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Resumo:

A Osteoporose € uma doenca caracterizada pela perda da massa e resisténcia ésseas com
consequente aumento da suscetibilidade as fracturas, que afeta sobretudo a mulher na pés-
menopausa e o idoso.

Alguns estudos indicam que as mulheres p6s-menopéusicas com DM2 sofrem muitas fraturas
Osseas por fragilidade apesar de apresentarem densidade mineral 6ssea (DMO) normal ou
aumentada. Contudo os mecanismos fisiopatolégicos que estdo na base das alteracbes
0sseas na diabetes, ndo estdo completamente esclarecidos.

A suplementacdo com célcio (1 a 1.2 g/dia), apesar de recomendada na prevenc¢éo da fratura
O0ssea em adultos saudaveis e na pos-menopausa na mulher é também um assunto
controverso, por motivos de seguranca.

O presente estudo teve como objetivos: Avaliar o efeito da hiperglicemia crénica no
metabolismo, ultraestrutura e propriedades biomecéanicas do osso, bem como avaliar a
eficacia e a seguranga de um suplemento de p6 de concha de ostra (carbonato calcio) e de
goma guar (fibra hidrossoltvel) numa dose baixa (dose equivalente humana de 420 mg/dia
de célcio e 414 mg/dia de goma guar) em ratos Wistar fémeas, normo e hiperglicémicos, na
prevencdo das alteracbes O6sseas e metabdlicas associadas a deficiéncia em estrogénios
induzida por ovariectomia e pela hiperglicemia. A criacao de valor num residuo da producao
e industria alimentar (concha de ostra), € também um dos objetivos deste trabalho.

Os animais (n=42), foram divididos em 6 grupos: controlo (C); ovariectomizados (OVX);
hiperglicémicos (STZ), hiperglicémicos ovariectomizados (STZ+OVX); Ovariectomizados
suplementados (OVX+S) e hiperglicémicos ovariectomizados suplementados (STZ+OVX+S).
A glicemia, triglicéridos, colesterol, célcio, estrogénios (E2), o Telopeptido C-terminal do
colagénio tipo | (CTX) e Propeptido N-terminal do procolagénio tipo | (P1NP) foram
guantificados no soro, 60 dias apés a ovariectomia e 53 dias ap0s o inicio da suplementacéo.
O peso corporal, a microarquitectura do osso vertebral (histomorfometria-L4), as propriedades
biomecéanicas do fémur (testes de flex@o), a espessura cortical, a ultraestrutura das diafises
da tibia (microscopia eletrénica de varrimento), e o célcio urinario e femoral (espectroscopia
de absorg&o atomica) foram também avaliados em todos os animais. Foram ainda efetuados
exames histolégicos para pesquisa de depdsitos tecidulares renais, hepaticos e vasculares

de calcio (coloragfes de hematoxilina-eosina e Von-Kossa) no grupo dos animais OVX+S.

Os resultados permitiram concluir que:

\l



O suplemento de célcio de concha de ostra e goma guar, mesmo se em doses baixas, atenuou
a calciuria, a hipocalcemia, a diminuicdo da espessura do o0sso cortical da tibia e a
desmineralizagédo do fémur, tornando-o mais rigido e resistente sem risco aparente de lesédo
ou formacao de depositos vasculares, hepéticos ou renais.

A hiperglicemia cronica aumenta a formagéo de colagénio, e altera a ultraestrutura do 0sso
cortical tornando-o mais resistente a fratura apesar de diminuir o seu teor em célcio, na
presenca ou auséncia de estrogénios.

A suplementacao com célcio e goma guar preserva a ultraestrutura do 0sso cortical e atenua
a diminuicdo da espessura do o0sso trabecular nos animais ovariectomizados com
hiperglicemia crénica. Contudo, nao foi possivel comprovar o efeito da goma guar, nas doses

usadas, nos niveis de glicemia e triglicéridos, nestes animais.

Palavras-chave: Osteoporose, 0sso cortical/trabecular, goma guar, calcio da concha de

ostra, diabetes tipo 2, hiperglicemia crénica
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Abstract:

Osteoporosis is a metabolic disorder characterized by loss of bone mass and strength with
subsequent increase in susceptibility to fractures that affects mainly post-menopausal women
and the elderly people.

Several studies indicate that post-menopause women with type 2 Diabetes suffer many bone
fractures due to fragility despite having normal or increased BMD. However the
pathophysiology of diabetes-induced bone fragility is still not completely understood. Calcium
supplementation (1-1.2 g/day) although recommended in prevention of bone fracture in healthy
adults and in postmenopausal women still generates controversy for safety reasons.

This study aimed: To evaluate the effect of chronic hyperglycemia on the bone metabolism,
ultrastructure and biomechanical properties as well as to evaluate the efficacy and safety of
an oyster shell powder (calcium carbonate) supplement and of guar gum (hydrosoluble fiber),
in a low dose (human equivalent dose of 420 mg/day of calcium and 414 mg/day of guar gum)
in normoglycemic and hyperglycemic female Wistar rats in the prevention of bone and
metabolic changes associated to ovariectomy-induced estrogen deficiency and
hyperglycemia. Adding value to a residue generated from the food production and industry
(oyster shell) is also an aim of this work.

Animals (n=42), were divided into 6 groups: healthy control (sham); ovariectomized (OVX);
hyperglycemic (STZ); hyperglycemic + ovariectomized (STZ+OVX); Ovariectomized +
supplemented (OVX+S) and hyperglycemic + ovariectomized + supplemented (STZ+OVX+S).
Glucose, triglycerides, cholesterol, calcium, oestrogens (E2), C-terminal telopeptide of type 1
collagen (CTX) and N-terminal propeptides of procollagen type | (PINP) were quantified by
standard methods in serum, 60 days after ovariectomy and 53 days after the beginning of the
supplementation. The body weight, the vertebral bone microarchitecture (histomorphometry-
L4), the biomechanical properties of the femur (bending tests), cortical thickness and
ultrastructure of the tibia diaphysis (scanning electron microscopy - SEM) were also evaluated
as well as the femoral bone and urinary calcium (atomic absorption spectrometry), in all
animals. Aorta crossa, kidney and liver histology and calcium deposits (hematoxylin-eosin and
Von-Kossa staining) were evaluated in OVX+S animals.

The results indicate that:

The oyster shell and guar gum supplement, even with low doses of calcium, attenuated the
calciuria, the hypocalcaemia, the reduction of the tibia cortical thickness and the femoral
demineralization, giving greater femoral stiffness and toughness without apparent risk of

vascular, liver and kidney injury and deposits formation.



Chronic hyperglycemia, through increased type 1 collagen formation, modulates bone
microarchitecture into less fragile structures despite the lower calcium content, even in the
absence of oestrogens.

The calcium and guar gum supplement contributed to preserve the bone cortical ultrastructure
and to attenuate the trabecular thickness reduction observed after ovariectomy in the
ovariectomized animals with chronic hyperglycemia. However, it has not been possible to
prove the effect of guar gum, in the dose used, on the glycaemia and triglycerides in these

animals.

Key words: Osteoporosis, cortical/trabecular bone, guar gum, oyster shell calcium, type 2

Diabetes, chronic hyperglycemia
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OVX-ovariectomizado (n=7); STZ- hiperglicémico (n=7); STZ+OVX-
hiperglicémico ovariectomizado (n=7); *p<0.05; *p<0.01 e ™ p<0.001

Gréfico do nivel sérico de glucose dos animais estudados: C- controlo
(n=7); OVX-ovariectomizado (n=7); STZ-hiperglicémico (n=7);
STZ+OVX-hiperglicémico  ovariectomizado;  *p<0.05; **p<0.01;
***n<0.001.

Gréfico do nivel sérico de Triglicéridos dos animais estudados: C-
controlo (n=7); OVX-ovariectomizado (n=7); STZ-hiperglicémico (n=7);
STZ+OVX-hiperglicemico ovariectomizado; *p<0.05.

Controlo (n=7); OVX — ovariectomizado (n=7); STZ — hiperglicémico
(n=7); STZ+OVX — hiperglicémico ovariectomizado (n=7); *p<0.05;
**np<0.01; ***p<0.001.
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Figura 6.02

Figura 6.03

Figura 6.04

Figura 6.05

Grafico A) CTX (serum C-terminal telopeptide of type 1 collagen) e B)
P1INP (N-terminal propeptides of procollagen type I)- dos grupos dos
animais estudados: C-controlo, OVX-ovariectomizado, STZ-hipergli-
cémicos e STZ+OVX- hiperglicémicos ovariectomizados; *p<0.05;
**p<0.01.

Gréfico da razdo do PINP/CTX indica as alteragdes existentes entre
formagéo e reabsor¢cédo do osso dos animais estudados: C- controlo
(n=7); OVX-ovariectomizado (n=7); STZ-hiperglicémico (n=7);
STZ+OVX- hiperglicémico ovariectomizado; *p<0.01.

Avaliacéo por histomorfometria 6ssea da quarta vértebra lombar (L4),
nos grupos estudados: A) C-controlo, B) OVX-ovariectomizados e C)
STZ-hiperglicémicos. As secfes transversais foram obtidas com 5 ym
de espessura e coradas com azul de anilina, de modo a distinguir osso
e medula éssea, permitindo a andlise estrutural do 0sso.

A) Espessura trabecular (Tbh.Th), B) Distancia trabecular (Th.Sp), C)
Razédo do volume 6sseo sobre o volume total de tecido (BV/TV); C-
controlo (n=6); OVX-ovariectomizado (n=7); STZ-hiperglicémicos
(n=6); STZ+OVX-hiperglicémico ovariectomizado (n=7); *p<0.05 e
"p<0.01.

Imagens da espessura do 0sso cortical da tibia, obtidas por SEM, com
uma ampliacao de 20x, dos animais estudados.

Imagens SEM (cortes longitudinais, obtidos com ampliacdo de
150x),representativas do osso da tibia dos animais estudados: C-
controlo (A); OVX-ovariectomizado (B); STZ-hiperglicémico (C);
STZ+OVX-hiperglicémico ovariectomizado (D).

Gréfico do diametro dos fémures dos animais estudados: C-controlo
(n=6); OVX-ovariectomizado (n=7); STZ- hiperglicémico (n=6);
STZ+OVX- hiperglicémico ovariectomizado (n=7). *p<0.05.
Percentagem do calcio dos fémures dos animais estudados: C-controlo
(n=6); OVX-ovariectomizado (n=7); STZ- hiperglicémico (n=6);
STZ+OVX- hiperglicémico ovariectomizado (n=7); *p<0.05 e “p<0.01
Curvas de tensdo -extensdao exemplificativas. Um animal de cada
grupo: Hiperglicémico ovariectomizado — (STZ+OVX) e ovariectomi-
zado - (OVX).

Desenho experimental utilizado para os estudos dos animais ovariec-
tomizados suplementados com célcio e goma guar.

Evolucdo do peso corporal dos grupos de animais estudados: C-
controlo (n=7); OVX-ovariectomizado (n=7) e OVX+S- ovariectomizado
suplementado (n=7). *p<0,05.

Gréfico A) CTX (serum C-terminal telopeptide of type 1 collagen) e B)
P1NP (N-terminal propeptides of procollagen type I) - dos grupos dos
animais estudados: C-controlo, OVX-ovariectomizado, OVX+S — ova-
riectomizados suplementados. O nivel de significancia foi (*p<0.05) e
(**p<0.01).

Exemplo de imagem de um corte transversal do osso vertebral (L4) de
um animal do grupo OVX+S, usada para avaliagdo quantitativa dos
parametros histomorfométricos.

Corte transversal do 0osso cortical da tibia de um animal OVX+S, obtida
por SEM, com uma ampliacdo de 20X.
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Figura 8.01

Figura 8.02

Figura 8.03

Imagens (SEM), obtidas com ampliacdo 150x dos cortes longitudinais
das tibias, representativas de cada grupo de animais.
Ovariectomizados (OVX) figura. 6.06-A e Ovariectomizados
suplementados (OVX+S) figura. 6.06-B.

Gréfico diametro dos fémures dos animais estudados: C-controlo
(n=7); OVX-ovariectomizado (n=7) e OVX+S-ovariectomizado
suplementado (n=7), p<0.05.

Gréfico do teor de calcio dos fémures dos animais estudados: C-
controlo (n=7); OVX-ovariectomizado (n=7) e OVX+S-ovariectomizado
suplementado (n=7), *p<0,05.

Curvas de tensdo-extensdo dos seguintes grupos de animais:
Controlo- (C); ovariectomizados - (OVX) e ovariectomizados
suplementados - (OVX+S).

Cortes histolégicos de figado (ampliagdo 100x). Imagens de um ani-
mal de cada grupo (OVX e OVX+S) A - Coloragdo hematoxilina-eosi-
na (HM); B- Coloracao de Von Kossa (VK).

Cortes histoldgicos do rim; ampliagdo 200x: medula (tubulos renais fig.
C) e cortex renal (glomérulos fig. D). Imagens de um animal de cada
grupo (OVX e OVX+S) A - Coloracdo hematoxilina-eosina (HM); B-
Coloracédo de Von Kossa (VK).

Cortes histolégicos em coloracdo de Hematoxilina-Eosina. Ampliacéo
40x. A- animal saudavel (C); B-Animal ovariectomizado n&ao
suplementado (OVX); C- animal ovariectomizado suplementado (C+S).
Pesquisa de depésitos de calcio em secgbes de crossa da aorta.
Cortes histologicos em coloracdo de Von Kossa, ampliagdo 40x. A-
animal saudavel (C); B-Animal ovariectomizado ndo suplementado
(OVX); C- animal ovariectomizado suplementado (C+S).

Desenho experimental utilizado para os estudos dos animais hipergli-
cémicos ovariectomizados suplementados com calcio e goma guar
durante 7 semanas e meia, com inicio ap6s uma semana de recobro
da ovariectomia.

Peso corporal dos animais dos grupos STZ (n=7); STZ+OVX (n=7) e
STZ+OVX+S (n=3).

Corte transversal do osso cortical da tibia de um animal do grupo VI
(STZ+0OVX+S), obtida por SEM, com uma ampliacdo de 20X.
Imagens (SEM), obtidas com ampliagdo 150x dos cortes longitudinais
das tibias, representativas de cada grupo de animais: A) STZ+OVX+S
e B) STZ+OVX.

Grupos experimentais de acordo com o tratamento e a alimentacao:
Controlo normoglicémico- (C), Normoglicémico suplementado - (C+S),
Hiperglicémico - (STZ) e Hiperglicémico suplementado - (STZ+S).
Gréfico dos valores de glicemia dos ratos Wistar tratados com soro
fisiolégico (controlo) e tratados com STZ.

Graéfico da variacdo do peso corporal ao longo do estudo, dos quatros
grupos de animais: C - controlo (n=5), C+S - controlo suplementados
(n=7), STZ - animais hiperglicémicos (n=5) e STZ+S - animais hiper-
glicémicos suplementados (n=7); # indica diferencas significativas
(p<0,01) entre o grupo C e o grupo STZ; indica diferencas significati-
vas (*p<0,005 e **p<0,001) entre o grupo STZ e o grupo STZ+S.
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Figura 8.04

Figura 8.05

Figura 8.06

Figura 8.07

Figura 8.08

Figura 8.09

Figura 8.10

Gréfico do consumo cumulativo de ragdo em gramas por quilograma
de peso corporal, ao longo do estudo, dos quatros grupos animais: C -
controlo normoglicémico (n=5), C+S - controlo normoglicémico
suplementado (n=7), STZ — hiperglicémico (n=5) e STZ+S — hipergli-
cémico suplementado * p<0,05 e **p<0,01) entre o grupo controlo e 0s
grupos STZ (suplementado ou ndo) a partir da segunda semana.
Gréfico do consumo cumulativo de agua por kg de peso corporal ao
longo do estudo: ratos controlo (n=5), controlo suplementado (n=7),
hiperglicémicos (n=5) e hiperglicemicos suplementados. X indica
diferencas significativas (p<0,05) entre o grupo controlo e o grupo STZ;
# indica diferencas significativas (p<0,05) entre o grupo controlo e o
grupo STZ+S; * indica diferencas significativas (p<0,05) entre o grupo
STZ e o grupo STZ+S.

Grafico do peso dos 6rgdos (normalizados pelo peso corporal do
animal) dos animais no final do estudo: controlo normoglicémico (n=5),
controlos normoglicémicos suplementados (n=7), hiperglicémicos
(n=5) e hiperglicémicos suplementados (n=7) *p<0,05;**p<0,01;
***n<0,005; ****p<0,001.

Grafico do peso dos 0ssos normalizado (tibias e fémures), dos animais
no final do estudo: controlos normoglicémicos (n=5), controlos
normoglicémicos suplementados (n=7), hiperglicémicos (n=5) e
hiperglicémicos suplementados (n=7); * p<0,05.

Gréfico da monitorizagdo das glicemias em jejum dos animais
hiperglicémicos (n=5) e hiperglicémicos suplementados (n=7) ao longo
do estudo, * p<0,05.

Gréfico do efeito da suplementacao, na glicemia e nos trigli-céridos dos
grupos de animais: controlo normoglicémico (n=5), controlos
normoglicémicos suplementados (n=7),hiperglicémicos (n=5) e
hiperglicémicos suplementados (n=7); *p<0,05;**p<0,01; *** p<0,0005.

Gréfico da calcitria (mg/12h) dos grupos de animais estudados:
controlos normoglicémicos (n=5), controlos normoglicémicos
suplementados (n=7), hiperglicémicos (n=5) e hiperglicémicos
suplementados (n=7); **p<0,01.
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1. Introducéo
1.1. Tecido 6sseo
1.1.1. Caracterizacao

O osso é um tecido dindmico que sofre uma adaptacdo continua ao longo da vida para
alcancar e preservar o tamanho do esqueleto, forma e integridade estrutural e regular a ho-
meostase mineral (Sagalovsky, 2013). As fibras do 0sso séo maioritariamente compostas por
colagénio tipo 1 impregnada de mineral na forma de hidroxiapatite. A integridade funcional e
a forca do esqueleto estdo mantidas por estas estruturas altamente reticuladas (Wheater,
2013). A mineralizagdo da matriz confere a este tecido uma extrema dureza, permitindo-lhe
desempenhar importantes fungdes de sustentacdo e prote¢do. Além de contribuir para a forma
do corpo, 0s 0sSs0s exercem Vvarias outras fungdes importantes: suporte, protegdo, movimento,
armazenamento de minerais e de fatores de crescimento e formagéo de células sanguineas.
O 0ss0 é um reservatoério para minerais, principalmente calcio e fésforo. Os minerais armaze-
nados sao libertados na corrente sanguinea quando necessario para serem distribuidos a

toda as partes do corpo (Marieb & Hoehn, 2008).

O osso contém componentes organicos e inorganicos. A extrema rigidez do tecido ésseo
é resultado da interacdo entre o componente organico e o componente mineral da matriz.
Seus componentes organicos basicos incluem as células (osteogénicas, osteoblastos, osted-
citos e osteoclastos) e o osteoide, a parte organica da matriz (Marieb & Hoehn, 2008). O
osteoide, que forma aproximadamente um tergo da matriz, inclui a substancia fundamental
amorfa, formada por proteoglicanos e as fibras glicogénicas, ambos sintetizados e secretados
pelos osteoblastos. Estas substancias organicas em particular o colagénio do tipo |, contri-
buem n&o apenas para a estrutura do 0sso, mas também para a flexibilidade e a grande forca
de tensd@o que permitem ao 0sso resistir ao estiramento e a torgcdo. A resisténcia do 0sso €
determinada por varios factores como a geometria, a composi¢éo, a dimensao e a proporgéao

do osso trabecular e do osso cortical (Clarke, 2008).

A resisténcia excecional e a for¢a de tenséo do 0sso tém sido objeto de intensas pesqui-
sas. Parece que a resisténcia do osso é devida a presenca de ligagcdes nas moléculas de
colagénio ou entre elas, que se rompem facilmente sob impacto, dissipando energia para evi-
tar que a forca cause uma fratura. Na auséncia de trauma continuado ou adicional, a maioria

dessas ligacOes é refeita (Marieb & Hoehn, 2008).

O componente inorgéanico do tecido 6sseo, 65% da sua massa, consiste em hidroxiapatite
inorgénica, ou sais minerais, principalmente na forma de fosfatos de célcio presentes como

minusculos cristais firmemente agrupados nas fibras colagénicas e ao redor delas na matriz



celular. Esses cristais sdo responsaveis pelas caracteristicas de rigidez do osso, que lhe con-
fere resisténcia a compressao. A osteocalcina (OC) € a proteina ndo colagénica mais abun-
dante, é sintetizada pelos osteoblastos e tem propriedades especificas na mineralizacdo do
0sso (Kierszenbaum, 2012). A osteocalcina (OC) é secretada por osteoblastos maduros, con-
drocitos hipertroficos e odontoblastos, o seu gene esta localizado no cromossoma 1 (1925-
q31). E constituida por uma sequéncia de 49 aminoacidos cujas posicdes 17, 21 e 24 s&o
ocupadas pelo acido y-carboxiglutamico (Gla) que é responséavel pela fixacdo do calcio e da
hidroxiapatite na matriz extracelular o que equivale a dizer que € responsavel pela efetiva
mineralizacdo que se verifica no tecido 6sseo. (Avolio, Brandao, Oliveira, Costa & Alonso,
2008). A osteocalcina (OC) tem sua sintese estimulada pela 1,25 dihidroxivitamina D3 (calci-
triol) sendo que a vitamina K1 constitui um cofator essencial para que ocorra a y-carboxilacao
pés-traducional do residuo glutamil que formara os residuos y-carboxiglutamil. Este processo
permitira a mineralizacdo da matriz depositada (Avolio, Brandao, Oliveira, Costa & Alonso,
2008).

Estudos in vitro e in vivo, indicam ainda, ter participacdo no recrutamento e diferenciacao

osteoclastica mas outras fungdes ainda precisam ser esclarecidas.

Os niveis séricos de osteocalcina sao significativamente influenciados pelo sexo, idade e

funcgéo renal.

No 0sso in vivo; 25% do peso é atribuido a agua; cerca de 85% da agua distribui-se na
matriz organica e 15% nos canais e cavidades das zonas calcificadas (Canhéo, 2007). A ma-
triz extra celular € mineralizada logo apds a sua deposicéo. O tecido 6sseo cortical e o tecido
0SSe0 esponjoso possuem 0s mesmos elementos constitutivos quanto a células e matriz 6s-

sea tendo, no entanto, importantes diferencas estruturais e funcionais (Kierszenbaum, 2012).
1.2. Estrutura e composicéao celular

Morfologicamente 0 0sso esta caracterizado como trabecular (esponjoso) ou cortical (com-
pacto). Funcionalmente o 0sso esponjoso esta mais associado com a capacidade metabdlica
do que o0 0sso cortical, enquanto 0 0sso cortical em geral, proporciona maior forca mecanica
(Downey & Siegel, 2006).

O osso compacto ou cortical € constituido por varias unidades microestruturais, os siste-
mas de Havers ou osteons, que se distribuem de forma circular, a volta do canal de Havers.
Cada osteon é formado por varias lamelas intersticiais concéntricas. Perpendicularmente aos
canais de Havers distribuem-se os canais de Volkmann, fundamentais para a vascularizagédo
do 0sso. Entre os sistemas de Havers, existe uma camada fina, de matriz ndo mineralizada,

gque se denomina linha cimentada. Estas zonas sdo fundamentais para manter integras as



propriedades do 0sso, na adaptacdo e resposta a cargas e microtraumatismos. Nalgumas
situacdes patoldgicas, a espessura e a extensdo dessa camada pode aumentar ou diminuir
como por exemplo na osteomaléacia, raquitismo, calo 6sseo fraturario ou doenca 6ssea de
Paget (Canhéo, 2007).

O o0sso esponjoso ou trabecular é formado por delgadas trabéculas, constituidas por
lamelas 6sseas, na sua maioria paralelas entre si, delimitando amplas cavidades intercomu-
nicantes ocupadas, no 0sso vivo, por medula 6ssea (Marieb & Hoehn, 2008; Kierszenbaum,
2012). As trabéculas estdo organizadas sob a forma de uma rede tridimensional, seguindo
sempre as linhas das for¢cas mecanicas, disposi¢do que confere ao 0sso esponjoso uma étima

resisténcia as cargas transmitidas pelas superficies articulares.

A superficie de corte do tecido 6sseo compacto aparece soélida e bastante homogénea,
ao passo que o tecido ésseo esponjoso tem a aparéncia de uma esponja (Fig.1.01). Nos
0ssos longos, como o fémur, o corpo ou diéfise consiste em 0sso compacto formando um

cilindro oco com espago medular central, chamado de cavidade medular.

As extremidades dos 0ssos longos, chamadas de epifises, consistem em 0sso espon-
joso revestido por uma fina camada de osso compacto. Durante o crescimento do individuo,
as epifises sdo separadas da diafise por uma placa epifisaria cartilaginosa, conectada a dia-
fise por osso esponjoso. Uma delgada regido de transicdo, chamada de metéfise, conecta a
epifise e a diafise (Kierszenbaum, 2012). A placa epifisaria e 0 0sso esponjoso adjacente
representam a zona de crescimento, responsavel pelo aumento do crescimento do 0sso em

comprimento.

A cavidade medular da diafise e 0s espacos no interior do 0sso esponjoso séo revestidos pelo

enddsteo, também com potencial osteogénico (Clark, 2005; Kierszenbaum, 2012).
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Figura 1.01 - Arquitetura geral de um osso longo (Kierszenbaum, 2012).

A sua composicédo celular € formada por quatro tipos de células: osteoblastos, osteoclas-
tos, células de revestimento que se encontram presentes na superficie 6ssea e ostedcitos no
seu interior mineralizado (Fig.1.02). Os osteoblastos, as células de revestimento e 0s osteo-
citos tém origem nas células osteoprogenitoras locais, ao passo que 0s osteoclastos tém ori-

gem hematopoiética (Downey & Siegel, 2006).
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Figura 1.02 - As origens e localiza¢des de células 6sseas — Adaptado de Physical Therapy. Volume
86. Number 1. January 2006.

1.2.1. Osteoblastos

Osteoblasto ou célula formadora do 0sso origina-se de um precursor mesengquimatoso
do estroma da medula 6ssea (McPhee & Ganong, 2007). Os osteoblastos séo células alta-
mente polarizadas: eles depositam osteoide, a matriz organica ndo mineralizada do 0sso, ao
longo da interface osteoblasto-osso. Os osteoblastos iniciam e controlam a mineralizagéo sub-
sequente do osteoide. Seus produtos especificos sdo o colagénio tipo |, osteocalcina, osteo-
pontina e sialoproteina 6ssea. Além disso, 0s osteoblastos produzem fatores de crescimento,
em particular os membros da familia de proteinas morfogenéticas ésseas, com atividades
osteoindutivas (Kierszenbaum, 2012). Quando a formacao 6ssea esta completa, os osteoblas-

tos achatam-se e transformam-se em ostedcitos.
1.2.1.1. Diferenciagdo dos osteoblastos em ostedcitos

Os osteoblastos derivam de uma célula mesenquimal pluripotente que da origem as

células musculares, adipdcitos, fibroblastos e condroblastos.

Dois genes osteoblasto-especifico controlam a diferenciacdo da progénie osteoblas-
tica: Cbfal/Runx2 (para a familia do fator de ligacéo-centro/proteina homeodominio runt2) que
codifica um fator de transcricdo que induz a diferenciacdo dos osteoblastos e controlam a
expressao de osteocalcina, O Cbfal/Runx2 é o mais precoce e especifico indicador de osteo-
génese, a sua expresséo € induzida pela BMP7 (familia de proteinas morfogénicas 6sseas),

e é seguida pela expresséo de osteocalcina e osteopontina. A osteocalcina é uma proteina



secretora especifica, que s6 se expressa nos osteoblastos terminalmente diferenciados, sob
o controlo do Cbfal/Runx2 (Kierszenbaum, 2012; Canhao, 2007).

1.2.2. Ostebcitos

Os ostedcitos séo células muito ramificadas, com o seu corpo ocupando pequenos
espacos entre lamelas, chamados de lacunas. Pequenos canais, os canaliculos, percorrem
através das lamelas e interconectam as lacunas vizinhas. Os processos celulares adjacentes,
encontrados no interior dos canaliculos, sdo conectados por jungdes comunicantes. Os nutri-
entes difundem-se a partir dos vasos sanguineos vizinhos, localizados no interior do canal
haversianos, através dos canaliculos das colunas. A densa rede de osteécitos depende néo
somente da comunicacao intracelular através das jun¢cdes comunicantes, mas também da
mobilizacdo de nutrientes e de moléculas de sinalizacdo ao longo do ambiente extracelular,
facilitada pelos canaliculos que percorrem lacuna a lacuna. A vida de um ostedcito depende
desse processo de difusdo dos nutrientes, e a da matriz 6ssea depende dos osteoides. Os
ostedcitos podem permanecer vivos por anos se o fornecimento vascular for continuo (Ki-
erszenbaum, 2012). A presenca de lacunas vazias no osso em envelhecimento sugere que
0s ostedcitos podem sofrer apoptose, provavelmente causada pela ruptura de suas juncdes
comunicantes intercelulares ou intera¢cdes matriz-célula. A apoptose dos ostedcitos que
ocorre em situagBes de deficiéncia de estrogénios, corticoterapia, envelhecimento e apos
agressao do 0sso, associa-se a perda de resisténcia, mesmo antes da perda de massa 6ssea
ser detetada (Canhéo, 2007). O tratamento com estrogénios e bifosfonatos pode ajudar a
prevenir a apoptose dos osteoblastos e ostedcitos, e a manter a resisténcia do osso (Clarke,
2008).

1.2.3. Osteoclastos

Os osteoclastos séo células gigantes multinucleadas especializadas na reabsorcao
0ssea. Os osteoclastos séo células diferenciadas que se originam continuamente a partir de
precursores hematopoiéticos da linhagem monocitica e ndo se dividem. A formagéo de oste-
oclastos requer fatores de crescimento hematopoiéticos, como o fator estimulador das colo-
nias dos macrofagos (M-CSF), e precisa de um sinal vindo das células do estroma da medula
(McPhee & Ganong, 2007). O ligando do receptor ativador do fator nuclear kapa B (RANKL)
liga-se ao seu receptor ativador do fator nuclear kapa B (RANK) nos precursores dos osteo-
clastos e sinaliza para o interior da célula. Uma variedade de células, incluindo as da medula,
produz um recetor sollvel, a osteoprotegerina (OPG), que se liga ao ligando do receptor do
fator nuclear kapa B (RANKL), impedindo, dessa forma, a sua interagdo com o recetor ativador

do fator nuclear kapa B (RANK), interrompendo a diferenciacéo e ativacdo dos osteoclastos



(Fig.1.03). Conforme os osteoclastos amadurecem, adquirem a capacidade de produzir enzi-
mas especificas e finalmente fundem-se para constituir a célula multinucleada madura. O pro-
cesso de maturacao é acelerado por hormonas de reabsor¢do 6ssea, como a paratormona
(PTH) provavelmente por meio dos seus efeitos no sistema RANKL/OPG (McPhee & Ganong,
2007).

Regulacao da Osteoclastogénese por RANKL e OPG
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Figura 1.03 - Regulagdo da Osteoclastogénese pelo ligando receptor ativador de NF-«<B (RANKL) e
osteoprotegerina (OPG). Adaptado de Clarke, B. (2008). Normal Bone Anatomy and Physiology. Clin
J Am Soc Nephrol 3 (3): S131-S139.

Para reabsorver 0 0sso0, 0 osteoclasto moével pousa sobre uma superficie éssea e sela
uma area, formando um anel adesivo, no qual as integrinas celulares se ligam fortemente as
proteinas da matriz 6ssea. Tendo isolado uma area da superficie 6ssea, o0 osteoclasto desen-
volve sobre a superficie uma estrutura de membrana plasmatica intensamente invaginada,
chamada de borda pregueada, uma organela distinta, que, porém, age essencialmente como
um enorme lisossoma, dissolvendo os minerais dos 0ssos secretando acido sobre a superficie
0ssea isolada e, simultaneamente, fragmentando a matriz 6ssea pela secrecao de colagenase

e catepsina.

1.3. Estrutura e composicdo mineral

A porcao inorganica do osso é formada principalmente por cristais de hidroxiapatite,
Caio (PO4)s(OH)2 que se depositam sobre a matriz de colagénio do 0sso. Estes sais que sédo

semelhantes nas suas propriedades fisicas ao marmore, apresentam uma grande forca de



compressao, dureza e rigidez. Estes cristais depositam-se sobre as fibras de colagénio e com-
pdem a matriz interna mineralizada do osso. No nivel seguinte estas fibrilas tém um arranjo
lamelar que contem fibras unidirecionais dispostas em varios &ngulos e nas diferentes cama-
das ou como um bloco de fibrilas orientadas de forma aleatoria (Bartel, Davy, & Keaveny,
2007). Estas lamelas podem organizar-se em anéis concéntricos & volta de um canal de Ha-
vers que inclui vasos sanguineos, nervos e células 6sseas, constituindo o osteon, a unidade
Ossea do o0sso cortical. O osteon é continuamente quebrado e substituido pela acédo de varios
tipos de células num processo designado por remodelacdo 6ssea. O 0sso cortical é constitu-
ido por uma microestrutura que lhe confere maior resisténcia a compressao do que a tenséo
e cujo modulo elastico e de forga pode variar bastante em resultado da variabilidade da sua
porosidade, que tem tendéncia a aumentar com a idade. Sendo a porosidade a principal dife-
renca entre 0 0sso cortical e 0 0sso trabecular. No homem, o0 0sso cortical apresenta-se muito
menos poroso (5-30%) do que o 0sso trabecular (60-95%), o que Ihes confere propriedades

mecéanicas diferentes (Bartel, Davy, & Keaveny, 2007).

1.4. Metabolismo do tecido 6sseo

O tecido 6sseo é um tecido dinamico e ativo, que esta em constante modificacao, atra-
vés dos mecanismos de crescimento, modelagédo e remodelacdo 6ssea. A modelacao 6ssea
€ aresponsavel pela arquitetura éssea, que envolve forma, tamanho, quantidade e disposicéo
estrutural de seu tecido, obedecendo a estimulos mecanicos externos e ndo mecanicos locais
e sistémicos. As alteracdes na forma e no tamanho do osso tendem a desaparecer com a
paragem do crescimento 6sseo, as mudangas na sua estrutura microscopica persistem ao
longo da vida (Aires, 2008).

A remodelacao 6ssea é um processo fisioldgico que mantém a integridade do esque-
leto removendo o osso velho e substituindo por uma matriz jovem (Sagalovsky, 2013). A re-
modelacdo 6ssea € um dos principais mecanismos envolvidos na manutencdo do equilibrio
do calcio no fluido extracelular. As células responsaveis pela reabsorcédo do 0sso sao 0s 0s-
teoclastos e, pela formagéo, os osteoblastos. A paratormona (PTH) é a principal hormona
envolvida na ativacao destas células (Aires, 2008). Os fendmenos que levam a ativacao ainda
sdo pouco conhecidos. Tanto os estimulos sistémicos (PTH) como os locais (microfraturas)
podem iniciar o processo de ativacdo da remodelagdo 0ssea (Aires, 2008). O o0sso é entdo
reabsorvido pelos osteoclastos e formado na mesma regido pelos osteoblastos. Quando a

formacao Gssea estd completa, os osteoblastos achatam-se e transformam-se em ostedcitos.

A remodelacdo 6ssea é um processo continuo, caraterizado pela sequéncia de ati-

vacao, reabsorcao, reversao e formacao (Fig.1.04). A remodelacdo pode desenvolver-se de



forma aleatéria mas também pode ocorrer seletivamente nas areas que precisam de repara-
cdo. O seu proposito é estabelecer um ponto ideal de resisténcia 6ssea com a reparacéo de
les6es microscopicas (denominadas microfissuras) e manter a homeostasia do calcio. (Ki-
erszenbaum, 2012). Existem duas formas de remodelagédo 6ssea: a remodelacdo do tecido
0sseo cortical (tecido 6sseo compacto) que consiste na reabsor¢cdo de sistemas de Havers
antigos, que ocorre dentro do osteon, seguida pela organizag&o de novos sistemas de Havers,
e a remodelacdo dssea trabecular que ocorre na superficie do osso. A superficie endosteal
trabecular € remodelada por um mecanismo semelhante ao da remodelacao éssea cortical.
(Kierszenbaum, 2012).
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Figura 1.04 - Processo de remodelagdo 6ssea
Adaptado de: (http://www.york.ac.uk/res/btr/image%20Library/Bone%20remodelling.jpg

A ativacdo envolve o recrutamento e a ativagdo de mondcitos-macréfagos precursores
mononucleares osteoclasticos da circulacao, elevacao do enddsteo que contém as células de
revestimento e fusdo de multiplas células mononucleares para formar pré-osteoclastos multi-
nucleados. Os pré-osteoclastos fundem-se com a matriz éssea via interacdo entre os receto-
res de integrina das suas membranas celulares e os residuos peptidicos da matriz proteica
gue contém {arginina, glicina e asparagina} de modo a formar zonas de consolida¢ao ao redor

do osso reabsorvido pelos osteoclastos multinucleados (Clarke, 2008).

A reabsorcao 6ssea mediada pelos osteoclastos ocorre aproximadamente durante 2 a
4 semanas por cada ciclo de remodelacdo (Clarke, 2008).0s osteoclastos séo transitoria-

mente ativos em resposta a demanda metabdlica para a mobilizacdo de célcio do 0osso para
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0 sangue. A atividade osteoclastica é regulada diretamente pela calcitonina, pela vitamina D3
e por moléculas reguladoras produzidas pelos osteoblastos e pelas células do estroma da
medula éssea (Kierszenbaum, 2012). A osteoclastogénese (Fig.1.05) é desencadeada por
duas moléculas relevantes produzidas pelos osteoblastos: (1) O fator estimulador da colonia
de macréfagos (M-CSF) e (2) o ligando (RANKL) do fator nuclear kapa B (NF-«B) (Kierszen-
baum, 2012; Singh, Mehdi, 2012). A reabsorcao 6ssea envolve, primeiro, a dissolucdo dos
componentes inorganicos do osso (desmineralizacdo 6ssea) mediada pela H* - ATPase (ade-
nosina fosfatase) no interior do ambiente acido, seguida pela degradacéo enzimética organica
(colagénio tipo | e proteinas ndo colagénicas) pela catepsina K, resultando na formacéo de
uma concavidade rasa chamada lacuna de Howship na superficie do osso trabecular. A agédo
dos osteoclastos é antagonizada pela osteoprotegerina (OPG), secretada por células mesen-
guimatosas locais e osteoblastos, que se une ao RANKL. A fase de reabsorgdo é concluida
por células mononucleares depois da apoptose dos osteoclastos multinucleados (Kierszen-
baum, 2012; Clarke, 2008).
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Figura 1.05 - Regulacdo Celular da osteoclastogénese. Adaptado de Singh et al. Int J Crit llin Inj Sci.
2012 May-Aug; 2(2): 75-81. Doi: 10.4103/2229-5151.97271
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Reversdo — durante a fase de reverséo, a reabsor¢do 0ssea transita para a formagéo.
Ao completar a reabsor¢céo 6ssea as cavidades de reabsor¢cao contém uma variedade de cé-
lulas mononucleares, que incluem mondcitos, ostedcitos libertados pela matriz 6ssea e pré-
osteoblastos recrutados para iniciar uma nova formacao 6ssea. Os sinais de ligacdo entre o
fim da reabsorcéo e o inicio da formacdo 6ssea ainda sdo desconhecidos. Pensa-se que 0s
sinais de ligacao incluem fatores derivados da matriz 6ssea, tais como: fator de crescimento
de transformacao (TGF-B), fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1), fator de
crescimento semelhante a insulina tipo 2 (IGF-2), proteinas 6sseas morfogenéticas, e PDGF,
ou fator de crescimento fibroblastico. A concentracdo de fator de crescimento de transforma-
¢ao (TGF-B) na matriz 6ssea correlaciona-se com indices histomorfométricos de remodelagéo
0ssea e com a osteocalcina e a fosfatase alcalina 0ssea séricas. O fator de crescimento de
transformacéo (TGF- B) libertado da matriz 6ssea diminui a reabsorgéo dos osteoclastos atra-
vés da inibicdo da producdo de RANKL pelos osteoblastos. Tem sido ainda proposto que a
inversao de fase possa também ser mediada pelo gradiente de tensdo nas lacunas (Clarke,
2008).

A fase de formacao Ossea leva 4 a 6 meses a completar-se. Os osteoblastos sintetizam
nova matriz organica de colagénio tipo 1 e outras proteinas da matriz 6ssea; osteopontina,
osteocalcina, fosfatase alcalina 6ssea e sialoproteina 6ssea, e regulam a mineralizacao da
matriz pela libertacdo de pequenas lacunas da matriz ligada & membrana que concentram
calcio e fosfato e destroem enzimaticamente inibidores da mineralizacéo tais como pirofosfato
ou proteoglicanos. Os osteoblastos que estdo em volta da matriz ou dentro dela transformam-
se em ostedcitos com uma extensa rede canicular que os liga a superficie das células de
revestimento, aos osteoblastos, e aos ostedcitos e sdo mantidos por uma jungéo de lacunas
entre 0s processos citoplasmaticos que se prolongam a partir dos ostedcitos. Na fase final de
formacéo 6ssea a maior parte dos osteoblastos entram em apoptose (50% a 70%), os restan-
tes diferenciam-se em ostedcitos ou em células de revestimento (Clarke, 2008). Os ostedcitos
séo sensiveis as forcas mecéanicas, podem reabsorver 0 0sso adjacente, promovem a mine-
ralizacdo e inibem a formacao 6ssea mediante a secrecao de esclerostina, que afeta a via de
sinalizacdo WnT dos osteoblastos (Gallagher, 1980). Apos a fase da formacgéo, comeca a fase

de repouso até a proxima remodelagéo 0ssea.

Os processos de formacgéo e reabsorcdo 6ssea sdo acoplados e dependentes, e 0
predominio de um sobre o outro resulta em ganho ou perda de massa 0ssea. Os marcadores
de remodelagdo podem ser subdivididos em marcadores de formacgéo e de reabsor¢éo 0ssea,
produzidos pelos osteoblastos e osteoclastos, respetivamente. (Saraiva & Lazaretti-Castro,
2002). Os marcadores de formacao 6ssea sao ou subprodutos de osteoblastos ativos, expres-

sos durante as varias fases do seu desenvolvimento, ou enzimas osteoblasticas.
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Os marcadores de formacgéo 6ssea mais amplamente usados sdo medidos no soro ou
plasma, e incluem, a fosfatase alcalina especifica do osso (BSAP), a osteocalcina e o propép-
tido amino ou carboxiterminal do pré colagénio tipo | (PANP, P1CP). (Wheater et al., 2013).

A maior parte dos marcadores de reabsorcao 6ssea sdo produtos de degradacéo do
colagénio 6sseo, sendo a excecado a fosfatase 4cida tartarato-resistente (TRAP5b). Incluem
como exemplos, o carboxiterminal e amino-terminal do colagénio tipo | (CTX e NTX), sendo o

CTX sérico o mais usado. (Wheater et al., 2013)

Em condi¢des normais, no adulto, a formacao 6ssea é equivalente a reabsorcdo. Mas
na menopausa devido a falta dos efeitos dos estrogénios, aumenta a quantidade de cavidades
de reabsorcao que nao sao totalmente preenchidas por 0sso novo, o que determina uma nitida
perda de osso. Este desequilibrio € maior nos primeiros cinco anos apds a menopausa. Um
possivel mecanismo de acado dos estrogénios nestes processos sera a estimulagéo da produ-
¢cdo de OPG que blogueia as acoes do RANKL. (Gallagher, 1980)

1.5. A Osteoporose

Como processo patoldgico, a osteoporose provoca uma diminuicdo da densidade 0s-
sea, fator fundamental que contribui para um maior risco de fratura. Como definicdo recomen-
dada de acordo com a conferéncia de consenso de 1991, “Osteoporose € uma doenca carac-
terizada por baixa massa 6ssea e deterioracao da microarquitetura do tecido 6ésseo, condu-

zindo a fragilidade do osso e um consequente aumento do risco de fratura”.

E segundo a Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS): A osteoporose é um transtorno no qual
se produz uma reducdo da massa 6ssea sem mudancas percetiveis na relacdo entre os ele-

mentos mineralizados e os ndo mineralizados. (OMS, 1994).

A osteoporose € tradicionalmente classificada como primaria ou secundaria. O termo
osteoporose primaria aplica-se a perda 6ssea associada ao processo de envelhecimento e,
nas mulheres, as perdas adicionais relacionados com a menopausa. A osteoporose pds-me-
nopausa é caracterizada por uma diminuicdo progressiva da massa 0ssea que comeca na
menopausa devido a deficiéncia em estrogénios, o que ocasiona maior reabsorcéo éssea. A
osteoporose secundaria, por sua vez, é causada ou agravada pela exposi¢ao a outras doen-
¢as ou terapéuticas (Cunha, 2005; Carvalho, 2012). Em ambas as situagdes, independente-
mente da causa principal da osteoporose, outros fatores podem agravar a perda 6ssea, tais
como: deficiéncia de vitamina D, hiperparatiroidismo secundério e também a hipercalcitria
(Carvalho, 2012).

Para fins de diagndéstico a Organizacdo Mundial da Saude (OMS/WHO) definiu osteo-

porose com base na densidade mineral 6ssea (DMO), avaliada por absorcdo de raio x de
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dupla energia (DXA), comumente expressa pelo T-score. Assim, um T-score maior ou igual a
-2,5 desvios padrao abaixo do pico médio de massa 6ssea, define a osteoporose (Lewiecki,
2004; OMS, 1994). A densidade mineral 6ssea (DMO) inicia o seu declinio por volta dos 30
anos de idade, altura em que se atinge o pico médio de massa 6ssea do adulto (Tabela 1.01).

Tabela 1.01 - Classifica¢do da densidade mineral 6ssea (OMS).

Classificagdo T - Scores

Normal T2-1.0
Osteopenia Entre-1e-2,5
Osteoporose T<-25
Osteoporose severa T <-2,5 + fratura de fragilidade

A classificacdo da OMS baseia-se em dados epidemioldgicos em mulheres caucasianas pos-menopau-
sicas com DMO medidos na coluna, na anca, e no punho. A prevaléncia de osteoporose neste grupo é
de cerca de 30% (Lewiecki, 2004).

A osteoporose € um problema global de saude, caracterizado por redu¢cdo na DMO
com o aumento da porosidade e da susceptibilidade a fraturas (Wongdee & Charoenphandhu,
2011).0 desenvolvimento da osteoporose é estimulado pelo baixo nivel de estrogénio e por
outros fatores (Lewiecki, 2004). Ela pode ser causada pela aceleragdo da reabsorcédo 6ssea
e/ ou desaceleracdo da formacgédo 6ssea. Clinicamente, a osteoporose geralmente resulta de
uma combinacédo de deficiéncia de estrogénio pdés-menopausa e de perda 6ssea relacionada
com a idade. A perda 6ssea irreversivel pode resultar de um desequilibrio entre as atividades
de osteoclastos e osteoblastos, isto €, a reabsorcao 6ssea aumentada e/ ou a formacao 6ssea
suprimida, resultando num desacoplamento que pode prolongar a duracdo do ciclo de

remodelagdo Ossea.

Independentemente da etiologia, a osteoporose € iniciada pelo desacoplamento da
formacao e reabsorcéo 6ssea (Wongdee & Charoenphandhu, 2011). A nivel molecular, a re-
absorcdo 0ssea aumentada e a osteoporose geralmente resultam, em parte, do excesso de
producdo de RANKL e de outras citocinas/mediadores que regulam a diferenciacéo e a fungéo
dos osteoclastos. Estes incluem a ciclooxigenase-2 (Cox-2), a prostaglandina (PG) E2, o fator
de necrose tumoral (TNF)-a, as interleucinas (IL)-1, IL-6 ou IL-11, os quais conduzem todos
ao recrutamento e diferenciacao dos pré-osteoclastos. Assim, quanto maior for o aumento dos
niveis destas citocinas osteoclastogénicas, maior sera a progressao da perda oéssea
(Wongdee & Charoenphandhu, 2011).
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1.5.1. Fatores de risco de osteoporose

Varios estudos foram realizados no sentido de estabelecer os principais fatores de
risco para a osteoporose, entre eles destacam-se: a idade, 0 sexo, 0 uso de glicocorticéides,
a osteoporose secundaria, a histéria familiar,a fratura prévia por fragilidade, o baixo indice de
massa corporal, o tabagismo, a inatividade fisica, o excesso de consumo de &lcool, {Lewiecki,
2004; WHO, 2004; Wongdee & Charoenphandhu, 2011). Para além disso, outras condicfes
patoldgicas, particularmente o hiperparatiroidismo e a diabetes mellitus tipo 1 (DM1), sdo tam-

bém fatores de risco para a perda dssea osteoporética (Wongdee & Charoenphandhu, 2011).

1.5.1.1. Diabetes mellitus e microestrutura 6ssea (Metabolismo 6sseo)

A diabetes mellitus € uma doenca crénica ha muito associada com inimeras compli-
cag0es, a longo prazo, que afetam principalmente os seguintes 6rgdos: olhos, rins, coracao e
sistema nervoso. Apenas recentemente dados indicam que a diabetes mellitus esta relacio-
nada com complicacfes na estrutura esquelética. Na verdade, com a diabetes mellitus parece
dar-se uma alteracdo na qualidade éssea, ou seja, nas caracteristicas materiais e estruturais
do tecido 0sseo; alteragcfes estas que poderdo estar diretamente relacionadas com a hiper-

glicemia cronica.

Relativamente ao metabolismo 6sseo em diabéticos, verificaram-se resumidamente as

seguintes evidéncias:

a) Em modelos pré-clinicos (Karim, Tang, Sroga, & Vashishth, 2013).
» Diminuicdo na remodelacao e na formacdo 6ssea em ratos com DM1 indu-
zida por streptozotocina (STZ);
» Produtos finais de glicacdo avancada (AGES) acumulados no colagénio ori-
ginando derivados da glucose nas ligacdes cruzadas entre as fibras;
= 0Ossos com mais microfissuras e diminuicdo da resisténcia a fraturas;

» Os AGES suprimem a reabsorcao osteoclastica e a remodelacdo 6ssea.

b) Em modelos clinicos (Ardawi et al.,2013; Yamamoto, Yamaguchi, Nawata, Yamau-
chi, Sugimoto, 2012).

o A diabetes mellitus tipo 2 (DM2) aumenta o risco de fratura apesar dos
valores elevados de indice de massa 6ssea (IMO) e densidade mineral
0ssea (DMO) elevada ou normal,

¢ Reducado da remodelacdo éssea e reducdo desproporcional na formacao

o0ssea em doentes com DM2;

15



e Baixa osteocalcina sérica (OC), P1INP e tendéncia a diminuir os niveis de
PTH;

¢ Os niveis dos marcadores de reabsor¢cao 6ssea em DM2 sdo menos con-
sistentes, com os dados mostrando reduzida ou nenhuma diferenca;

e Estudos histomorfométricos de cristas iliacas mostram reducéo da forma-
¢do 6ssea em pessoas com DM2;

e Baixos niveis de IGF-1;

¢ Niveis séricos de carboxi-metil-lisina (AGE) associados ao maior risco de

fratura na anca.

A diabetes mellitus (DM) tem sido associada a doencas 6sseas metabdlicas tais como
osteoporose e a fraturas de baixo impacto, bem como a outras situagdes relacionadas, inclu-

indo quedas em doentes geriatricos (Wongdee & Charoenphandhu, 2011).

No entanto, as altera¢des 0sseas diferem acentuadamente nos dois tipos principais de
diabetes (DM1 e DM2) o que possivelmente, resulta de diferentes mecanismos celulares e

moleculares envolvidos na sua fisiopatologia (Wongdee & Charoenphandhu, 2011).

A DM1 também conhecida como diabetes insulinodependente resulta da auséncia total
de produgédo de insulina, que leva a hiperglicemia nos jovens. De acordo com Wongdee &
Charoenphandhu (2011), além das habituais complica¢cdes neurovasculares, ambos os doen-
tes masculinos e femininos com DM1 manifestam baixa densidade mineral 6ssea na anca,
colo do fémur e coluna vertebral, o que pode eventualmente levar a um aumento da incidéncia
de fraturas 6sseas. Em contraste, os dados sobre as alteragfes esqueléticas na DM2, ou DM
ndo insulinodependente, parecem conflituosos, e a explicagdo exata ainda € desconhecida.
Como no exemplo do trabalho de Yamaguchi et al., (2009), citado por Wongdee & Charoen-
phandhu, (2011), usando DXA demonstraram que, em 187 homens com diabetes mellitus tipo
2, houve um aumento da densidade mineral éssea no colo do fémur com baixa prevaléncia
de fraturas vertebrais. Da mesma forma, Petil et al., (2010) relatou uma maior DMO em doen-
tes com DM2 quando comparados com voluntarios ndo diabéticos da mesma idade. Em con-
traste, varios outros investigadores relataram um efeito negativo da diabetes tipo 2 sobre a
DMO. Por exemplo (Yaturu, Humphrey, Landry, & Jain, 2009), encontraram DMO da anca
baixas em doentes com DM2, quando comparados com individuos normais-da mesma idade.
Além disso, tem sido relatado um aumento do risco de fraturas em varios locais, incluindo a
coluna vertebral e anca, nos doentes com DM2. No entanto, essas fraturas e quedas poderao
resultar de insuficiéncias visuais (a partir de retinopatia diabética e catarata), do desequilibrio
da marcha (a partir da neuropatia periférica) e/ou do excesso de peso, 0s quais sdo caracte-

risticas clinicas comuns na DM2. A neuropatia diabética periférica na DM2 também pode levar
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a destruicdo local dos 0ssos que suportam o peso em volta das articulacdes (especialmente
no tornozelo e no pé), conhecida como osteoartropatia de Chacot, o que pode causar dor,

fraturas e deformacao da articulacao.

A DM1 com niveis baixos ou ausentes de Insulina e de IGF-1 em circulacdo, ocorre
geralmente em criangas antes de atingirem o pico de massa éssea, enquanto a DM2 é mais
comum em adultos que ja atingiram o pico de massa 0ssea. Assim, a DM1 e a DM2 induzem
complicacdes 6sseas de diferentes magnitudes. Especificamente, em ambos 0s sexos, a
DMO do fémur proximal parece ser significativamente menor no DM1 do que no DM2. Esta
diferenca pode ser devida ao facto dos doentes com DM1 nao terem insulina, que € um fator
osteogénico capaz de estimular a proliferacdo dos osteoblastos. Alternativamente, o tempo
de progresséao da doenca é muito diferente na DM1 e DM2 o que pode contribuir para os seus
diferentes efeitos no osso. De acordo com Wongdee & Charoenphandhu, (2011) um recente
inquérito de base populacional com 1964 doentes diabéticos, em Rochester, Minnesota, re-
velou que a incidéncia de fraturas da anca uma das mais comuns fraturas osteoporéticas,
aumentou apenas ao longo de 10 anos, e ndo se correlacionou com a obesidade ou tratamen-
tos prolongados da DM2. No entanto, outros fatores, incluindo a idade avancada, fratura an-
terior e utilizacdo a longo prazo de corticoides, podem também predispor doentes com DM2
para osteoporose e fratura de baixo impacto, enquanto a atividade fisica, o exercicio e o indice

de massa corporal elevado sdo protetores.

Por outro lado, de acordo com os varios estudos referenciados por Moreira & Dempster
(2015), verificou-se que doentes com DM1 e DM2 apresentavam um aumento da fragilidade
0ssea, que parece ser independente da DMO, visto que nos doentes com DM2 em geral, a
densidade mineral 6ssea era normal, enquanto nos doentes com DM1 a DMO era baixa, o0
que pode contribuir para 0 aumento do risco de fraturas. A este respeito, o estudo analisou a
resisténcia material 6ssea utilizando um teste de microidentificagcéo in vivo, e demonstrou que
as mulheres p6s-menopausa com DM2 apresentavam menor resisténcia 6ssea, e, portanto,
propriedades materiais 6sseas comprometidas, que foram correlacionadas negativamente
com a hemoglobina glicada (Hb Alc). Estes resultados sugerem que o aumento do risco de
fratura em diabéticos possa estar relacionado com uma pobre qualidade 6ssea, levantando
guestdes quanto a ultraestrutura 6ssea, as propriedades mecanicas do 0sso e a remodelacao

0ssea nestes doentes.

Num outro estudo Armas, Akhter, Drincic, & Recker, (2012), em que se realizaram
medicdes histomorfométricas e por micro-CT em 18 doentes com DM1 com uma duracgéo da
doenca de 15 anos, cinco dos individuos tinha um histérico de fraturas de fragilidade. Este

grupo tinha um controlo razoavel da glicemia, com a metade dos individuos a apresentarem
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niveis de HbAlc inferiores a 7%. As bidpsias 6ésseas foram comparadas com os dos controlos
de mesma idade. No geral, ndo houve diferencas significativas entre doentes com DM1 e os
controlos nos parametros estruturais medidos pelas duas técnicas. No entanto, os individuos
com fraturas, tinham tendéncias estruturais e dinamicas diferentes dos individuos nao fratu-
rados em ambos os métodos de analise, as suas trabéculas eram mais em forma de haste
(rod-like) do que em forma de placa (plate-like), o que presumivelmente contribuiria para a
sua maior fragilidade 6ssea. Além disso, os doentes com fraturas demonstraram uma tendén-
cia para uma diminuicdo dos parametros de remodelacédo 6ssea do que aqueles sem fraturas,
mas a Unica diferenca estatisticamente significativa foi um menor tempo para ocorrer a mine-

ralizacdo 6ssea nos doentes com DM1.

No entanto, um estudo histomorfométrico em DM2 (Leite Duarte, & da Silva, 1996),
demonstrou uma diminuig&o significativa nos parametros estruturais cortical e esponjoso (Por
exemplo, volume ésseo e espessura cortical) em 26 doentes diabéticos (50-89 anos de idade),
guando comparados com os controlos. Estas deficiéncias estruturais foram acompanhadas
por uma diminuigdo na formac&o 6ssea, como indicado pela superficie inferior dos osteoblas-
tos. Um outro estudo (Krakauer, McKenna, Buderer, Rao, Whitehouse, & Parfitt, 1995) com 8
doentes com idade entre 37-67 anos, seis dos quais tinham DM2 e dois DM1, demonstrou
gue os parametros de remodelacado 6ssea (por exemplo, a superficie de mineralizacao, taxa
de aposicdo mineral e taxa de formacao 0ssea) foram significativamente menores nos DM2
do que nos controlos, sugerindo uma disfungé@o osteoblastica. Um estudo recente também
referenciado por Moreira & Dempster, (2015), que mostra uma diminuigdo dos parametros de
formacéo 6ssea baseados em tetraciclina em individuos com diabetes tipo 2 (com idades en-
tre 58 + 6 anos), em comparagao com controlos pareados por idade. Marcadores bioquimicos
de formacéo e reabsorcdo 6ssea também foram menores nos pacientes diabéticos do que

nos controlos, confirmando os achados histomorfométricos (Manavalan, et al., 2012)

Outros estudos demonstraram também uma reducao dos marcadores 6sseos acompanhados
por baixos niveis circulantes de PTH (Yamamoto, Yamaguchi, Nawata, Yamauchi, Sugimoto,
2012; Garcia-Martin, et al., 2012; Gennari, 2012). Além disso, uma combinacdo de PTH redu-
zida no soro e de osteocalcina parece confirmar o risco de fratura da coluna vertebral lombar
independente da DMO (Yamamoto, Yamaguchi, Nawata, Yamauchi, Sugimoto, 2012). A Es-
clerostina, um inibidor da via canonica Wnt, mostrou-se elevado em DM2 e foi associado ao
aumento do risco de fratura vertebral. No entanto, para além do aumento de esclerostina no
soro, niveis reduzidos de IGF-1 foram também associados com fraturas vertebrais em mulhe-

res pés-menopausa com DM2 (Ardawi, et al., 2013).
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Para além da alteragdo na microestrutura 6ssea e na remodelacdo demonstrada pela
histomorfometria 6ssea, a matriz 6ssea na diabetes parece ter propriedades materiais com-
prometidas devido a acumulag&o de produtos finais de glicolisagdo avancada (AGES). A dimi-
nuicdo da resisténcia do osso tem sido associada com a acumulacdo dos AGESs, que ocorre
como um resultado da hiperglicemia e do envelhecimento. A este respeito, um aumento na
pentosidina urindria (produto final da glicagdo — AGESs) foi também relacionado com um au-
mento nas fraturas vertebrais em doentes com DM2 (Moreira & Dempster, 2015).

De acordo com Wongdee & Charoenphandhu (2015), as primeiras investigacdes clini-
cas a este respeito em doentes com DM2, concentravam-se principalmente nas mudancas do
0sso trabecular, contudo as investigacbes mais recentes procuraram estudar as alteracdes
corticais e as propriedades mecéanicas do 0sso. Ao utilizar técnicas mais avancadas, tais como
a tomografia computadorizada de alta resolugdo em 3 dimensdes e a microidentacao verifi-
cou-se que a DM2 afetou negativamente a resisténcia 0ssea, apesar da presenca relativa-
mente alta da DMO. Varios estudos transversais em doentes com DM2 usando tomografia
computadorizada quantitativa periférica de alta resolucao (HR-pQCT) e ressonancia magné-
tica (MRI) revelaram consistentemente defeitos da qualidade do osso cortical e trabecular o
que aumentaria o risco de fratura. Farr, Drake, Amin, Melton Ill, McCready, & Khosla, 2014,
avaliando a qualidade do osso com HR-pQCT em 30 doentes com DM2 na pds-menopausa,
no radio distal e na tibia distal evidenciaram uma menor espessura cortical em doentes com
DM2 do que nos controlos ndo diabéticos, enquanto o teste de microidentificacdo 6ssea mos-
trou uma menor resisténcia material 6ssea (BMS) em doentes com DM2. Além disso, a quali-
dade do osso do radio avaliada por ressonancia magnética (MRI), mostrou a existéncia de
cavidades da rede trabecular sendo aproximadamente 10% maior em doentes com doentes
com DM2 na pés-menopausa do que em controlos normais. O osso cortical foi igualmente

afetado nos doentes com DM2.

Outro exemplo citado foi o dos resultados encontrados por Patsch, et al., (2013), que
investigaram alterac6es na microestrutura 6ssea em doentes com DM2 na pds-menopausa
com ou sem fraturas de radio e da tibia usando DXA e HR-pQCT. Curiosamente, estes autores
descobriram que os doentes com DM2 com fraturas tinham um maior volume do poro cortical,
e uma maior porosidade cortical e superficie 6ssea endocortical, do que os doentes diabéticos
sem fraturas (Patsch, et al., 2013). Estes resultados eram consistentes com um estudo ante-
rior efetuado num grupo de doentes com DM2 que apresentavam também um maior volume
de poro cortical (aproximadamente 150%) e maior porosidade cortical (aproximadamente
125%) do que os individuos normais (Burghardt, et al., 2010). Estes defeitos corticais foram

muitas vezes acompanhados por propriedades mecénicas, alteradas tais como o aumento de
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rutura e baixa resisténcia a flexao 6ssea, que levou a reducéo na resisténcia 6ssea global e
aumento do risco de fratura.

Assim, de acordo com vérios autores (Farr, Drake, Amin, Melton Ill, McCready, & Khosla,
2014; Patsch, et al., 2013; Pritchard, 2012; Burghardt, et al., 2010) citados por Wongdee &
Charoenphandhu (2015), a DM2 compromete a microestrutura éssea por induzir de forma
aberrante a fungéo das células 6sseas (insuficiéncia celular) e uma estrutura da matriz anor-
mal (imperfeicdo da matriz). A respeito do efeito celular, a DM2 parece estar associada ao
aumento da apoptose dos osteoblastos, a diminuicdo da diferenciacdo osteoblastica, e a uma
maior reabsorcdo 6ssea mediada pelos osteoclastos, que poderdo resultar, em parte, da hi-
perglicemia e da resisténcia a insulina. A acumulagéo prolongada de AGEs que coexistem
com uma diminui¢cdo na atividade da lisil-oxidase no 0sso pode ser causa de um alinhamento
do colagénio e estrutura anormais, levando a uma maior fragilidade 6éssea. Contudo, sdo va-
rios os fatores que podem contribuir para a confusao dos resultados encontrados nos doentes
com DM2, em particular o ganho de peso, a obesidade e a dislipidemia, que podem mascarar
os efeitos prejudiciais da DM2 e vir a atrasar o diagnostico da osteoporose diabética, pois o

0sso pode ja estar danificado apesar da DMO se encontrar relativamente elevada.
1.5.2. Prevencéo e tratamento da osteoporose

Muitas orientagBes tém sido publicadas sobre a gestdo da osteoporose, em que as
decisOes terapéuticas se baseiam, principalmente, nos resultados da DMO avaliada por DXA,
em combinagdo com a avaliacdo clinica dos fatores de risco que o doente apresenta (Ban-
deira, Gharib, Golbert, Griz, & Faria, 2014). Sendo que o principal objetivo da terapéutica, na

osteoporose, € a prevencdo priméria ou secundaria de fraturas.

Na ultima década, tem sido proposta a utilizacao de um algoritmo (FRAXTM) que aglu-
tina os principais fatores de risco tais como a idade, o género, o indice de massa corporal
(IMC), a fratura prévia, a histéria familiar de fratura de fémur, a corticoterapia prolongada, o
tabagismo, a ingestdo de mais de trés unidades de &lcool por dia, a osteoporose secundaria
e a artrite reumatoide, aos valores da densidade mineral éssea do colo do fémur, para identi-
ficar os individuos com indicacdo mais objetiva de tratamento (WHO, 2004). Desta forma,
calcula-se, facilmente, o risco absoluto e individual de fratura em dez anos (anca e outras
fraturas maiores) sendo que esta ferramenta pode ser usada para a tomada de decisdo na-

gueles individuos que ndo preenchem os critérios vigentes de indicacao de terapéutica.

O desenvolvimento dos modelos para avaliacdo do risco de fratura foi baseado em
estudos populacionais prospetivos, meta-analises e revisdes sistematicas, bem como em da-
dos do centro de doencas osteometabdlicas da Universidade de Sheffield, Inglaterra, em co-

laboragéo com a OMS.
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De acordo com os varios estudos efetuados, os doentes com osteoporose devem ser
orientados para a corre¢cdo dos habitos de vida deletérios, como o tabagismo e 0 consumo
abusivo de bebidas alcodlicas e café, assim como para o aumento da atividade fisica, a ex-
posicdo solar e a ingestao de alimentos ricos em calcio e vitamina D (Pinheiro & Domiciano,
2010; Jordan, Barry, & Murphy, 2006). Sendo que, de acordo com Pinheiro & Domiciano,
(2010) o tratamento farmacoldgico estara apenas indicado para doentes com um maior risco
de fraturas.

Embora controversos, os exercicios fisicos sdo de fundamental importancia para a
prevencao e tratamento da perda 6ssea. De acordo com a National Osteoporosis Foundation
(NOF,2014), mulheres com osteoporose devem realizar exercicios fisicos durante pelo menos
30 minutos, trés vezes por semana. Uma meta-analise de 43 ensaios clinicos aleatérios com
4.320 mulheres p6s-menopausa mostrou um efeito positivo significativo do exercicio sobre a
DMO da coluna lombar e do trocanter (Martyn-St J & Carrol, 2008). O tipo mais eficaz de
exercicio para a DMO do colo do fémur foi o treino de resisténcia usando a for¢a progressiva.
Um programa individual combinado de mais do que um tipo de exercicio foi 0 mais eficiente

para a DMO da coluna lombar.
1.5.2.1. Suplementacédo com célcio e vitamina D

Um aspeto particularmente importante, na prevencdo da osteoporose € a ingestao
adequada de calcio e de vitamina D, sendo que a sua suplementacédo deve ter por base a

guantidade destes nutrientes presentes diariamente na alimentagéo.

O carbonato de célcio (40% de biodisponibilidade) é a forma de calcio mais usada e
com mais evidéncias no que respeita a preservacao da saude 6ssea (Martindale, 2009). Pode,
contudo ocasionar como efeitos secundarios, desconforto digestivo, especialmente obstipa-
¢ao intestinal (10% a 20% dos casos) e litiase renal. O citrato de calcio (21% de biodisponibi-
lidade) pode ser usado em doentes com intolerancia ao carbonato e em individuos que reali-
zam ressecgdes gastricas ou com antecedentes de litiase renal e gastrite atréfica. Em mulhe-
res na pés-menopausa sem terapia de reposicao hormonal (TRH) recomendam-se doses di-
arias de calcio de 1200 a 1500 mg. Nas mulheres sob terapéutica de reposicao hormonal,
mulheres na pré-menopausa e homens, usam-se 1000 a 1200 mg/dia. A quantidade minima
e ideal para o consumo diario de calcio é baseada no género, idade e momentos de maior
necessidade ao longo da vida, como adolescéncia, lactacéo e climatério. Homens idosos e
mulheres com longo tempo de menopausa necessitam de maior ingestao de célcio dietético,
(Tabela 1.02) devido & diminuicdo da absor¢&o intestinal e a diminuigdo da conservagao renal

do calcio.
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Tabela 1.02 - Recomendacdao nutricional de calcio de acordo com a faixa etaria.

0 - 6 meses 200
7 —-12 meses 260
1 -3 anos 700
4 — 8 anos 1000
9 - 13 anos 1300
14 — 18 anos 1300
19 — 30 anos 1000
31 - 50 anos 1000
51 — 70 anos (homem) 1000
51 — 70 anos (mulher) 1200
>71 anos 1000
14 — 18 anos (gravidas/lactantes) 1300
19 — 50 anos (gravidas/lactantes) 1000

(Adaptado de: Institute of Medicine — of the National Academies — 2010)

As doses diarias recomendadas de ingestdo de calcio variam também consoante 0s
paises. Nos EU é recomendada a ingestdo de 1200 mg/dia de calcio (o que corresponde a
3000 mg/dia de carbonato de célcio) a mulheres a partir dos 51 anos e homens septuagena-
rios enquanto no Reino Unido e paises nordicos europeus as doses recomendadas sdo da
ordem dos 800 mg (EFSA, 2015). Em Portugal é recomendado o consumo de pelo menos
900 mg de célcio por dia (Tavares, et al., 2007). O limite maximo de ingestéo diaria de calcio
para esta faixa etaria € de 2000 mg calcio. Uma dose diaria de 800 mg obtém-se facilmente
numa dieta equilibrada, ja uma dose de 1200 mg € mais dificil ser atingida requerendo para
tal a adicdo de suplemento de calcio. No entanto, ha que ter em conta que ha varios fatores
gue condicionam a biodisponibilidade do célcio; a absor¢ao intestinal de calcio diminui durante
a terapéutica com corticosteroides e com antagonistas da bomba de protdes, com a idade e

na auséncia de estrogénios (Van Staa, Leufkens, Abenhaim, Zhang & Cooper, 2000).

Como o efeito dos sais de célcio na osteoporose depende em grande parte da sua
biodisponibilidade (Smith, Fallon, Lee,, & Finkelstein, 2004), a solu¢éo para este problema tem
passado pelo aumento das doses e pela associacdo a vitamina D, sendo pratica terapéutica

a suplementacéo com doses de 1000 a 1200 mg de célcio por dia.

Varios ensaios clinicos apontam para os beneficios 6sseos da suplementacdo com
calcio, associada ou ndo a vitamina D (Smith, Fallon, Lee,, & Finkelstein, 2004; Schoenmakers

et al., 2013). Contudo, varias revisfes sistematicas e meta-andlises levadas a cabo desde
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2010 (Schoenmakers et al., 2013; Bolland et al, 2013; Bolland et al, 2015) levantam variadas
preocupacdes de seguranca incluindo risco de acidentes trombéticos (coronérios e cerebro-
vasculares) para doses de célcio superiores a 805 mg/dia sugerindo uma relagéo risco/bene-
ficio ndo favoravel a suplementacgéo de célcio. Um estudo elaborado no sul de Espanha (San-
félix-Gimenoetal, 2013) demonstra que a prescricao de suplementos de calcio ndo tem habi-
tualmente em conta a quantidade de calcio ingerida na dieta por cada individuo, realgcando
gue a suplementacado com calcio é inapropriada na maioria dos casos pecando, principal-
mente, por excesso. A formulacao dos suplementos de calcio bem como a dose a utilizar para
obter beneficios ao nivel do esqueleto sem causar efeitos adversos € um assunto atual e
importante. Aproximadamente 30% do calcio ingerido através da dieta num adulto saudavel é
absorvido pelo intestino delgado. A absorcao do calcio faz-se por transporte ativo, que é con-
trolada pela 1,25-dihidroxivitamina D, e por difusdo passiva, quando ha elevada ingestao de
calcio. A solubilidade dos varios tipos de sais de célcio é importante para este processo de
absorcéo, uma vez que o célcio s6 pode ser absorvido na forma dissolvida. No entanto, a
solubilidade do célcio é primariamente dependente do pH. Sendo assim, o pH do trato diges-
tivo € um fator importante neste processo de absorcao. Existem variagbes de pH ao longo do
trato digestivo: muito baixo no estbmago (pH 1-2), cerca de 6 no duodeno, aumentando gra-
dualmente no intestino delgado desde 6 ou 6,5 no jejuno proximal até 7,4 e 7,5 no ileo. O
calcio nao é absorvido no estdmago, mas sim no intestino delgado e grosso (Van Der Velde,
Brouwers, Geusens, Lems, & Van Den Bergh, 2014). No entanto, uma quantidade considera-
vel do célcio ingerido nédo é absorvida pelos intestinos e simplesmente € eliminada do corpo
através das fezes. Para além disto, o sistema de transporte ativo que realiza a absorcao do
calcio esta sob controlo hormonal sendo este controlo o principal mecanismo regulador do
balanco de calcio corporal total (Van Der Velde, Brouwers, Geusens, Lems, & Van Den Bergh,
2014). A excrecao renal de calcio é regulada por dois mecanismos principais: reabsorgcéo
tubular de calcio e filtragdo de célcio (Peacok, 2010). Cerca de 60% do calcio plasmético é
filtrado no glomérulo renal (o restante esté ligado as proteinas plasmaticas), e a maior parte
deste célcio filtrado é reabsorvida e n&o ha secre¢éo tubular de célcio. Portanto, a excre¢céo
urinaria de célcio é a diferenca entre a quantidade filtrada e a quantidade reabsorvida. Assim,
o controlo da excregdo de célcio € exercido principalmente sobre a reabsor¢éo, sofrendo esta
uma diminui¢do quando a concentracdo plasmatica de célcio aumenta, e um aumento quando

o calcio plasmatico diminui.

As duas principais hormonas que regulam a concentracéo plasmatica de calcio séo a
hormona paratiroideia (PTH - produzida pelas glandulas paratirdides) e a 1,25-dihidroxivita-

mina D (também denominada calcitriol, sendo esta a forma ativa da vitamina D). Uma terceira
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hormona, a calcitonina (secretada pelas células parafoliculares que se encontram na glandula

tiréide) também desempenha um papel importante, embora limitado.

Os 0ss0s, rins e vias gastrointestinais estao sujeitos direta ou indiretamente ao con-
trolo pela PTH. A producéo desta hormona é controlada pela concentracédo extracelular de
calcio que atua diretamente sobre as células secretoras através de um recetor de célcio na
membrana plasmatica. A diminuicdo da concentracédo plasméatica de célcio estimula a secre-
cdo da PTH, e um aumento na sua concentracdo acarreta justamente o inverso. A PTH exerce
assim varias acdes que aumentam a concentracao extracelular de calcio, com isso compen-

sando a diminuicdo na sua concentragdo (Vander, Sherman, & Luciano, 2006).

A regular e adequada exposicao solar, de pelo menos 15 minutos ao dia, é necessaria
para a sintese cutanea da vitamina D (Pinheiro & Domiciano, 2010; NOF, 2015) que € funda-
mental para a absorcdo de calcio no intestino. Atualmente, a National Osteoporosis Founda-
tion (NOF, 2015), recomenda a suplementagéo diaria de 800-1000 Ul de vitamina D em indi-
viduos com osteoporose, especialmente idosos e naqueles sujeitos a corticoterapia prolon-
gada. A suplementacéo é usada para a prevencgao de fraturas. As principais reagdes adversas

sdo a hipercalcemia e a hipercalciuria.

A vitamina D desempenha um papel vital na mineralizacdo 6ssea e no metabolismo
do calcio e do fésforo. (Kierszenbaum, 2012). Ela é considerada uma pré-hormona esterdide
com duas formas moleculares: vitamina D3 (colecalciferol) e vitamina D2 (ergocalciferol). A
principal fonte de vitamina D é enddgena, sendo sua a producédo estimulada pela exposicao
solar, podendo em menores quantidades ser obtidas a partir de alguns alimentos, como peixes
oleosos, por exemplo o salméo e 6leos de peixe, incluindo o 6leo de figado de bacalhau.
(Holick, 2006). A vitamina D2 € formada na pele mediante a converséo do 7-de-hidrocolesterol
em colecalciferol ap6s a exposicéo a luz ultravioleta. O calciferol passa a circulagdo sanguinea
e é transportado ao figado, onde é convertido em 25-hidroxicolecalciferol pelo acréscimo de
um grupo hidroxilo a cadeia lateral. (Kierszenbaum, 2012). Esta, por sua vez, € convertida nos
rins pela agéo da 1a-hidroxilase na sua forma biologicamente ativa, que é 01,25-dihidroxico-
lecalciferol (calcitriol). O calcitriol aumenta a absorgéo intestinal de calcio, e estimula a ativi-
dade osteoclastica (Chen, 2007). A principal agcdo do calcitriol é estimular o transporte intesti-
nal de célcio. No o0sso, o calcitriol regula diversas fungdes osteoblésticas, mas também esti-
mula os osteoclastos a reabsorverem 0sso, libertando céalcio para manter a sua concentracao
extracelular, o que resulta provavelmente da ativagdo da via de sinalizagdo RANKL/RANK
(McPhee & Ganong, 2007). O nivel elevado da PTH estimula a libertagédo do célcio do osso e
a retencao de calcio pelo rim. Além disso, o0 aumento na PTH, a queda no calcio e simultane-

amente a queda no nivel sérico de fosfato (tanto em razéo da ingestdo diminuida quanto da
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fosfataria induzida pela PTH) ativam a sintese renal de calcitriol. O calcitriol aumenta a fracdo
de célcio absorvida pelo intestino, elevando em seguida a sua libertacéo pelo osso e restabe-

lecendo o nivel sérico normal (McPhee & Ganong, 2007).
1.5.2.2. Tratamento farmacolégico

A terapia de reposi¢do hormonal (HRT) foi um dos tratamentos mais utilizado na pre-
vencgao da osteoporose, na mulher, p6s-menopausa, dado que melhora a DMO na anca e na
coluna vertebral em 5% e 2,5%, respetivamente (Chau & Edelman, 2002). No entanto, a indi-
cacgao da sua utilizagcéo na prevencao da osteoporose, mudou recentemente devido a falta de
dados relativos a reducgéo da fratura da anca avaliados a partir da andalise dos resultados de
grandes ensaios clinicos randomizados. A Food and Drug Administration (FDA) retirou a apro-
vacao dos estrégenos para o tratamento da osteoporose, mas manteve a sua indicacdo na
prevencdo da mesma. A terapia de reposicdo hormonal indicada em mulheres nos primeiros
anos de p6s-menopausa e com sintomas climatéricos é capaz de preservar a densidade 0s-
sea e reduzir a incidéncia de fraturas nao vertebrais e vertebrais. As principais contraindica-
¢Oes sdo doentes com historia prévia de cancro de mama ou do endométrio, antecedentes de
insuficiéncia hepdtica ou renal, diabetes mellitus descompensada e fenémenos tromboembo-

licos.

A HRT né&o tem demonstrado ter efeitos adversos definitivos sobre o metabolismo da
glucose mas a sua utilizagcdo em mulheres com DM2, deve ser limitada a formulacdes de baixa
dosagem, tal como é recomendado pela recente declaragao do consenso norte-americano da
Menopause Society (NAMS, 2011). Para os homens, a reposi¢cao androgénica, quando usada,
demonstra uma melhoria na DMO. A reposi¢do androgénica esta contra indicada em homens
com histéria de cancro da préstata. Pouco se sabe sobre os efeitos metabdlicos da testoste-

rona na diabetes.

Moduladores seletivos do recetor de estrogeno (SERMs) ligam-se com elevada afini-
dade ao recetor de estrogeno, com propriedades agonistas e antagonistas, que variam, de-

pendendo do érgao alvo (Bandeira, Gharib, Golbert, Griz, & Faria, 2014).

O Raloxifeno (RLX) € um modulador seletivo do recetor de estrogeno (SERMs), que
tem indica¢cBes para a prevencdo e tratamento da osteoporose (Jordan, Barry, & Murphy,
2006). Preserva a densidade 6ssea da coluna lombar e reduz a taxa de fraturas vertebrais em
cerca de 40%. No entanto, ndo previne fraturas ndo vertebrais, incluindo a da anca. E capaz
de melhorar o perfil lipidico (redug&o do LDL- colesterol) e reduz a incidéncia de cancro de
mama em 90% (Pinheiro & Domiciano, 2010). Inconvenientes desta terapia sdo os sintomas

de afrontamentos da menopausa, dor mamaria e sangramento vaginal e também um aumento

25



na incidéncia de eventos tromboembdlicos (Jordan, Barry, & Murphy, 2006; Pinheiro & Domi-
ciano, 2010). Estudos recentes demonstraram que a glicémia em jejum, a hemoglobina Alc,
e os niveis de insulina em doentes diabéticos tipo 2 ndo sdo afetados pela terapéutica com
RLX (Andersson et al., 2002; Matsumura et al. 2010).

Bisfosfonatos - sdo analogos do pirofosfato e ligam-se a cristais de hidroxiapatite na
matriz 6ssea. Ocasionam inibicdo da reabsorcédo dssea pelo aumento da apoptose dos oste-

oclastos (Pinheiro & Domiciano, 2010).

As recomendacdes atuais de tratamento sdo o uso de bisfosfonatos (BPNs), como
resultado de inUmeros estudos clinicos que demostram reducdes significativas de 50 a 70%
nas fraturas da coluna vertebral e de fraturas ndo vertebrais de 30% a 50%, incluindo a da
anca. Os BPNs administrados por via oral, como o alendronato e o risedronato tém ma absor-
cdo e devem por isso ser tomados em jejum, com agua, e fora das refeicdes (Pinheiro &
Domiciano, 2010).

PTH - é um potente agente anabolizante para o tratamento da osteoporose. A PTH é
o principal regulador da homeostase do calcio. Apesar do hiperparatiroidismo primario e se-
cundario poder causar osteoporose, a exposi¢ao intermitente a PTH pode aumentar a massa

Ossea (Neer et al., 2001).

Indicado para casos graves de osteoporose, com pelo menos uma fratura por baixo
impacto, ou em doentes com faléncia terapéutica aos bisfosfonatos ou outros farmacos anti-
catabolicos. As principais contra indicagdes sé@o a presenca de metastases 0sseas e radiote-
rapia do esqueleto, doencga de Paget, elevacdo da fosfatase alcalina (Pinheiro & Domiciano,
2010).

Ranelato de estréncio - agente com ag¢ado mista, capaz de estimular a formacéo 6ssea
e inibir a reabsor¢éo 6ssea, embora 0 mecanismo de acao exato nao seja bem esclarecido, é
administrado por via oral. Reduziu a taxa de fraturas vertebrais e ndo vertebrais em torno de
40%, incluindo as da anca, particularmente em individuos de maior risco, com T-score femoral

abaixo de 3 desvio padréo (Pinheiro & Domiciano, 2010).

1.5.2.3. Perspetivas para novos tratamentos da osteoporose —novos alvos terapéuticos

e novos mecanismos de acao

Denosumabe — é um anticorpo monoclonal humano dirigido contra o ligando do rece-
tor ativador do NFkB (RANK-L), blogueando a principal via envolvida na formagéo e diferen-
ciacdo dos osteoblastos (RANK/RANK-L/Osteoprotegerina). RANK-L é uma proteina da su-
perfamilia TNF que existe nas formas transmembrana e sollvel e € expressa principalmente

nas células de linhagem osteoblastica, enquanto 0 RANK é expresso pelos osteoclastos e
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seus precursores (Pinheiro & Domiciano, 2010). A interacdo dessas moléculas é antagonizada
pela osteoprotegerina, que € um recetor solivel do RANK-L, produzido pelos osteoblastos.
Diversas moléculas (como paratormona 1,25 (OH).Ds e citocinas pro-inflamatérias como TNF-
a, IL-1 e IL-6) sdo capazes de modular a expressdo de RANK e/ou osteoprotegerina, bem
como afetar o processo de sinalizacédo induzida pela ligagdo RANK-RANK-L. O Denosumabe
administrado por via subcutanea, a cada seis meses, mostrou reducdo da taxa de fraturas
vertebrais em 68% e fraturas de quadril em 40%, além de promover aumento da densidade
mineral 6ssea na coluna e no fémur. Observou-se, também reducéo sustentada dos marca-
dores do metabolismo 6sseo, inclusive com maior supressao da remodelacédo 6ssea quando
comparada aos bisfosfonatos. Este farmaco é pois uma alternativa valida tanto no tratamento
de primeira linha para osteoporose como apos o uso de hisfosfonatos. (Saag & Geusens,
2009; Pinheiro & Domiciano, 2010).

Catepsina K — é uma cisteina-protease altamente expressa nos osteoclastos, funda-
mental para a degradacgédo de proteinas da matriz 6ssea, como o proprio colagénio, a osteo-
pontina e a osteonectina. A Inibicdo da catepsina K representa uma possibilidade para o tra-
tamento da osteoporose e de outras patologias caracterizadas pelo aumento da reabsorcéo
Ossea. (Saag & Geusens, 2009; Pinheiro & Domiciano, 2010)

Calcioliticos — agentes que atuam promovendo a libertacdo da PTH pelas glandulas
paratiroides. Esta estabelecido que repetidas doses intermitentes da PTH atuam promovendo

a formacao 6ssea (Pinheiro & Domiciano, 2010).

Antiesclerostina — a via de sinalizacdo Wnt desempenha um papel particularmente
importante na formacéo 6ssea. As proteinas Wnt ligam - se a um complexo formado por um
recetor “frizzled” acoplado a proteina G e pelo co-recetor LRP5/6. A ativagcdo da via Wnt induz
uma cascata de eventos intracelulares que estabilizam a b-catenina que, dessa forma, é trans-
ferida para o nucleo, onde se liga a fatores de transcricdo e modula a expressédo de genes
gue promovem a diferenciacdo, ativacdo e recrutamento dos osteoblastos. Antagonistas na-
turais dessa via incluem a molécula Dickkopf (DKK1), as proteinas “frizzled-like” (sFRP1/2) e
a esclerostina (SOST). (Saag & Geusens, 2009; Pinheiro & Domiciano, 2010).

1.6. Beneficios do consumo de fibras alimentares na diabetes e na osteoporose

A American Association of Cereal Chemists (AACC) define fibra alimentar como "as par-
tes ediveis de plantas ou carboidratos analogos que resistem a digestédo e absor¢do no intes-
tino delgado humano, com fermentacdo completa ou parcial no intestino grosso. A fibra ali-

mentar Inclui polissacaridos, oligossacaridos, lignina e substéncias relacionadas.
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De acordo com a sua solubilidade em &gua, as fibras alimentares classificam-se em:
fibras soluveis (pectinas, gomas, mucilagens e polissacaridos de reserva) e fibras insoliveis

(celulose, hemicelulose e lignina).
1.6.1. Fibra soluvel e metabolismo da glucose

A fibra alimentar sollvel esta associada a niveis de glucose pds-prandial mais baixos
e ao aumento da sensibilidade a insulina em doentes diabéticos e em individuos saudaveis,
efeitos que sédo geralmente atribuidos as suas propriedades espessantes e/ou de gelificacao
(Papathanasopoulos, 2010; Sierra, 2002; Sierra, 2001;Hanai, 1997).

A fibra alimentar soltvel exerce efeitos fisiolégicos sobre o estbmago e o intestino delgado
que modulam respostas a glicemia p6s-prandial. Estas incluem:

1. Atraso no esvaziamento gastrico; (Papathanasopoulos & Camilleri, 2010; Jenkins, et
al., 1989).

2. Modificacdo da atividade gastrointestinal mioelétrica e atraso do transito no intestino
delgado; (Papathanasopoulos & Camilleri, 2010; Jenkins et al.,1978; Cherbut, Albina,
& Champ, 1990; Schonfeld, Evans, & Wingate,1997).

3. Difusao reduzida da glicose através da camada impassivel de agua (Papathanasopou-
los & Camilleri, 2010; Johnson & Gee, 1981)

4. Reduzida acessibilidade da a-amilase aos seus substratos, devido ao aumento da vis-
cosidade do conteudo intestinal. (Papathanasopoulos & Camilleri, 2010; Poksay &
Schneeman et al.,1983).

O fator determinante para o efeito a nivel da glicemia é o aumento da viscosidade e as
propriedades de formagé&o do gel de fibra solavel. O efeito hipoglicemiante pode ser invertido
por meio de hidrélise da fibra sollvel ou apds aquecimento ultra-elevado e homogeneizacdo
(Papathanasopoulos & Camilleri, 2010; Jenkins et al.,1978; Torsdottir, Alpsten, & Andersson,
1989). Além disso, a absorcao intestinal de carboidratos pode ser prolongada por este tipo de
fibra, em parte pela alteracao dos niveis de incretinas (por exemplo, aumentando os niveis de
péptido semelhante a glucagon-1, GLP-1). (Papathanasopoulos & Camilleri, 2010; Leclere,
Champ, Boillt.,1994). Em estudos experimentais utilizando a técnica clamp, verificou-se que
esta fibra também influencia os mecanismos de captacdo periférica de glucose, incluindo o
aumento da expresséo do transportador de glucose tipo-4 dependente da insulina no musculo-

esquelético, aumentado assim a captagdo de glucose por este tecido, aumentando a sensibi-
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lidade a insulina e normalizando consequentemente os niveis de glucose no sangue. (Papa-
thanasopoulos & Camilleri, 2010; Cameron-Smith, Habito, & Barnett, 1997; Song, Sawamura,
& Ikeda, 2000).

1.6.2. Fibra soltvel e metabolismo dos lipidos

Estudos em animais tém elucidado que os principais efeitos mecanisticos da fibra so-
lGvel no metabolismo lipidico se relacionam com a perda de acidos biliares nas fezes. Como
resultado had uma reducdo das concentracbes de colesterol hepatico, uma modificacdo da
atividade das enzimas que regulam a homeostasia do colesterol, uma up-regulation dos rece-
tores da lipoproteina de baixa densidade, bem como um aumento na clearance plasmatica
desta. (Papathanasopoulos & Camilleri, 2010; Jenkins, Kendall, & Vuksan, 2000; Horton, Ja,
& Spady, 1994; Fernandez, 1995; Roy, Veja-Lopez, & Fernandez, 2000). O efeito hipotriglice-
ridémico das fibras sollveis esta por sua vez associado a diminuicao da absorcéo dos lipidos
provenientes da alimentacdo e da reduzida atividade no figado da sintese de &cidos gordos
(FAS). (Butt, Shahzadi, Sharif, & Nasir, 2007; Yamamoto, 2001).

1.6.3. Goma guar

1.6.3.1. Origem e composicao

O feijao guar, de nome cientifico Cyamopsis tetragonoloba, é um legume cultivado
durante todo o ano principalmente na india e no Paquistdo, e em pequenas quantidades nos
Estados Unidos, Australia e Africa. No seu estado imaturo (vagem) € utilizado principalmente
para alimentar o gado ou como adubo (Butt, Shahzadi, Sharif, & Nasir, 2007). A goma guar
(E412), extraida deste feijdo, foi autorizada para uso como aditivo alimentar na Diretiva
95/2/CE do Parlamento Europeu e do Conselho da Unido Europeia. (EFSA, 2007; PECUE,
1995) Esta goma forma hidrocol6ides dispersiveis em agua (mesmo a baixa temperatura),
que engrossam formando um gel (Saeed, Mosa-Al-Reza, Fatemeh, & Saeideh, 2012). Esta
capacidade de hidratar sem aquecimento torna a goma guar muito Util, sendo atualmente uti-
lizada como agente espessante, emulsificante e estabilizante numa grande variedade de ca-
tegorias alimentares. As especificacbes para a goma guar foram estabelecidas em 1996 pela
Comisséo Europeia na Diretiva 96/77/C que estabelece os critérios de pureza especificos dos
aditivos alimentares que ndo sejam corantes e edulcorantes alimentares. A descri¢cao incluida
na especificagcdo para a goma guar nesta Diretiva refere que “ A goma guar € o endosperma
moido de sementes de variedades naturais de guar, Cyamopsis tetragonolobus Taub. Con-

siste essencialmente num polissacérido hidrocoloidal de elevada massa molecular constituido
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por unidades de galactopiranose e de manopiranose combinadas entre si por ligagdes glico-
sidicas (constituindo o que, do ponto de vista quimico, pode ser classificado de galactoma-
nano) ” (EFSA, 2007).

A goma guar, de codigo CAS numero 9000-30-0, consiste assim, numa cadeia princi-
pal de residuos de D-manose, unidos entre si por ligacdes B-1,4, ramificada por residuos de
D-galactose unidos entre si por ligagdes a-1,6. Ha entre 1,5 a 2 residuos de manose por cada
residuo de galactose (Fig. 1.06). (EFSA, 2007).

Figura 1.06 - Representacao da estrutura quimica da goma guar. (EFSA, 2007).

O contetdo em galactomanano € igual ou superior a 75% e o0 peso molecular da goma
com qualidade alimentar foi especificado entre 50 000 g/mol e 8 000 000 g/mol pela Unido
Europeia e pela Food and Agriculture Organization/ World Health Organization/ Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (FAO/WHO/JECFA) (EFSA,2007). A compo-
sicao global, em percentagem, da goma guar natural (sem tratamento) € apresentada na ta-
bela 1.03.

Tabela 1.03 - Composicao global, em percentagem, da goma guar natural (sem tratamento).
(EFSA, 2007).

Composicao Goma guar natural (%)
Humidade 8,5
Soluvel 66,5
Contetildo em goma

Insoltvel 18

Sais 0,0

Acucares 2,0

Proteinas 5,0
Proporcdo Galactose/Manose 0,57
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1.6.3.2. Beneficios do consumo de goma guar

As propriedades terapéuticas e medicinais resultantes do elevado teor de fibra soltvel
desta goma contribuem para melhorar o perfil bioquimico sérico de primatas humanos e nao-
humanos, reduzindo o colesterol total e triglicéridos no soro, aumentando o nivel de HDL,
assim como o controlo dos indices glicémicos e da obesidade (Butt, Shahzadi, Sharif, & Nasir,
2007). Em alguns estudos em individuos saudaveis e doentes diabéticos ndo insulinodepen-
dentes verificou-se que a goma guar prolonga o esvaziamento gastrico inicial, reduzindo o
aumento da glicemia e as concentracdes de insulina pos-prandiais (Saeed, Mosa-Al-Reza, Fa-
temeh, & Saeideh, 2012).

A goma guar atua assim como um impedimento fisico, uma vez que aumenta a visco-
sidade do contelido gastrointestinal, atrasando a digestéo e posterior absor¢éo dos carboidra-
tos, sendo esta teoria suportada por estudos nos quais se verificou que a goma guar diminui
a resposta pos prandial a glucose quando misturada com uma variedade de refei¢des teste
(Leclere, Champ, & Boillot, 1994; Cameron-Smith, Habito, & Barnett, 1997). Pensa-se que as
reducgdes a longo prazo na taxa de absorgdo pés-prandial de carbohidratos aguando da su-
plementagdo com goma guar aumentem a sensibilidade a insulina, através das a¢des combi-
nadas de reducgdo das secreg¢fes diurnas de insulina, diminuicdo da libertacdo pds-prandial
da hormona contra reguladoras da insulina e reducdo da secrec¢éo do péptido gastrico intes-
tinal - GIP (Cameron-Smith, Habito, & Barnett, 1997). Este duplo efeito sobre a diminuicdo da
absorcéo da glucose e o aumento da sua captagdo periférica contribui para a reducédo dos
niveis de glucose em circulacdo, que por sua vez influenciam os niveis de hemoglobina gli-
cada (HbAlc).

Varios estudos tém evidenciado que niveis elevados de HbAlc contribuem para a acu-
mulacao de AGEs na matriz 6ssea, 0 que aumenta o risco de fratura (Wongdee & Charoen-
phandhu, 2011; Karim & Bouxsein, 2016). Assim, um controlo glicémico adequado, no doente
diabético, pode ajudar a diminuir os niveis de HbAlc e a diminuir o risco de fratura 6ssea
nestes doentes.

A goma guar melhora também a funcéo intestinal, tendo efeitos bifidogénicos ou seja
estimula seletivamente o crescimento das bifidobactérias, bactérias benéficas do célon (Saeed,
Mosa-Al-Reza, Fatemeh, & Saeideh, 2012). Uma vez que esta exerce uma acgao fisica sobre
0 intestino, estimulando os movimentos peristalticos, contribui também para evitar a obstipa-
¢do, bem como reduzir a incidéncia de patologias como a diverticulite e o cancro do cdélon
(Saeed, Mosa-Al-Reza, Fatemeh, & Saeideh, 2012).

Sendo a obstipacdo um dos problemas da suplementacado com sais de calcio este efeito é

particularmente importante existindo ainda evidéncias, num estudo em animais, que a goma
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guar favorece a absor¢éo de célcio mesmo apds gastrectomia (Hara, Suzuki, Kasai, Aoyama,
Ohta, 1999).

1.7. Modelos animais na investigacdo da osteoporose

Podem ser utilizados varios modelos para induzir osteopenia e osteoporose em ani-
mais de experiéncia, nomeadamente em rato (Lelovas, Xanthos, Thoma, Lyritis, & Dontas,
2008). A semelhanca nos mecanismos fisiopatolégicos observadas nos esqueletos do Ho-
mem e do rato associados a facilidade da sua utilizacdo levaram a que este seja um modelo
valido para o estudo da osteoporose.

Na investigagdo da osteoporose pos-menopausa, o0 modelo animal mais utilizado € o
da ovariectomia. Apos ovariectomia, a reabsorgéo 0ssea no rato fémea, tal como acontece na
mulher, excede a formacao de osso provocando perda 0ssea, observando-se uma diminuicdo
significativa no 0sso tibial proximal aos 14 dias, no colo femural aos 30 dias e no corpo verte-
bral lombar por volta dos 60 dias (Wronski, Cintron, & Dann, 1988; Wronski, Dann, & Horner,
1990).

No osso cortical o aumento da cavidade medular € uma medida indireta da perda de
massa 6ssea, sendo a andlise da zona interna do osso cortical um indice sensivel de perda
de 0sso pois a reabsorcao Gssea ocorre predominantemente nessa zona (Danielsen, Mose-
kilde, & Svenstrup, 1993).

1.8. Modelos animais na investigacdo da diabetes

A inducéo experimental da diabetes mellitus em modelos animais € essencial para o
avanco do nosso conhecimento e compreenséao dos diversos aspetos da sua patogénese Va-
rios métodos tém sido utilizados para induzir a diabetes em animais de laboratério com um
sucesso variavel e muitas dificuldades. (Eleazu, Eleazu, Chukwuma, & Essien, 2013; Fajardo,

Karim, Calley, & Bouxsein, 2014).

Os modelos animais para o estudo da diabetes podem ser classificados em trés tipos:
métodos que induzem a patologia, modelos genéticos espontaneos ou manipulados e outros
(Kumar et al., 2012).

A principal carateristica da diabetes tipo 1 é a destruicdo das células 3 do pancreas
levando a auséncia de producéo de insulina, sendo que em modelos animais esta deficiéncia
na producao de insulina é conseguida através de uma grande variedade de diferentes meca-
nismos desde a destruicao quimica das células B até a criagcao de roedores que espontanea-

mente desenvolvem diabetes autoimune (King, 2012). A remocéo cirdrgica do pancreas é um
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método eficaz, no entanto para induzir diabetes pelo menos 90-95% do pancreas deve ser
retirado (Abeeleh, 2009).

Nos modelos de diabetes induzidos quimicamente, uma elevada percentagem de célu-
las B enddgenas séo destruidas e, por conseguinte, ha uma reduzida producédo enddégena de
insulina, levando a hiperglicemia e, no caso da diabetes tipo 1, perda de peso, e aumento do
peso, no caso da diabetes tipo 2. Os compostos mais usados para induzir quimicamente a
diabetes séo a estreptozotocina e o aloxano (sendo que o intervalo da dose que pode ser
administrada é mais estreito neste ultimo. (King, 2012; Szkudelski et al, 2001). Este tipo de
diabetes quimicamente induzida é apropriado para testar farmacos ou terapias cujo principal
mecanismo de acao é reduzir a glicemia de uma forma independente das células 8 (King,
2012).

1.8.1. Acéo diabetogénica da Estreptozotocina

A estreptozotocina (STZ), consoante a dose e a via de administracdo (intravenosa ou
intraperitoneal), pode induzir quer DM1 quer DM2. (Szkudelski, 2001).

A STZ, um analogo citotéxico da glucose (2-desoxi-2- (3-metil-3-nitrosoureia) -1-D-glu-
copiranose), € um composto natural produzido pela bactéria do solo Streptomyces achromo-
genes que exibe um amplo espetro de propriedades antibacterianas. Apos a sua descoberta
foi usada como agente quimioterapéutico alquilante no tratamento de metastases de tumores
nas células dos ilhéus pancreaticos e outras neoplasias (Eleazu, Eleazu, Chukwuma, & Es-
sien, 2013).

A STZ atua como um inibidor de sintese do ADN quer em células bacterianas quer em
células de mamiferos (Eleazu, Eleazu, Chukwuma, & Essien, 2013). Esta é citotdxica para as
células B do pancreas, induzindo uma rapida e irreversivel necrose das mesmas. Enquanto
uma dose diabetogénica Unica desta toxina (70-250 mg/kg de peso corporal) induz a destrui-
cdo completa das células da maioria das espécies em 24 horas, doses sub-diabetogénicas
multiplas danificam parcialmente os ilhéus, desencadeando assim, um processo inflamatorio
que conduz a infiltracdo de macréfagos e linfécitos que é seguido pelo aparecimento de uma

deficiéncia de insulina (Arora et al., 2009).

A STZ induz diabetes em ratos, murganhos, macacos, hamsters, coelhos e cobaios.
Apesar dos compostos de nitrosoureia serem geralmente lipofilicos, o que d& origem a uma
captacao rapida pelas células, a STZ pelo contrario, € um composto hidrofilico devido a subs-
tituicdo na hexose (Fig.1.07), o que limita a sua captagdo pelas células. A toxicidade seletiva
para as células 3 e a agao diabetogénica estao relacionadas com a parte glicosidica da sua

estrutura o que permite a sua entrada nas células B via transportador da glucose de baixa
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afinidade (GLUT2), que se encontra na membrana plasmatica. As células B captam mais glu-
cose que outras células sendo mais sensiveis & STZ. Outras células que expressam o trans-
portador GLUT2 como os hepatdcitos e as células tubulares renais sdo também suscetiveis a
STZ. Isto explica o facto dos animais experimentais em que € administrada STZ tenderem a
desenvolver danos a nivel do figado e rins. No entanto, as células a bem como as células do
parénquima extra-pancreatico permanecem intactas apés a administracdo da STZ, o que re-
forca as suas propriedades seletivas para as células 3. A STZ provoca também danos no
tecido cardiaco e no tecido adiposo. Para além disto, aumenta o stress oxidativo, a inflamacéao
e a disfuncéo endotelial quando as concentracdes do farmaco ou dos seus metabolitos no
figado, pancreas e intestino sédo consistentemente mais elevadas do que as no plasma (Ele-

azu, Eleazu, Chukwuma, & Essien, 2013).

1.8.2. Bases bioquimicas da citotoxicidade que resultam na morte da célula

A STZ como ja referido € um analogo da glucose (glu) e também da N-acetilglucosa-

mina (GIcNAc), como mostra a figura 1.07 (Eleazu, Eleazu, Chukwuma, & Essien, 2013).

CH,OH b GH,OH c CH,OH
H y H H H H
oH H OH H OH H
OH H H H
OH
H NH H

e -

CH, N—N—0

Figural.07 - Estrutura quimica da glucose (a), da N-acetilglucosamina (b) e da estreptozotocina (c).

ApOs a sua captagéo a STZ provoca a morte das células B através da fragmentagéo
do ADN que se da devido a parte nitrosoureia da sua estrutura. As trés principais vias associ-
adas a morte da célula séo:

1- Alquilacdo (metilagdo) do ADN através da formagéo do carbocatido (CHs*). Mais de
70% da metilacdo ocorre no N7 da guanina formando N7 metilguanina (N7-MeG) (Eleazu,
Eleazu, Chukwuma, & Essien, 2013). Na tentativa de reparar o ADN danificado ha a ativacdo
da enzima nuclear PARP (poli ADP-ribose sintetase) que depleta o NAD* celular e as reservas

de ATP celular levando a inibicdo da produc¢éo de insulina (Eleazu, Eleazu, Chukwuma, &
Essien, 2013).

34



2- Producao de monoxido de azoto (NO), que por exemplo aumenta a atividade da
guanililciclase e a formacgéo de cGMP e restringe parcialmente a produgéo de ATP pela mito-
condria (Eleazu, Eleazu, Chukwuma, & Essien, 2013)

3- Producéo de radicais livres como o anido superdxido, devido a acdo da STZ na
mitocondria e também ao aumento da atividade da xantina oxidase (que tem alta atividade
nas células B). A partir deste radical forma-se o perdxido de hidrogénio e posteriormente o
radical hidroxilo (Eleazu, Eleazu, Chukwuma, & Essien, 2013). Pode-se afirmar que as poten-
tes propriedades alquilantes da STZ sdo a principal razdo da sua toxicidade. No entanto, a
acao sinérgica do NO e das espécies reativas de oxigénio também pode contribuir para a
fragmentag&o do ADN e outras alteracdes prejudiciais causadas por esta toxina (Szkudelski,
2001). A (Fig.1.08) resume o0 mecanismo dos eventos toxicos induzidos pela estreptozotocina

nas células B do pancreas.

STZ

mitocondria

\

xoD |

v

0,

\/

H,0, Alquilagdo do DNA

v v

OH ONOO NO / Ativacdo da PARP

NaD* | arp |

Figura 1.08 - Mecanismo dos eventos toxicos induzidos pela estreptozotocina (Szkudelski, 2001).
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Biopsias ao pancreas de ratos normais e de ratos com diabetes induzida por estrepto-
zotocina, apés fixagdo com formol a 10% e coloracdo de hematoxilina/eosina (observagéo
com ampliagdo de 4000 vezes, microscopio de Leitz) revelam que nos ratos diabéticos, as
células B e consequentemente os ilhéus de Langerhans se encontram irreversivelmente de-
generados (Fig. 1.09 A e B) (Akbarzadeh et al., 2007).

Figura 1.09- Biopsia ao pancreas de ratos normais (A). Biopsia ao pancreas de ratos diabéticos (B),
gue confirma a destruicdo das células e ilhéus devido ao efeito da estreptozotocina (Akbarzadeh et al.,
2007).
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2. Justificacéo do tema

A Osteoporose é uma doencga assintomatica e degenerativa associada ao
envelhecimento e & diminuigdo de hormonas sexuais (pés-menopausa na mulher) que
leva a uma diminuigc&o progressiva da massa 0ssea e & deterioracao da microarquitetura
do osso tornando o esqueleto, em particular o osso trabecular, mais fragil e com maior
risco de sofrer fraturas (Gongalves, Rodrigues, Canhdo & Fonseca, 2013). E
considerada um grave problema de salude publica, com uma prevaléncia crescente &
medida que aumenta a esperanca de vida dos individuos. Em Portugal, estima-se que
0 numero total de fraturas por fragilidade 6ssea seja de 9500 por ano e que 10 a 20%
dos doentes morrem no ano seguinte a fractura e como consequéncia desta. O impacto
da osteoporose nos custos com a saude tem vindo a aumentar, calculando-se que em
2013, o custo das fraturas de fragilidade na Europa tenha atingido os 30 bilides de euros
(Goncalves, Rodrigues, Canhéo & Fonseca, 2013).

Se néo for prevenida precocemente, ou se nao for tratada, a perda de massa
0ssea vai aumentando progressivamente, de forma assintomatica, sem manifestagoes,
até a ocorréncia de uma fratura. A identificacdo e a avaliacdo de populacdes sujeitas a
um maior risco de desenvolver osteoporose € fundamental na prevencdo e no
tratamento mais eficaz da doenca.

A Diabetes mellitus (DM) é também uma doenca crénica com elevada incidéncia
na populacao idosa e estima-se que tal como a osteoporose a sua incidéncia aumentara
dramaticamente em todo o mundo nos préximos 15 anos (Mathers & Loncar, 2006). A
diabetes mellitus tem sido apontada como um fator de predisposicdo para a
osteoporose, no entanto existe alguma controvérsia a este respeito. A questao da
diabetes ser um fator de risco para a osteoporose ou a osteopenia ser uma complicacdo
da diabetes ainda n&o esta totalmente esclarecida, em particular no caso da DM2.

A industrializacdo dos alimentos associada a um ritmo acelerado de vida nos
paises desenvolvidos conduz a um aumento do consumo de produtos alimentares com
baixo valor nutricional, contribuindo para o desenvolvimento de varios tipos de doengas
metabdlicas, incluindo a DM2 e a osteoporose. O recurso a suplementos alimentares
que contrabalancem deficiéncias nutricionais tem por este motivo, vindo a crescer.

No caso da osteoporose sao multiplas as ofertas de suplementos ricos em célcio
e calcio associado a vitamina D (Van Der Velde, Brouwers, Geusens, Lems & Van Den
Bergh, 2014), j& que a deficiéncia em estrogénios e o proprio processo de
envelhecimento reduzem a absorcao intestinal de calcio (O’Connell & Stamm, 2004).
Contudo, a suplementac¢édo com calcio, apesar de recomendada na prevencao da fratura

0ssea em individuos saudaveis bem como na osteoporose associada ao
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envelhecimento e a menopausa, é assunto controverso, sobretudo por motivos de
seguranca decorrentes da deposicao de calcio extra-6sseo, nomeadamente na parede
vascular e no rim.

A formulagéo dos suplementos de calcio bem como a dose a utilizar para obter
beneficios ao nivel do esqueleto sem causar efeitos adversos é um assunto importante.
Problemas de seguranca nas doses recomendadas (1-1.2 g) de suplemento de calcio
justificam a avaliagdo da sua eficdcia em doses mais baixas.

A Ostra abunda na orla costeira Portuguesa e a sua concha, rica em carbonato
de célcio, reduzida a pO, poderd ser utilizada como suplemento de célcio. A
biodisponibilidade do célcio de concha de ostra tem sido extensamente estudada, desde
o inicio da década de 90 (Fuijita, Fukase, Nakada, & Koishi,1988; Fujita, Ohue, Fujii,
Miyauchi, & Takagi,1996; Fujita, Ohue, Fuijii, Miyauchi, & Takagi, 2004). Todos estes
estudos, inclusive o de Nunes et al., (2006), revelaram que o carbonato de calcio
proveniente da concha da ostra é melhor absorvido pelo organismo que o carbonato de
calcio de outras fontes.

O consumo alimentar de fibras, por outro lado tem sido também extensamente
recomendado. As fibras alimentares sollveis cujas fontes principais sdo as frutas,
verduras, farelo de aveia, cevada e as leguminosas podem ser utilizadas na prevengao
e tratamento da DM2, tendo sido demonstrado em varios estudos em animais, que
retardam o esvaziamento gastrico e o transito intestinal e reduzem a absorcao da
glucose e a acessibilidade da a-amilase aos seus substratos impedindo o aumento pés-
prandial da glucose e da insulina, o que leva também a diminuicdo da hemoglobina Alc
(Cameron-Smith, Habito, Barnett, & Collier, 1997; Saeed, Mosa-Al-Reza, Fatemeh, &
Saeideh, 2012). As fibras solGveis promovem também o aumento da absorcao de calcio
no colon, independente da vitamina D (Hara et al., 1996; Rizzoli, 2016), fator favoravel,
principalmente na pds-menopausa e no idoso, em que a absor¢éo de célcio no duodeno
esta diminuida.

A grande incidéncia, destas duas patologias na populacdo portuguesa e a
possibilidade de travar a sua evolugdo com medidas terapéuticas acessiveis e de baixo
custo, justifica, do nosso ponto de vista, um maior investimento no estudo da sua
fisiopatologia, bem como no desenvolvimento de terapéuticas inovadoras, eficazes e

seguras.
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CAPITULO -3

OBJETIVO GERAL
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3. Objetivo

3.1. Objetivo geral

Com este trabalho pretendeu-se utilizar um modelo animal de rato que simula a osteoporose que
ocorre na mulher na pés-menopausa para estudar o efeito de um suplemento alimentar rico em
célcio, obtido a partir de um residuo, a concha de ostra, e de uma fibra alimentar solGvel, no
metabolismo, composi¢édo, microarquitetura e propriedades mecanicas do 0sso nesta condi¢cao

patolégica, em situacdes de normoglicemia e hiperglicemia crénica.
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CAPITULO-4

MATERIAL E METODOS

43



4. Material e Métodos
4.1. Preparacdo do Suplemento rico em Calcio
4.1.1. Preparacao e analise do Carbonato de calcio em p6 (Concha de ostra)

As amostras de conchas de ostras (Crassostrea gigas) foram colhidas numa estacao
de aquacultura do estuério do Sado (Sapalsado, Setubal) entre Novembro de 2003 e Junho
de 2004. Apds a remocédo da parte edivel dos bivalves, as conchas foram lavadas e desinfe-
tadas em hipoclorito de sodio a 1% (Merck, Alemanha) e secas em estufa a 103°C + 2°C por
8 horas. As conchas foram trituradas em moinho de crivo e a granulometria obtida por tamisa-
¢do (tamis com malha: 0,063). O po6 das conchas foi sujeito a digestdo com acido nitrico con-
centrado (P.A., Merck, Alemanha) para analise dos contaminantes (mercurio, cadmio, chumbo
e arsénio) e para quantificacado do teor de minerais (calcio, potassio, sédio, zinco, magnésio,
ferro, manganés, aluminio, estanho, cobalto, cobre, niquel e cromio) na amostra. As amostras
foram digeridas, em bloco digestor, com acido nitrico a 65% (P.A.) e a uma temperatura de
120°C durante 4 horas. Apés a digestao, as amostras foram filtradas e diluidas para 100mL
(solucdo mae) em agua desionizada. Para a quantificacao do célcio e dos outros minerais e
contaminantes, a leitura foi feita por espectrometro de absorcao atémica (AAS) com chama e
lampada de catodo oco, utilizando espectrometro UNICAM 939 AA de acordo com o protocolo
da AOAC - official methods of analysis - 985.1 (Peters et al., 2003). O aparelho de sistema de
vapor UNICAM VP 90 foi associado ao UNICAM 939 AA Spectrometer para as leituras das
concentracdes de Hg e As. As leituras dos elementos foram feitas nos comprimentos de onda
(A) em nm indicados na tabela 4.01, através de curvas analiticas, elaboradas com soluc¢des
uni-elementares preparadas por diluicdo da solugdo padrdo mée de 1000 ppm cujas concen-
tracdes se encontram indicadas na referida tabela. O mercurio foi determinado pela técnica
de espectrometria de absorgédo atdbmica com gerador de hidretos, nas seguintes condicdes:
Lampada de catodo oco de mercurio com o comprimento de onda de 253,7 nm (fluxo do gas
de arraste N,). Utilizou-se uma curva de calibragdo para o mercurio com variagfes de con-

centragdo descrita na mesma tabela, preparadas por diluicdo a partir da solucdo mée.
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Tabela 4.01 Parametros de avaliacdo (concentracdo padrdo, comprimento de onda, taxa de

fluxo e limite de deteccdo) dos teores dos metais utilizados no processo analitico.

Limite de
Elementos cone. (A) nm Taxa de.fluxo deteccao
Padrao (ppm) (L/min)
(mgiL)
Ca (**) 0,6;1,0;1,4 422,7 40a4,4 0,015
K (*9) 0,5;0,8; 1,1 766,5 1,1a1,3 0,012
Na (**) 0,4,0,8;1,2 589,0 09a1l1,2 0,013
Mg (**) 0,1,0,2;0,3 258,2 09a1l1,2 0,003
Fe (**) 1,0;2,5; 5,0 248,3 0,8a1,0 0,060
Al (**) 7,5; 15; 30 309,3 41a44 0,340
Zn (**) 0,8;1,2;24 213,9 0,9a1,2 0,013
Cu (**) 1,0;2,5; 5,0 324,8 0,8a1,1 0,041
Mn (*) 2,0;4,0; 6,0 279,5 09a1,2 0,029
Cd (*) 1,0;1,5; 2,0 226,5 1,0a13 0,032
Co (**) 2,0; 5,0; 8,0 240,7 0,8a1,0 0,081
Cr (**) 2,0; 3,0; 5,0 357,9 40a4,4 0,050
Sn (***) 10; 20; 40 224,6 43a4,7 0,430
Pb (*) 2,0; 5,0; 10 261,4 09a1,2 0,100
As 5,0; 10; 20ppb 193,7 41a4,6 0,32ug/L
Hg 5,0; 10; 20ppb 253,7 11a1,3 1,232ug/L

(*) — 5% HNOs; (**)_6,5% HNO3, (***) — 10% HNO3

4.1.2. Anélise do teor em calcio da ragédo e preparagado das pellets com goma guar e po

de concha de ostra.

O teor em calcio da racao foi analisado para o lote da racdo administrada aos animais
durante o estudo, pelo mesmo método usado para a determinagéo do calcio no p6 de concha

de ostra, ja descrito anteriormente.

As pellets, utilizadas para a suplementagcdo com calcio foram preparadas a partir da racéo
comercial (4RF21-GPL certificate, Mucedola, Milao — Italia), a racdo comercial foi triturada e
associada ao p6 da concha de ostra e da fibra solivel comercial - goma guar (Solé Graells —
Barcelona, Espanha). Cada pellet continha 105 mg/Kg de p6 de concha de ostra e 43 mg/Kg
de goma guar. A pellet foi depois moldada com o mesmo formato da pellet comercial e seca
em estufa a uma temperatura de 65°C. A dose de p6 de concha de ostra administrada contém
uma dose de calcio equivalente a 43.6 mg/Kg/dia. Esta dose equivale a suplementacao, no
homem de 7.0 mg/Kg/dia de calcio elementar. A quantidade de calcio utilizada na preparacéo
do suplemento foi calculada tendo por base a dose diaria de consumo de calcio recomendada

na mulher apés os 50 anos (1,2 g/dia) (Ross et al., 2011), tendo sido, neste caso, utilizada
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uma dose equivalente a aproximadamente um quarto da dose maxima diéria de célcio admi-
tida por consenso (2000 mg/dia) (Ross et al., 2011) ou seja 420 mg/dia. A dose de goma guar
utilizada corresponde a uma dose humana de 6.9 mg/Kg/dia. Quer a dose de calcio quer a de
goma guar foram ajustadas para o rato tendo por base o fator de conversdo da FDA (USD,
FDA, CDER, 2005).

4.1.3. Metodologia para a suplementacédo com calcio e goma guar

Durante todo o periodo experimental os ratos foram alojados em gaiolas individuais e
alimentados com a racdo comercial. Os animais dos grupos suplementados, além da racéo
comercial, receberam diariamente uma pellet que foi preparada com o p6 da concha e a goma
guar. A suplementacéo iniciou-se uma semana apos a ovariectomia dos animais e foi admi-
nistrada durante 53 dias. Os animais ndo suplementados, consumiram apenas a ragao co-

mercial.
4.2. Animais de experiéncia

Nos ensaios, foram utilizados ratos Wistar fémeas (Rattus norvegicus albinus), com
2,5 meses de idade e peso médio 220 + 20g, provenientes do laboratério Harlan (Espanha).
Os animais foram alojados em gaiolas padréo, a temperatura média de 21 + 2° C, com um
ciclo claro/escuro de 12 horas, no biotério da Faculdade de Farmécia da Universidade de
Lisboa, alimentados com racdo comercial (4RF21-GPL certificate, Mucedola, Mildo — Italia) e
adgua desionizada ad libitum e sujeitos a 10 dias de aclimatacdo antes de qualquer procedi-

mento experimental.

Os procedimentos experimentais foram realizados em conformidade com os principios
éticos da declaragéo de Helsinquia e as regras comunitérias e nacionais aplicaveis a protecédo
de animais utilizados em investigacéo e outros fins cientificos (Diretiva 86/609/CEE, D.L. n°

129/92, Portaria n® 1005/92, e toda a legislag&o posterior).

Ao todo foram utilizados 42 animais, distribuidos de forma aleatoria por 6 grupos, cada
um com 7 animais, que correspondem aos diferentes processos a que foram submetidos,
conforme tabela 4.02. A cirurgia simulada ou ovariectomia foi realizada aos 3 meses de idade
dos animais e a suplementacéo foi iniciada no grupo V e VI, sete dias ap6s a mesma. Contudo,

nalgumas experiéncias foram obtidos resultados apenas para 6 animais por grupo.
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Tabela 4. 02 — Grupos experimentais de acordo com o tratamento em que 0s animais foram

Submetidos.

Grupos Tratamentos Identificador
I Cirurgia sem ovariectomia C
1 Ovariectomia OvVX
11 Indugédo da hiperglicémia STZ
v Inducéo da hiperglicemia/Ovariectomia STZ + OVX
V Ovariectomia/suplementacao OVX +S
\ Inducéo da hiperglicemia/Ovariectomia/su- STZ+OVX+S

plementacao

Para evitar repetices, nos capitulos relativos a cada uma das experiéncias efetuadas, séo

explicados com mais detalhe os modelos experimentais utilizados.

4.2.1. Peso dos animais
O peso dos animais de todos os grupos foi obtido, no inicio e no final do periodo de
experimentagdo imediatamente antes do sacrificio dos animais, em balanca eletronica digital

(marca Adam Equipment, modelo ADG 3000), com precisao de 0,1g.
4.2.2. Inducéo da hiperglicemia

Apos jejum de 12 horas, foi administrada, por via intraperitonial uma dose Unica (40
mg/kg) de estreptozotocina (Sigma - EUA) aos ratos dos grupos lll e IV foram considerados
animais hiperglicémicos os ratos que apresentaram glicemia em jejum igual ou superior a 160
mg/dL, no momento do sacrificio. A glicemia foi determinada utilizando fitas e aparelho Accu-
Chek Active (Roche — USA), a partir de uma gota de sangue obtida da veia da cauda do
animal. A glicemia em jejum foi monitorizada semanalmente pela manha durante o periodo

experimental nestes grupos.

Aos animais dos grupos |, Il e V foi administrado, pela mesma via, 0 mesmo volume
de soro fisioldgico, nestes animais as glicemias foram determinadas apenas no inicio e no fim

do periodo experimental estabelecido.
4.2.3. Metodologia cirargica — Ovariectomia

A ovariectomia foi efetuada a 28 ratos Wistar fémeas com 3 meses de idade. Previa-
mente a cirurgia os animais foram submetidos a um jejum de 12h, identificados e pesados. A
inducdo da anestesia foi efetuada por administracéo, via intraperitonial, de medetomidina (De-

chra PLC, UK®) (50ug/ Kg) e apds 5 minutos os animais foram anestesiados por inalacéo de

47



uma mistura de gés isoflurano e de oxigénio. Foram também administrados por via subcuta-
nea, profilaticamente, amoxicilina (Amoxisol retard, Bayer®) 100mg/Kg) e cetoprofeno (Ro-
mefen, Merial Portuguesa®) (1mg/Kg). No final do procedimento cirdrgico foi administrado
atipamazol (Dechra PLC UK) (250 pg/Kg), para reverter a anestesia. Sob anestesia, os ani-
mais foram colocados em decubito dorsal e submetidos a laparotomia por incisdo abdominal.
Os dois ovérios foram individualizados e as respetivas trompas e vasos foram lagueados apos
o que foram removidos. Durante o procedimento cirlrgico a temperatura corporal foi mantida
entre 37°C e 38°C através do uso de um cobertor térmico. Os animais dos grupos controlo (C)
e STZ foram submetidos a todo o procedimento cirurgico exceto a remogédo dos ovarios, bem

como a mesma terapéutica.

4.2.4. Recolha de urina
Antes do sacrificio (12h) os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas, em je-

jum, para a colheita das amostras de urina. As amostras foram acondicionadas e congeladas

a temperatura < -20°C para posterior analise (Fig. 4.01).

Figura 4.01 — As figuras A, B e C identificam animais em gaiolas metabdlicas para colheita de urina
de 12h.

4.2.5. Sacrificio dos animais, colheita de sangue, ossos e 6rgaos

Os animais foram identificados, pesados e posteriormente foram sacrificados com uma
dose de uretano a 28% (Sigma, China) de acordo com o peso de cada animal, as colheitas
de sangue foram feitas por puncéo cardiaca e as amostras centrifugadas a 3500 rpm por 15
minutos (Fig. 4.02). O soro foi acondicionado a temperatura < -20°C, para determinacao dos
niveis séricos dos parametros bioquimicos e hormonais. Apos disse¢cdo anatomica dos mus-

culos e remogdo completa dos tecidos moles, os fémures e as tibias foram identificados, e
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congelados (< -20°C). As vértebras (L4) foram colocadas em etanol a 70%, e os 6rgéaos: fi-
gado, coracdo com crossa da aorta e rim, foram limpos, lavados com soro fisiolégico e colo-

cados em formol a 10% em tampé&o fosfato.

Figura 4.02 — As figuras A,B e C identificam animais expostos para colheita de sangue feita por puncao

cardiaca.

4.3. Andlises dos parametros sanguineos

4.3.1 Marcadores bioquimicos e hormonais

Os parametros bioquimicos foram determinados no soro por métodos colorimétricos e

enzimaticos no Analisador automéatico (Olympus AU2700, Hamburgo, Alemanha) e incluiram:

- Glucose (método da hexoquinase- leitura UV)

- Colesterol total (método da colesterol oxidase),

- Colesterol de HDL (método CPO/PAP),

- Colesterol de LDL determinacgéo direta (método CHO/PAP),

- Triglicéridos (ensaio enzimatico GPO/POD),

- Calcio total (método do arsenazo lll) (sensibilidade: 0,13 mg/dL)

Parametros hormonais:

Os Estrogénios (E) foram determinados no soro, por um ensaio de ELISA (sensibilidade: 11,8
pg/mL), no equipamento ADVIA Centaur da Siemens Health Care — Alemanha.

4.3.2. Marcadores daremodelacéo 6ssea

Foram analisados no sangue (soro) recolhido ap6s sacrificio dos animais, dois marca-
dores de remodelacao 6ssea, um de reabsor¢cdo o Telopeptido C-terminal do colagénio tipo |
(CTX) e outro de formacgéo, o Propeptido N-terminal do procolagénio tipo | (P1NP). Os dois

marcadores foram analisados pelo método ELISA, por testes comerciais (sensibilidades: 2,0
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e 0,7 ng/mL, respetivamente) e de acordo com as indicagfes do fabricante (Immunodiagnostic
Systems, Boldon Tyme and Wear, UK).

4.4. Analises na urina

Para a determinacado do teor de célcio na urina, os volumes da urina de 12 h, foram
medidos e as amostras foram digeridas, em bloco digestor, com acido nitrico a 65% PA, e a
uma temperatura de 120°C, durante 4 horas. Apés a digestdo as amostras foram filtradas e
diluidas para 25 mL em 4gua desionizada. Para a quantificacdo do calcio a leitura foi feita por
espectrofotometria de absor¢cdo atdmica (AAS) a 422,7 nm (limite de detecdo de 0,01mg/L),
por uma técnica adaptada de EPA7000a (Combs et al, 2003).

4.5. Analise histomorfométrica do osso trabecular vertebral

Apos o sacrificio dos animais, efetuou-se a disse¢do anatémica dos musculos e a re-
moc¢ao completa dos tecidos moles e a 42 vértebra lombar (L4) foi recolhida em cada animal
apos o sacrificio e armazenada em etanol a 70%, para analise histomorfométrica do 0sso
trabecular. O processamento dos tecidos envolveu a fixagdo em etanol a 70%, desidratagéo
com concentragdes crescentes de etanol (96% a 100%) e a impregnacao e inclusdo em solu-
cdo de metilmetacrilato (MMA) (Vidal, et al., 2015). A amostra foi cortada em secg¢des trans-
versais seriadas de 5-uym, com uma lamina de tungsténio num micrétomo Minot semiautoma-
tizado (Leica RM2145), posteriormente coradas com azul de Anilina de modo a poder distin-
guir o osso da medula 6ssea. As imagens do osso trabecular vertebral (L4) foram obtidas com
uma ampliacdo de 1.25X num microscépio Optico (Leica DM2500), com camara de video
(Leica CCD) da Leica microsystems, Wetzlar, Alemanha. As medi¢des foram realizadas utili-
zando o software NIH Image J 1.46R.

Foram avaliados 0s seguintes indices: volume Gsseo - BV/TV, espessura trabecular -Th.Th
(um) e separagdo trabecular -Th.Sp (um). Todas as variaveis foram expressas e calculadas
de acordo com as recomendacdes da American Society for Bone and Mineral Research (Par-

fitt, et al., 1987). As analises foram efetuadas por um perito, em ensaio cego.

4.6. Andlise por microscopia eletronica de varrimento (SEM) da tibia (osso cortical)

A analise do osso cortical foi efetuada na zona média das diafises das tibias direitas

dos animais que foram descongeladas imediatamente antes dos ensaios.

Secc0Oes longitudinais e transversais da tibia, foram inseridas em resina epoxidica transpa-

rente e montadas numa mistura de resina Mecaprex MA2 (04008) e endurecedor para resina
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Mecaprex MA2 (Presi SA. Tavernolles, 38320 Brie & Angonnes, France) numa proporgao de
100:12. Apos 24 horas, as amostras de osso foram polidas usando lixas de diferentes granu-
lometrias (200, 320, 600, 800 e 1000).

Apos a deposi¢cdo de uma camada condutora uniforme sobre as amostras, foi realizada
a analise num microscopio eletrénico de varrimento FEG-SEM (modelo 7001 F, JEOL) com
uma emisséo de um feixe de electrbes de 15 Kv. As imagens foram obtidas com elétrons
retrodifundidos, com ampliagdes de 20x a 150x.

As medicBes da espessura do 0sso cortical da tibia foram efetuadas a partir de imagens de
sec¢Oes transversais recorrendo a um software de analise de imagem comercial (Sigma scan
pro 5). Para cada tibia, foram obtidas 12 medidas da espessura do 0sso cortical conforme a
figura 4.03-A. Para alguns animais, foram ainda obtidos, a partir das imagens dos mesmos
cortes de osso da tibia, os valores dos perimetros endocorticais, que correspondem ao canal

medular, recorrendo ao software NIH Image J. (Fig. 4.03-B).

B- Perimetro endocortical

Figura 4.03 — A - Doze medicfes da espessura do 0sso cortical (linha vermelha) obtidas a partir de um
corte transversal da tibia; B - Medi¢@o do perimetro endocortical.

4.7. Parametros quimicos e biomecéanicos do osso cortical femoral
4.7.1 Anélise do contetudo em célcio

Para a determinacédo do teor de céalcio no osso femoral, a metodologia usada para a
digestéo e dissolugéo foi adaptada de AOAC 985.01 (Peters, et al., 2003). As andlises foram
realizadas nos fémures esquerdos de cada animal por uma técnica adaptada de EPA7000a
(Peters, et al., 2003). Os ossos foram previamente secos em estufa a 103 + 2°C, por 12 horas
apos o que foram digeridos a 120°C com &cido nitrico a 65% PA durante 4h. Apés a digestéo
as amostras foram filtradas e diluidas para 100ml em 4gua desionizada. Para a quantificacéo
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do calcio a leitura foi efetuada por espectrofotometria de absorcao atémica (AAS) a 422,7 nm
(limite de detecéo de 0,01mg/L).

4.7.2 Ensaios biomecanicos de flexao

Os ossos femorais direitos recolhidos na altura do sacrificio dos animais foram subme-
tidos a um ensaio mecéanico de flexdo em trés pontos numa maquina universal de ensaios
mecéanicos (Instron 5566, Instron Corporation, Canton, USA) com uma célula de carga de 500
kN, com uma velocidade do travessao de 0.0lmm/s e uma distancia entre os apoios de 15
mm (Fig. 4.04). Num ensaio de flexdo regista-se a for¢ca — deslocamento que posteriormente

se converte numa curva tensao-extensao.

Figura 4.04 - Ensaio de flexdo em 3 pontos em fémur de rato Wistar.

Imediatamente antes do ensaio, as amostras foram descongelados a temperatura ambiente,
pesadas numa balanca digital e o diametro dos fémures foi medido com um paquimetro. Os
ensaios mecanicos de flexdo, foram realizados na regido média das diéfises dos fémures As
variaveis foram obtidas por elaboracao de curvas de tensao-extenséao (Fig. 4.05) obtidas com
o software Bluehill 2 (Instron, copyright 1997 — 2007) e analisadas pelo software MATLAB 7.1.
A amostra a ensaiar foi colocada sobre dois apoios inferiores e a zona superior da amostra
contactava com um apoio central, sobre o qual foi aplicada uma carga (L). A amostra teve
uma deflexdo no ponto central igual a Al.
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Assumindo uma forma cilindrica para os fémures dos ratos, obtém-se curvas tensao c-exten-

sao ¢ através das equacoes:

Ls 12(d /2)Al
7 (d/2)

em que o € atensdo (MPa), L=carga (N), s=distancia entre apoios inferiores (mm), d= diame-
tro exterior do fémur (mm), Al = deslocamento no ponto médio (mm) e ¢ a extensao(%). No

caso em estudo usou-se s =15 mm.

Os parametros que se retiram das curvas tensao — extensao sao:
- médulo de Young (E) ou médulo de elasticidade;

- tens@o de cedéncia (Oyield = Yield stress);

- tensdo maxima ou de fratura (our = ultimate stress);

- extensdo maxima (e = ultimate strain).

O mddulo de Young avalia a rigidez do material, enquanto tanto a tenséo de cedéncia como
tensdo méxima quantificam a resisténcia mecéanica. Um material tem maior rigidez se tiver um
modulo de Young mais elevado e tem maior resisténcia mecanica se tiver maior tensdo de
cedéncia e tensdo maxima. Na figura 4.05 apresenta-se o exemplo de uma curva tensao (o)

— extensdo (&), em que se indicam os parametros medidos.

350

'{K..\__\ -
é-"""/ Ultimate

®Vield

Maodulo de Young

0 1 2 3 4
€ (%)

Figura 4.05 Curva tenséo (o) — extensao (&) correspondente a um fémur de um rato hiperglicémico e
osteopordtico.

O mddulo de Young (E) € o declive da curva na zona eldstica e foi calculado entre as tensdes

de 50 e 100N. A tens&o de cedéncia (Oyieiq) OU Yield stress corresponde ao aparecimento da
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primeira fissura do 0sso, que depois se propagou. O 0sso acabou por se separar em duas

partes no ponto final do gréfico, isto &, our € €ut.
4.8 Anédlise histolégica do figado, rim e cro¢ca da aorta

O figado e rim de um animal dos grupos (C); (OVX) e (OVX+S) conservados em formol
a 10% em tampéao fosfato, foram mergulhados em xilol e depois em parafina liquida a partir
da qual se obtiveram os blocos com o tecido impregnado. Foram efetuados cortes com um
micrétomo Leica SM 2000R, que foram montados em lamina e corados pelos métodos de
hematoxilina — eosina (para avaliacdo da morfologia geral do tecido) e de Von Kossa (para a
deteccgédo de eventuais depositos de célcio) (Bancroft & Gamble, 2012). Apoés a coloragéo, as
laminas foram montadas em Entellan® e observadas ao microscopio optico (Nikon Labophot)
com uma ampliacdo de 100x para os cortes de figado, 200x para os cortes de rim e 400x para
a croga da aorta.

4.9 Andlise estatistica

Os resultados quantitativos sdo apresentados na forma de média + erro padrao da
média. Os dados foram analisados pela aplicacao do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.
Consideraram-se significativas as diferencas entre grupos experimentais a partir de valores
de p<0,05. A andlise estatistica foi efetuada com o recurso ao software SPSS (Statistical Pac-
kage for Social Sciences Manager, Inc. Chicago. IL. USA) e ao GraphPad Prisma. A andlise

de correlacéo entre dados foi realizada recorrendo ao teste de correlacédo de Spearman.
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CAPITULO-5

EFEITO DA HIPERGLICEMIA CRONICA NA COMPOSICAO MINERAL,
MICROESTRUTURA, PROPRIEDADES BIOMECANICAS E REMO-
DELACAO OSSEA NUM MODELO ANIMAL COM E SEM
OSTEOPOROSE.
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5. Efeito da hiperglicemia crénica nacomposicéo mineral, microestrutura, propriedades

biomecéanicas e remodelacdo 6ssea num modelo animal com e sem osteoporose.
5.1. Introduc¢é&o/Objetivo

A estrutura 6ssea tem de ser rigida, flexivel e leve para poder resistir as cargas e
torcbes a que estd sujeita e simultaneamente permitir o movimento do esqueleto. Estas
propriedades biomecéanicas sdo determinadas por um conjunto complexo de fatores
interdependentes tais como a massa 0ssea, a estrutura geomeétrica e a composicao organica
e mineral do tecido 6sseo, que influenciam a qualidade do o0sso e condicionam a sua

integridade estrutural e a sua resisténcia (Fonseca, 2012; Alexeeva et al.,1994).

A estrutura do 0sso € pois influenciada pelas suas propriedades nanoestruturais mas
também pela remodelacdo Ossea. As propriedades nanoestruturais do 0sso dependem
diretamente da forma como as células, o tecido organico (colagenoso) e os cristais de fosfato

de célcio interagem (Fonseca, 2012).

E do conhecimento geral que, com o tempo, a diabetes pode causar lesdo micro e
macrovascular bem como dos nervos periféricos aumentando o risco de doenca cardiaca e
de acidente vascular cerebral, retinopatia, neuropatia, infecdo e insuficiéncia renal crénica,

efeitos esses que tém vindo a ser associados a hiperglicemia crénica.

A qualidade do osso pode também ser afetada pela diabetes. Contudo, existe ainda
alguma controvérsia no modo como a diabetes afeta o tecido 6sseo em particular na diabetes
tipo 2 (Vestergaard, 2007; Starup-Linde & Vestergaard, 2015). Alguns estudos, sugerem que
a diabetes tipo 2 afeta quer 0 0sso trabecular quer 0 0sso cortical, aumentando assim o risco
de fraturas do quadril, vértebra e radio. Embora tenha sido identificada osteopenia em doentes
com diabetes tipo 2 indicando a necessidade de uma detecao e intervencdo mais precoce da
osteoporose nestes doentes (Yahuru, 2009; Wongdee & Charoenphandhu, 2011). Existem
muitos estudos que apontam para o aumento da DMO em mulheres diabéticas na pos-
menopausa, em particular nas que apresentam um indice elevado de massa corporal (Rubin,
Schwartz, Kanis, & Leslie, 2013; Sta Romana & Li-Yu, 2007). Assim, o papel da diabetes na
remodelacdo e estrutura 6ssea bem como na resisténcia do osso ndo esta ainda
completamente esclarecido, embora varios fatores associados & alteracao da qualidade do
0sso, tenham vindo a ser apontados como possiveis responsaveis do aumento do risco de
fratura quer na DM1 quer na DM2, sendo um deles a hiperglicemia cronica (Starup-Linde &
Vestergaard, 2015)

O principal objetivo deste estudo foi o0 de comparar os efeitos da hiperglicemia crénica na,

remodelacdo dssea, qualidade do osso trabecular e composicdo mineral; propriedades
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biomecéanicas e microestrutura do osso cortical em ratos fémeas saudaveis, com ratos com
niveis reduzidos de estrogénios apos ovariectomia. Os dados dos animais hiperglicémicos
foram também comparados com os de um grupo de animais controlo, sujeitos a laparotomia

mas sem ovariectomia.
5.2. Material e Métodos
5.2.1. Desenho experimental

O desenho experimental utilizado esta esquematizado na Fig. 5.01.

Meses

P T

Inducéo da Peso corporal
hiperglicémia Sacrificio
STZ. in. 40 ma/ka
60 dias ap6s ovariectomia <}:’/
Amostras em jejum:

- Sangue, urina (12h), osso (tibia, fémur, L4)

Figura 5.01 - Desenho experimental utilizado para o estudo do efeito da hiperglicemia cronica.

5.2.2. Inducéo da hiperglicemia

Apos jejum de 12 horas, foi administrado, por via intraperitonial uma dose Unica (40
mg/kg) de estreptozotocina (Sigma - EUA) aos ratos dos grupos Il e IV. A glicemia foi
monitorizada semanalmente, utilizando fitas e aparelho Accu-Chek Active (Roche — USA), a
partir de uma gota de sangue obtida da veia da cauda do animal. O peso corporal dos animais
foi também monitorizado pela manhd, durante o periodo experimental, nestes grupos.

Aos animais dos grupos I, Il e V foram administrados, pela mesma via, 0s mesmos volumes
de soro fisiolégico.

Nos animais controlo (I) e nos ndo hiperglicémicos ovariectomizados (Il e V), as

glicemias foram determinadas apenas no inicio e no fim do periodo experimental estabelecido.
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5.3. Resultados
5.3.1. Par@metros fisioldgicos e bioquimicos antes do sacrificio

O peso corporal final (Fig.5.02) aumentou em todos os grupos em relacéo ao controlo
(C) (p <0,05), tendo sido observado um aumento de 18,1% (p <0,05) no grupo STZ
comparativamente ao controlo. O maior ganho de peso observou-se contudo nos grupos de
animais ovariectomizados (OVX e STZ+0OVX) que apresentaram no final do estudo pesos 5 a
7 vezes superiores aos do grupo C. As diferencas de peso corporal observadas entre OVX e
STZ+OVX nado foram significativas, contudo o peso dos animais STZ+OVX foi

significativamente maior do que o dos animais STZ.

Peso corporal final

w

A . Fkde I l.

: dedde . ¥
350+ | gy 1

—
300+

@ 250=

200=
150 L] L] L] L

C OV STZ  STZ+0VX

Figura 5.02 Peso corporal final (D60) dos animais estudados: C-controlo (n=7); OVX-ovariectomizado
(n=7); STZ- hiperglicémico (n=7); STZ+OVX- hiperglicémico ovariectomizado (n=7); *p<0.05; **p<0.01
e " p<0.001.

Os animais tratados com streptozotocina (STZ) (n= 14) apresentaram niveis de glucose em
jejum, antes da ovariectomia acima de 247,4+51 mg/dL. A monitorizacdo desses niveis ao
longo do estudo confirmou a permanéncia do estado hiperglicémico nesses animais de acordo
com o0s niveis de glucose no soro medidos apds o sacrificio. Foram considerados
hiperglicémicos os ratos que apresentaram glicemias séricas em jejum iguais ou superiores a

160 mg/dL, no momento do sacrificio (Tabela 5.01).
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5.3.2. Par@metros bioquimicos séricos e urinarios apdés sacrificio

Os resultados dos parametros bioquimicos determinados no soro e na urina de acordo
com cada um dos grupos estudados: Controlo (C), ovariectomizado (OVX), hiperglicémico

(STZ) e hiperglicémico ovariectomizado (STZ+0OVX), estdo compilados na tabela 5.01.

Os niveis séricos de E2 dos animais ovariectomizados estavam abaixo do limite de detecéo
(11.8 pg/ml), evidenciando assim o sucesso da ovariectomia, embora tenham sido doseados
nos grupos de ratos Wistar ffmeas em que este procedimento néo foi efetuada (Tabela 5.01).
Os niveis séricos de glucose (Fig.5.03) e de triglicéridos (Fig.5.04) foram mais elevados no
grupo hiperglicémico (STZ e STZ+0OVX). A ovariectomia ndo modificou significativamente os

niveis de glicemia e de triglicéridos.
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Figura 5.03 Gréfico do nivel sérico de glucose dos animais estudados: C - controlo (n=7); OVX-
ovariectomizado (n=7); STZ-hiperglicémico (n=7); STZ+OVX - hiperglicémico ovariectomizado;
*p<0.05; **p<0.01; **p<0.001.
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Figura 5.04 Grafico do nivel sérico de Triglicéridos dos animais estudados: C- controlo (n=7); OVX-
ovariectomizado (n=7); STZ-hiperglicémico (n=7); STZ+0OVX-hiperglicemico ovariectomizado; *p<0.05.
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Os niveis de colesterol total e do colesterol LDL e HDL, ndo mostraram alteracdes

significativas entre os grupos estudados (Tabela 5.01).

Os animais do grupo OVX apresentaram hiveis séricos de célcio diminuidos e calcilria
aumentada em comparagcdo com 0s animais do grupo controlo. (p<0.05). A calcilria
(concentracdo de calcio na urina) foi maior nos animais ovariectomizados em comparacao
com os restantes grupos. Contudo, observou-se um aumento significativo do volume de urina
excretado nas 12h entre os grupos dos animais com hiperglicemia (STZ e STZ+OVX)

comparativamente aos grupos normoglicémicos (C p<0.01 e OVX p<0.05) (Tabela 5.01).

A razdo calciuria/calcemia (Fig.5.05) confirma o aumento da excrecao do calcio nos animais
ovariectomizados (OVX), que é duas vezes maior do que a do grupo controlo. Embora esta
razao seja ligeiramente maior no grupo dos animais hiperglicémicos (STZ e STZ+OVX), estes
apresentam também, diferencas significativas quando comparados com o grupo OVX.

Caleidria / Caleemia

C OVX STZ STZ+OVX

Figura 5.05 — controlo (n=7); OVX — ovariectomizado (n=7); STZ — hiperglicémico (n=7); STZ+OVX —
hiperglicémico ovariectomizado (n=7); *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

Contudo, a depuracéo do calcio é muito semelhante nos animais ovariectomizados (OVX e

STZ+0VX), sendo cerca de duas vezes e meia superior a do grupo controlo (Tabela 5.01).

5.3.2.1. Marcadores bioquimicos da remodelacao 6ssea

O marcador sérico de reabsorcao 6ssea, CTX, foi maior nos animais ovariectomizados
(OVX,p<0.05) e (STZ+OVX, p<0.001) quando comparado com 0 grupo controlo e com 0s
hiperglicémicos (p<0.05) (Tabela 5.01).
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O marcador de formacdo Ossea, P1NP, foi também superior nos animais
hiperglicémicos (27%) bem como nos ratos ovariectomizados normo (46%,p<0.05) e
hiperglicémicos (71%, p<0.01), quando comparados com o grupo controlo (Fig. 5.06 AeB e
Tabela 5.01).
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Figura 5.06 Gréafico A) CTX (serum C-terminal telopeptide of type 1 collagen) e B) P1INP (N-terminal
propeptides of procollagen type [)- dos grupos dos animais estudados: C-controlo, OVX-
ovariectomizado, STZ-hiperglicémicos e STZ+OVX- hiperglicémicos ovariectomizados;*p<0.05;
**p<0.01.

A razdo do PINP/CTX (Fig.5.07) aumenta 22% nos hiperglicémicos (STZ) e diminui 14% nos
ovariectomizados (OVX), quando comparada com a do grupo controlo, enquanto nos animais
STZ+OVX a mesma razado é semelhante a dos animais do grupo controlo. Estes resultados
sugerem uma tendéncia para a formacg&o de 0sso nos animais STZ+OVX em oposi¢éo ao que

acontece nos animais OVX.
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Figura 5.07 Grafico darazdo do P1NP/CTX indica as alteragfes existente entre formacgéo e reabsorgao
do osso dos animais estudados: C-controlo (n=7); OVX-ovariectomizado (n=7); STZ-hiperglicémico
(n=7); STZ+OVX- hiperglicémico ovariectomizado; *p<0.01
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Tabela 5.01 Resultados dos marcadores bioquimicos e fisiolégicos dos grupos de animais
estudados: Controlo (C), ovariectomizado (OVX), hiperglicémico (STZ) e hiperglicémico +
ovariectomizado (STZ+OVX).

Variaveis Controlo OVX STZ STZ+0OVX
Peso corporal (g) DO 200.31 +5.92 206.57 + 6.53 239.55 + 4.422 249.16 + 10.412
Peso corporal (g) D60 218.49+ 4.97 274.74 +9.98%  270.40 + 10.372 300.49 + 10.4133
E2 (pg/mL) 16.5+2.6 <DL 31.9+7.7 <DL
Glicemia (mg/dL) 66.0 + 15.2 87.3+10.5 167.3 + 7.33ab 198.0 + 21.733a.bb
Triglicéridos (mg/dL) 31.3+23 34.3+3.7 53.8 +5.92 57.7+6.12
Colesterol total 84.6 +3.8 97.0+4.8 90.6 +4.8 98.7+4.3
(mg/dL)

HDL (mg/dL) 39.3+25 453+2.9 38.2+3.0 37.5+5.9
LDL (mg/dL) 38.2+3.2 49.1+5.6 39.3+4.3 43.7 £3.3
Calcemia (mg/dL) 10.47 £0.19 9.76 + 0.15% 10.26 £ 0.23 9.94 +0.29
Urina 12h (ml) 39+0.7 43+07 7.2 +0.73%b 7.6 + 0.83ab
Calcitria (mg/dL) 31.48 £ 4.47 65.14 + 3.002 34.68 + 4.77" 37.59 +6.13"
Calcitria/calcemia 2.98+0.3 6.68 + 0.27232 3.43 + 0.34PP 3.75+0.48°
Depurac&o do Célcio 0.016 + 0.002 0.040 + 0.0022 0.034 + 0.005 0.040 + 0.0072
(ml/min)

CTX (ng/mL) 9.4+0.6 15.5 + 1.92¢ 9.4+0.9 15.9 + 1.42¢
PINP (ng/mL) 14.7+1.3 21.3+0.62 18.6 £1.6 25.0 + 2,248
PINP/CTX 1.57 £ 0.06 1.39+£0.11 1.97 + 0.09bP 1.66 +0.13

Os resultados sdo valores médios * erro padrao; n=7 por grupo; 2 p<0.05; #p<0.01, #*?2p<0.001
comparado ao controlo; ? p<0.05, °° p<0.01 comparado ao OVX; ¢ p<0.01, ©p<0.001 comparado ao
STZ; DL: Limite de detec&o = 11.8 pg/mL.
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5.3.3. Histomorfometria 6ssea da quarta vértebra lombar (L4)

A histomorfometria 6ssea foi utilizada para quantificar os parametros estruturais do
0sso trabecular vertebral, tais como: espessura trabecular, separacéo trabecular e volume
6sseo a fim de determinar os efeitos da ovariectomia e da hiperglicemia na microestrutura
Ossea trabecular (Fig. 5.08 A, B e C).

Os dados do estudo histomorfométrico (Tabela 5.02) sdo consistentes com os resultados dos
marcadores de remodelagcédo 6ssea apresentados na tabela 5.01.

Figura 5.08 Avaliagdo por histomorfometria 0ssea da quarta vértebra lombar (L4), nos grupos
estudados: A) C-controlo, B) OVX-ovariectomizados e C) STZ-hiperglicémicos. As sec¢des transversais
foram obtidas com 5 ym de espessura e coradas com azul de anilina, de modo a distinguir 0sso e
medula 0ssea, permitindo a analise estrutural do 0sso.

A espessura trabecular (Tbh.Th) foi significativamente menor no grupo de animais OVX
€ no grupo dos STZ+OVX quando comparada com o grupo C (p<0.01) e com o grupo STZ
(p<0.05) (Fig.5.09-A e Tabela 5.02).

A distancia trabecular (Tb Sp) no grupo OVX foi maior que nos demais grupos, sendo
significativa, quando comparada com os grupos C (p<0.01) e STZ (p<0.05). (Fig.5.09 - B e
Tabela 5.02).

Na avaliacdo da raz@o do volume ésseo sobre o volume total do tecido ou area
trabecular (BV/TV), o grupo OVX apresentou valores inferiores ao grupo C (p<0.05) e ao grupo
STZ (p<0.05) (Fig.5.09 - C e Tabela 5.02). O grupo STZ+OVX, embora com um volume 6sseo
mais baixo do que o dos grupos C e STZ ndo apresentou diferencas significativas
relativamente a esses grupos.

Nas vértebras dos animais STZ+OVX, foi assim observada uma tendéncia para
melhoria da microarquitetura do osso trabecular quando comparada com a dos OVX (+7.7%,
-3.6% e +9.6% melhor Th.Th, Th.Sp e BV/TV, respetivamente).
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Figura 5.09 A) Espessura trabecular (Tb.Th), B) Distancia trabecular (Tb.Sp), C) Raz&o do volume
0sseo sobre o volume total de tecido (BV/TV); C- controlo (n=6); OVX-ovariectomizado (n=7); STZ-
hiperglicémicos (n=6); STZ+OVX-hiperglicémico ovariectomizado (n=7); *p<0.05 e "p<0.01
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Tabela 5.02 Medi¢bes da vértebra lombar (L4), por microscopia eletronica de varrimento.

Variaveis Controlo OVX STZ STZ+OVX

Area trabecular ocupada BV/TV(%) 46.34 + 1.66 34.00 +1.392a¢ 45.14 +1.49 37.25+1.05
Espessura trabecular Th.Th (um) 107.20+1.63 88.36+3.072:¢ 109.39+7.08 95.14 +4.98

Separagéo trabecular Tb.Sp (um) 153.62+6.19 187.05+9.092°¢ 14511+12.31 180.31+5.68

Os resultados sao valores médios * erro padrao; n=6 para os grupos controlo (C) e hiperglicémicos
(STZ) e n=7 para os grupos ovariectomizados (OVX e STZ+0OVX); 2 p<0.05; 2 p<0.01 comparado ao
controlo; ¢ p<0.05 comparado ao grupo OVX.

5.3.4. Espessura cortical 6ssea da tibia

A andlise das imagens da sec¢éo transversal da zona média da tibia, obtidas com uma
ampliacdo de 20x (Fig.5.10) mostrou uma reducéo de 7% da espessura cortical da tibia dos
animais OVX comparados com os C (p<0.05), bem como um aumento de 36% do canal
medular (perimetro endocortical) (Tabela 5.03). Enquanto nos animais hiperglicémicos
(ovariectomizados ou ndo) o aumento do canal medular (35.4% e 38.6%) n&o foi
acompanhado de alteracdes relevantes da espessura do osso cortical (0,5-3% de reducéo)
(Tabela 5.03).

Tabela 5.03 Espessura do o0sso cortical e do perimetro endocortical (tibia) avaliada em 12

pontos nos grupos de animais estudados; n=6 para C e STZ e n=7 para os OVX e STZ+OVX.

Variaveis C OVX STZ STZ+OVX

Espessura do osso 0.636 £ 0.010 0.593+£0.0142 0.633 £ 0.023 0.616 + 0.016
cortical (mm)

Perimetro endocortical 4.63 £ 0.09 6.31+0.252 6.42 £ 0.26 2 6.27+0.32¢2
(mm)

Os resultados séo valores médios * erro padrdo; 2 p<0.05; comparado ao controlo.
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Figura 5.10 Imagens da espessura do 0sso cortical da tibia, obtidas por SEM, com uma ampliacao
de 20x, dos animais estudados.
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5.3.5. Avaliacdo da microestrutura do osso cortical da tibia

As imagens apresentadas na Fig. 5.11, séo representativas dos dados da Microscopia
eletronica de varrimento (SEM) do osso da tibia dos animais estudados, obtidas a partir dos
cortes longitudinais da zona média do osso e efetuadas com uma ampliagdo de 150x. A
avaliacdo qualitativa da microscopia eletronica das secdes longitudinais da tibia de animais
hiperglicémicos mostrou uma estrutura 6ssea preservada com osteons separados por 0SS0
intersticial, lacunas e osteocitos conectados por canaliculos (Fig. 5.11-C), uma estrutura
similar & do grupo controlo (Fig.5.11-A). No entanto, este grupo de animais (STZ) mostrou um
aumento do nimero e tamanho das lacunas 6sseas quando comparado com o grupo controlo.
Em oposicao, foram observadas alteracdes na estrutura O0ssea de ambos 0s grupos
ovariectomizados (Fig.5.11- B) e hiperglicémicos ovariectomizados (Fig.5.11-D).Varias
microfissuras, areas reabsortivas, aumento do numero de lacunas/ostedcitos foram

observados especialmente no grupo de animais ovariectomizados.
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Figura 5.11 - Imagens SEM (cortes longitudinais da tibia, obtidos com ampliacdo de

150x),representativas do osso da tibia dos animais estudados: C-controlo (A); OVX-ovariectomizado
(B); STZ-hiperglicémico (C); STZ+0OVX-hiperglicemico ovariectomizado (D).
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5.3.6. Par@metros fisico-quimicos avaliados no osso femoral
5.3.6.1. Diametro e peso dos fémures

O peso dos fémures dos animais dos grupos OVX, STZ e OVX+STZ, foram
significativamente maiores que os dos animais do grupo C, acompanhando o grande aumento
de peso que estes animais registaram comparativamente aos do grupo C ao longo da
experiéncia (DO a D60), contudo quando o peso do fémur é normalizado ao peso do animal

as diferengas deixam de ser significativas (Tabela 5.04).

O didmetro dos fémures (Fig.5.12) aumentou nos dois grupos de animais hiperglicémicos
sendo este aumento significativo no grupo hiperglicémico ovariectomizado (STZ+OVX)
comparativamente aos grupos ovariectomizado (OVX) e controlo (C) (p<0.05) .

Didmetro femures
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Figura 5.12 Gréfico do didmetro dos fémures dos animais estudados: C-controlo (n=6); OVX-
ovariectomizado (n=7); STZ- hiperglicémico (n=6); STZ+OVX- hiperglicémico ovariectomizado (n=7).
*p<0.05.

Contudo, quer o peso quer o didmetro dos fémures dos animais STZ+ OVX quando
normalizados com o peso dos animais deixa de ser significativo quando comparado aos dos
animais do grupo controlo, contrastando com o que acontece com o didmetro normalizado
dos fémures do grupo OVX que é significativamente inferior ao dos animais né&o
ovariectomizados normo e hiperglicémicos (<0,001 para o C e <0.05 para o STZ). (Tabela
5.04)
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Tabela 5.04 Parametros fisicos do fémur dos animais estudados. C - Controlo; OVX — Ovari-

ectomizado; STZ — hiperglicémico; STZ+OVX- hiperglicémico ovariectomizado, n=7 por grupo.

Variaveis Controlo OVX STZ STZ+OVX
Diametro (mm) 2.61+0.13 2.54 +£0.10 2.76 £0.13 3.22 £0.213b
Diametro fémur / 12.60+ 0.45 9.28 £ 0.43 33 11.03£0.45 10.92 £0.51
peso corporal (L/g)

Peso fémur (g) 0.59 £0.03 0.73+£0.032 0.72+0.022 0.79£0.032a
Peso fémur/Peso 2.68+0.07 2.58+0.05 2.74+0.06 2.64+0.02

corporal (ug/g)

Os resultados séo valores médios * erro padrao; 2 p<0.05; 2 p<0.01; 2@ p<0.001 comparado ao C;
b p<0.05 comparado ao grupo OVX.

5.3.7. Conteddo em calcio

Os resultados obtidos na absor¢do atomica mostraram niveis percentuais de calcio
mais reduzidos nos 0ssos dos fémures dos ratos ovariectomizados normais (OVX, p<0.05) ou
hiperglicémicos (STZ+OVX), p<0.01) comparado com ratos controlo (Tabela 5.05 e
Fig.5.13).Uma tendéncia semelhante, para um menor contetdo 6sseo em calcio foi também
observada nos fémures dos animais hiperglicémicos (STZ) comparativamente aos do grupo

controlo (C) ainda que esta diferenca nédo tenha sido significativa (Tabela 5.05).

Calcio féemur
*k

(%)

0

L] L] L L]
C OVX STZ STZ+0VX
Figura 5.13 Percentagem do Célcio dos fémures dos animais estudados: C-controlo (n=6); OVX-

ovariectomizado (n=7); STZ- hiperglicémico (n=6); STZ+OVX- hiperglicémico ovariectomizado (n=7);
*p<0.05 e "p<0.01.
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Tabela 5.05 — Percentagem de calcio no osso femoral: C - Controlo; OVX — Ovariectomizado,

STZ- hiperglicémico, STZ+OVX- hiperglicémico ovariectomizado; n=7 Por grupo.

Variaveis Controlo OVX STZ STZ+0OVX

Calcio (%) 14.17 +1.05 11.07 +0.352 11.96+ 0.46 10.31 £ 0.41%

Os resultados séo valores médios * erro padrao; 2 p<0.05; 2 p<0.01, comparado ao controlo.

5.3.8. Propriedades biomecéanicas do osso

As curvas de tensdo — extensdo obtidas nos ensaios mecanicos de flexdao em trés
pontos, conforme o exemplo dado na Fig. 4.05, permitiram estudar as propriedades
biomecéanicas dos fémures dos diferentes grupos de animais a partir da analise dos
parametros: moédulo de Young, tensdo de cedéncia (o yeld) e tensdo maxima (o ultimate)
(Tabela 5.06).

Nestes ensaios, em que cada curva pode ser dividida em duas fases: antes e apds
deformacéo do 0sso, os animais do grupo OVX mostraram ter uma tendéncia para ter valores
mais baixos em todas a variaveis avaliadas quando comparados com os do grupo C (Tabela
5.06) embora os resultados ndo sejam estatisticamente significativos, talvez devido ao baixo
namero de animais.

Por outro lado, os valores obtidos para as diferentes variaveis nos animais STZ+OVX,
foram significativamente superiores as obtidas no grupo OVX. A Fig.5.14 apresenta duas
curvas representativas desses ensaios. Nestas curvas pode observar-se que o0 modulo de
Young que reflete arigidez do osso, é mais elevado no animal hiperglicémico ovariectomizado
(STZ+OVX) do que no animal normoglicémico ovariectomizado (OVX). O mesmo acontece
relativamente a forca mecéanica avaliada pela tensdo de cedéncia (o yield), (indicando que
mais forca é necessaria para provocar as primeiras microfissuras e iniciar as deformacfes
platicas e definitivas do 0sso) e a tensdo maxima (o ult) que reflete a forca a que 0 osso tem
de ser submetido para fraturar.

Estes resultados indicam que os 0ssos dos fémures de animais STZ+OVX sdo menos

frageis do que os dos animais OVX.
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Contudo € importante salientar que o diametro dos fémures dos animais STZ+OVX é
também maior quando comparado com os grupos de animais OVX e C (p<0.05) (Tabela 5.04)
embora essa diferenca deixe de ser estatisticamente significativa quando o diametro do fémur

€ corrigido pelo peso corporal dos animais (Tabela 5.04).

330 STZ+0VK

=is Gyiuk

é-"‘"—" ultimate

OWX

] 1 2 3 4
€ (%)

Figura 5.14 Curvas de tensédo - extensao exemplificativas. Um animal de cada grupo: Hiperglicémico
ovariectomizado — (STZ+OVX) e ovariectomizado - (OVX).

Tabela 5.06 Propriedades biomecénicas obtidas nos ensaios de flexdo em trés pontos dos

fémures direito dos animais estudados, n=7 por grupo C, STZ, OVX e STZ+OVX.

Variaveis Controlo OVX STZ STZ+OVX
Tenséo de cedéncia 191.79 + 12.39 176.86 + 3.432 205.18 + 15.98 240.79 £ 15.02
(MPa)

Tensdo maxima (MPa) 261.14 + 17.88 219.18 +5.22 b 27232 +17.33 319.69 + 24.64
Médulo de Young (GPa) 14.76 £ 1.25 11.79 £ 0.2523a b 15.79+£0.43 18.20 £ 1.52

Os resultados sao valores médios + erro padréo; 2 p<0.05 e p22<0.01 comparado com
0 grupo STZ+OVX; bp <0.05 comparado ao grupo STZ.
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A resisténcia mecéanica avaliada respetivamente pela tensdo de cedéncia e
tensdo maxima, foi correlacionada com os resultados dos marcadores do turnover 6sseo
(CTX; PINP e P1NP/CTX) de todos os grupos estudados, tendo revelado a existéncia
de uma correlacdo positiva apenas para o grupo dos animais STZ (Tabela 5.07).

Estes resultados indicam que a maior formacdo 6ssea que ocorre nestes animais,
conferindo-lhes uma relacdo P1NP/CTX superior & dos animais normoglicémicos, esta
de alguma forma implicada na maior resisténcia que o0 seu 0sso cortical apresenta a

fratura, quando submetido a uma forca externa.

Tabela 5.07 Correlagéo dos parametros biomecéanicos com os marcadores bioquimicos

de remodelacao 6ssea (Spearman test).

Correlagao CTX P1NP P1INP/CTX
Tensédo de cedéncia - STZ(+0,801) STZ(+0,931)
Tensdo maxima - C(-0,782) STZ(+0,801)

Extensao maxima - - -

Médulo de Young - - -
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5.4. Discussao e conclusao

Muitos estudos tém investigado a relacdo entre a diabetes e a osteoporose
(Schwartz, et al., 2011; Giangregorion, et al., 2012; Farr, Drake, Amin, Melton,
McCready, & Khosla, 2014), e diferentes teorias tém sido propostas, contudo, o
mecanismo pelo qual a diabetes aumenta o risco de fraturas 6sseas, independente do

valor da DMO, ainda nao foi completamente identificado.

Alguns autores propdem que o aumento do risco de fraturas encontrado nos
doentes com DM2 possa ser devido a outros factores, tais como: as alteragcdes na
geometria 6ssea ou na microarquitetura do 0sso que comprometem a resisténcia éssea
mas que nao se refletem nos valores da densitometria 6ssea (DMO), que muitas vezes

se encontram aumentados (Pritchard, et al.2012).

Assim sendo, embora muito divulgada e utilizada na pratica clinica a DMO, néao
apresenta a especificidade e sensibilidade requeridas para calcular o risco de fratura
O0ssea nos doentes diabéticos sendo importante conhecer a fisiopatologia e principais
alteracdes estruturais do 0sso nesta condigcdo patolégica, ndo so para identificar melhor
o risco de fratura mas sobretudo para poder intervir na sua prevencao e tratamento
(Karim & Bouxsein, 2016).

Atualmente, existem cada vez mais evidéncias de que a hiperglicemia possa
comprometer a ultraestrutura e a competéncia biomecanica do osso (Saito, M. &
Marumo, K., 2010) e estar assim, na origem do aumento do risco de fratura na diabetes
(Starup-Linde & Vestergaard, 2015).

Neste trabalho, comecamos por estudar os efeitos da hiperglicemia crénica
sobre a qualidade do osso trabecular (histomorfometria) e cortical (morfologia,
composi¢ao quimica e propriedades biomecéanicas), bem como nos marcadores séricos
de remodelagéo 6ssea e nos niveis de calcio, usando para isso ratos fémeas normo e
hiperglicémicos que foram submetidos a ovariectomia. O estado hiperglicémico crénico
no rato foi obtido pela degeneracao das células beta dos ilhéus de Langerhans, induzida
por uma dose Unica de streptozotocina (STZ), (Akbarzadeh, et al., 2007).

Para avaliar os efeitos da hiperglicemia cronica na qualidade G6ssea foram
estudados diferentes pardmetros de acordo com o0s grupos estudados: Controlo
normoglicémico (C), ovariectomizado (OVX), hiperglicémico (STZ) e hiperglicémico
ovariectomizado (STZ+OVX).
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Os resultados dos parametros bioquimicos e fisiolégicos em amostras de soro do
modelo de rato hiperglicémico mostraram, como seria de esperar, niveis
significativamente mais elevados de glicemia e de triglicéridos e um aumento do volume
urinario e do peso corporal, comparados com os dos animais saudaveis. Este modelo
animal, por ndo apresentar resisténcia a insulina, induzida, por exemplo, por uma dieta
rica em gordura (Skovso, 2014), permitiu a avaliagdo do impacto da hiperglicemia
cronica induzida apenas pela reducgéo de insulina, na qualidade 6ssea, excluindo, em
parte, a interferéncia de outros fatores metabdlicos complexos presentes na DM2,
associados a auséncia de resposta celular a insulina.

Na andlise dos marcadores de remodelacdo Ossea, ndo foram observadas
diferencas significativas do marcador de reabsorgdo 6ssea — CTX, no grupo de animais
hiperglicémicos relativamente aos animais do grupo controlo. Contudo, verificou-se um
aumento do marcador de formagé&o 6ssea - P1NP, observando-se também um aumento
da razdo P1NP/CTX, nos animais hiperglicémicos em comparagdo com 0s animais
normoglicémicos, o que sugere que a hiperglicemia crénica induziu a remodelagéo
0ssea, com prevaléncia de formagéo de colagénio tipo 1. Estes resultados estdo de
acordo com os encontrados num estudo recente realizado in vitro (Cunha, Ferreira,
Maquigussa, Naves, & Boim, 2014) que demonstrou que quando sujeitos a niveis
elevados de glucose ou ao aumento da pressao osmoética (com manitol), os osteoblastos
aumentam cerca de 12 vezes a secrecdo de colagénio do tipo 1, que resulta num
aumento da producdo da matriz organica do 0sso.

Contudo, os estudos histomorfométricos efetuados no osso trabecular
vertebral (L4), que avaliaram, entre outros parametros, a espessura trabecular dos
0sso0s desses animais, ndo revelaram alteracdes deste parametro comparativamente ao
grupo controlo, tal como foi descrito em estudos anteriores efetuados em rato
(Verhaeghe, Suiker, Einhorn, Geusens, Visser, Van Herck, Van Bree, Magitsky &
Bouillon, 1994) em oposi¢cdo ao aumento da espessura trabecular relatada em humanos
(Vestergaard, 2007).

A andlise do diametro do osso cortical da tibia dos animais hiperglicémicos
também n&o demonstrou a existéncia de diferencas significativas relativamente aos
animais normoglicémicos.

Os resultados da andlise quimica do calcio, por absor¢cédo atémica, revelaram
que a fragdo da excregcdo de célcio e a depuragdo urinaria de calcio aumentaram
enquanto o teor de célcio no osso femoral diminuiu nos animais hiperglicémicos. Estes
resultados estdo de acordo com o observado por outros autores (McNair, Madsbad,
Christensen, Christiansen, Faber, Binder, & Transbgl, 1979), nos doentes diabéticos, e

com 0s ensaios in vitro que reportam uma deficiente mineralizacao éssea revelada pela
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diminuicdo da fosfatase alcalina 6ssea em cerca de 50%, produzida pelos osteoblastos
guando sujeitos a um meio muito rico em glucose (Cunha, Ferreira, Maquigussa, Naves,
& Boim, 2014).

No entanto, os estudos morfoldgicos do 0sso cortical das tibias, realizados por
microscopia eletrdnica, revelaram, nos animais hiperglicémicos, uma estrutura éssea
preservada mas com um aumento do nimero e tamanho das lacunas ésseas e um
aumento significativo do canal medular quando comparados com os controlos. Por outro
lado, a rigidez mecanica e for¢a do osso femoral dos animais hiperglicémicos nao foram
afetadas em comparacdo com os animais do grupo controlo. Contudo, a forgca mecénica
(avaliada pela tensao de cedéncia e pela tensdo maxima) do osso femoral dos animais
hiperglicémicos, correlacionou-se positivamente com as mudancas observadas dos
marcadores da remodelagéo 0ssea.

O efeito da diabetes na forca e na rigidez do 0sso ainda esta por esclarecer.
Alguns autores sustentam que a diabetes provoca um aumento da rigidez (Einhorn,
Boskey, Gundberg, Vigorita, Devlin & Beyer, 1988). Enquanto outros afirmam que se
observa uma diminuicdo da mesma (Verhaeghe et al.,1994; Reddy, Stehno-Bittel,
Hamade & Enwemeka, 2001; Funk, Hale, Carmines, Gooch & Hurwitz, 2000). Em ratos
diabéticos tipo 1 (com perda de peso) foi observado que a diminuicdo da rigidez e da
forca do osso pode ser atribuida a um paragem do crescimento do 0sso cortical e ao
menor tamanho da sua seccao transversal (Silva, Brodt, Lynch, Mckenzie, Tanoye,
Nyman, & Wang, 2009). Por outro lado, um estudo efetuado num modelo animal de rato,
que simula a diabetes tipo 2 (Zucker diabetic Sprague Dawley model), evidenciou
alteracdes da nanoestrutura do colagénio tipo | que induzem uma mudanca
conformacional do mesmo, bem como altera¢cbes mecanicas, como o0 aumento da
resisténcia a deformacao plastica (Hammond, Gallant, Burr, & Wallace, 2014)

Neste trabalho, observou-se um aumento da remodelacdo éssea nos ratos
hiperglicémicos, indicando um aumento significativo na formacdo de 0sso versus
reabsorcdo 6éssea. Como consequéncia da remodelacdo 0ssea, as fibras colagénicas
alinham-se na mesma dire¢do ao longo dos pontos de carga o que podera explicar o
aumento da resisténcia mecanica que se observa (Caetano-Lopes et al., 2010).

E sabido, que embora os dois tipos de diabetes (DM1 e DM2) se caracterizem
pela existéncia de hiperglicemia, as duas formas de doenca tém efeitos diferentes na
estrutura e nas propriedades biomecéanicas do osso (Hough, Pierroz, Cooper, Ferrari, &
The IOF CSA Bone and Diabetes Working Group, 2016; Starup-Linde & Vestergaard,
2015). Uma possivel explicacdo para a existéncia de tais diferencas podera ter a ver

com os niveis de glicemia que sdo mais elevados na DM1 com as altera¢c6es do peso
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corporal, que aumenta na DM2 e diminui na DM1 (Silva, Brodt, Lynch, Mckenzie,
Tanoye, Nyman, & Wang, 2009). Além disso, acredita-se que a glicolisa¢do do colagénio
e 0 aumento dos produtos de glicolisacéo avancada (AGE), que ndo foram quantificados
neste estudo, poderdo ter um papel relevante nas mudancas ultraestruturais do 0sso,
observadas nos doentes DM1 e DM2 bem como nos modelos animais (Wongdee &
Charoenphandhu, 2011; Reinwald, Peterson, Allen, & Burr, 2009; Hammond, Gallant,
Burr, & Wallace, 2014).

Como o aumento da fragilidade 6ssea tem sido atribuida aos AGES, podemos
pressupor que os AGEs poderdo ndo estar presentes em quantidades relevantes nos
0ssos dos ratos Wistar tratados com STZ deste estudo. Contudo, num estudo in vitro,
em o0sso cortical de bovino, sujeito a incubacdo num meio rico em ribose, que
desencadeou a glicolisacdo ndo enzimatica do colagénio, também foi observado um
aumento do mddulo de Young, nos ensaios biomecanicos efetuados, embora nao
tenham sido observadas altera¢des na tensdo maxima de cedéncia. (Vashishth, Gibson,
Khoury, Schaffler, Kimura, & Fyhri, 2001).

O sucesso da ovariectomia efetuada para induzir a osteoporose nos animais dos
grupos OVX e STZ+OVX, foi comprovado pelos niveis séricos de E2 que se
encontravam abaixo do limite de detecdo da técnica usada no seu doseamento, em
0posi¢cao aos niveis elevados observados nos animais controlo e STZ.

O peso corporal destes animais também aumentou significativamente em
relacdo ao dos animais do grupo controlo, tal como foi observado noutros estudos (Kalu,
1991; Zhao, Zhang, Shen, Qi, Wang, Qian, & Deng, 2013). Como se esperava, 0S
animais ovariectomizados mostraram também uma diminuicdo do osso cortical e
trabecular. Resultados similares foram obtidos em mulheres pdés-menopausa, onde a
osteoporose induz a diminuicdo da espessura trabecular e cortical (Seeman, 2008) e
também em modelos animais (Muhammad, Luke, Shuid, Mohamed, & Soelaiman, 2012;
Zhao, Zhang, Shen, Qi, Wang, Qian, & Deng, 2013). Contrariamente, ndo foi observado
no 0sso trabecular e cortical dos animais hiperglicémicos ovariectomizados (STZ+OVX)
perda significativa de osso quando os dados histomorfométricos das vértebras e a
espessura da tibia foram comparados com os dos animais do grupo controlo, tal como
foi também descrito em mulheres com DM2 na pds-menopausa (Farr, Drake, Amin,
Melton Ill, McCready, & Khosla, 2014).

Para além disso, os estudos morfoldgicos do osso cortical efetuados por
microscopia eletrénica, revelaram que 0s animais STZ+OVX apresentavam uma
microarquitetura 6ssea melhor preservada do que os animais do grupo OVX. Estes
resultados sugerem que, pelo menos em ratos, 0s 0ssos de individuos com

hiperglicemia cronica e deficiéncia em estrogénios estdo mais protegidos relativamente
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a perda de massa 0ssea que ocorre como resultado da auséncia de estrogénios que
caracteriza a osteoporose pés-menopausa. Estes dados podem explicar os niveis de
DMO mais elevados observados nas mulheres diabéticas p6s-menopausa, quando
comparados com os das nado diabéticas (Vestergaard, 2007). Resultados similares
foram obtidos recentemente num estudo in vivo efetuado em mulheres com DM2 na
pés-menopausa. Neste estudo, as mulheres diabéticas apresentavam um aumento da
DMO ao nivel regional, da espessura do osso cortical da tibia e do radio, bem como do
0sso trabecular vertebral, mas também apresentavam uma diminuigdo dos marcadores
de remodelacao 6ssea (CTX e P1NP, embora apresentassem uma razdo P1INP/CTX
aumentada, bem como um aumento significativo da porosidade do osso cortical,
avaliada por técnica de microidentagdo, no radio. (Farr, Drake, Amin, Melton lII,
McCready & Khosla, 2014).

Também o osso femoral dos animais hiperglicémicos ovariectomizados mostrou
ter uma rigidez e uma resisténcia mecanica mais elevada (avaliada pelo moédulo de
Young), que foi significativa quando comparada a dos animais ovariectomizados.

Baseando-nos nos resultados do osso trabecular, osso cortical, formagéo de
colagénio e biomecanica 6ssea (rigidez e resisténcia a fratura), podera concluir-se que
a hiperglicemia crénica afeta positivamente os ossos dos ratos deficientes em
estrogénios. Doentes osteoporoticos tiveram piores propriedades mecanicas, avaliada
pelo médulo de Young e pela tensao de cedéncia quando comparados aos controlos
saudaveis (Ciarelli, Fyhrie, Schaffler, & Goldstein, 2000). O mesmo foi observado em
ratos (Zhao, Zhang, Shen, Qi, Wang, Qian, Deng, 2013). No nosso estudo, as
propriedades biomecanicas do fémur dos animais ovariectomizados foram
negativamente afetadas embora sem significado estatistico, relativamente ao controlo
saudavel. Estes resultados corroboram com os dados da microscopia eletronica que
revelaram a existéncia de varias microfissuras, areas reabsortivas e um nimero maior
de lacunas no osso da tibia dos animais ovariectomizados. Notou-se também que, 0s
fémures de animais normais e hiperglicémicos ovariectomizados estavam menos
mineralizados (com menos calcio) que os fémures dos animais saudaveis.

Os nossos resultados sugerem que a hiperglicemia cronica provoca uma
modificagdo da microarquitetura 6ssea originando estruturas menos frageis, quer pelo
aumento de dimensdo do canal medular 6sseo que afasta a matriz cortical do eixo
interno do osso quer pelo aumento da formagéo do colagénio tipo 1. Estas modificacfes
volumétricas aumentam a resisténcia do osso a fractura (Seeman, 2015). A
hiperglicemia cronica induz também a desmineralizacdo do osso cortical. Podemos
assim especular que no 0sso exposto a niveis cronicamente elevados de glucose, o

aumento das lacunas no osso cortical conduz, a longo prazo, ao aumento significativo
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da sua porosidade que localizada longe do eixo central do 0sso pode levar a diminuicédo
da resisténcia do mesmo (Pritchard JM.2013) o que pode ser acentuado pela perda de
calcio.

Este mecanismo podera explicar, pelo menos em parte, o facto dos doentes
diabéticos que apresentam maior porosidade cortical terem maior probabilidade de vir a
ter fraturas por fragilidade. Por outro lado a matriz de colagénio recém-formada podera
também vir a acumular AGEs o que poderd a longo prazo contribuir também para o

aumento da fragilidade do osso.

Conclusao:

A hiperglicemia crénica modula a microarquitetura éssea, em estruturas menos
frageis mesmo na auséncia de estrogénio induzida por ovariectomia. Estes resultados
contribuem para melhor compreender as incongruéncias relatadas em diferentes
estudos realizados em mulheres diabéticas p6s-menopausa.

Contudo, serdo necessarios mais estudos para clarificar o mecanismo
fisiopatol6gico que esté na base da alteragéo estrutural do osso, observada na DM2, de
modo a que se possam desenvolver estratégias para a identificagéo precoce da doenca
0ssea associada a esta condicao patolégica, bem como para o desenvolvimento de

novas abordagens e estratégias terapéuticas.
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CAPITULO-6

AVALIACAO DA EFICACIA E SEGURANCA, DO SUPLEMENTO
DE CARBONATO DE CALCIO (PO DE CONCHA DE OSTRA) E
GOMA GUAR, NO TRATAMENTO / PREVENCAO DA
OSTEOPOROSE.
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6. Avaliacdo da eficacia e seguranca, do suplemento de carbonato de célcio (p6
de concha de ostra) e goma guar, no tratamento/prevencao da Osteoporose.

6.1. Introducdo/Objetivos

A suplementacao com célcio, apesar de recomendada na prevenc¢do da fratura
0ssea em individuos saudaveis bem como na osteoporose associada ao
envelhecimento e a menopausa (Nieves, 2005) é assunto controverso. Sobretudo por
motivos de seguranca decorrentes da deposicéo de célcio extra-6sseo, nomeadamente
na parede vascular e no rim. A Osteoporose tem uma prevaléncia estimada de 200
milhdes de pessoas a nivel mundial (Kanis, 2007), sendo que uma em cada 3 mulheres
e um em cada 5 homens com mais de 50 anos sofrera fractura devido a osteoporose
(Melton,1992; Melton, 1998; Kanis et al., 2000). Na Europa, em 2010 a osteoporose
atingia mais de 27 milhGes de pessoas e estima-se que aumente 23% até 2025 atingindo
perto de 34 milhdes de pessoas (Hernlund,2013). O estudo EpiReumaPT (Rodrigues et
al., 2014) revelou uma prevaléncia de osteoporose em 10.2% da populagdo portuguesa
e a nivel Europeu Portugal € o quinto pais com menor incidéncia de fractura da
extremidade proximal do fémur (Hernlund, 2013), com uma ocorréncia anual de 9500
destas fracturas por fragilidade dssea (Branco, 2009). O elevado nimero de fracturas e
morbilidades associadas a osteoporose tem um grande impacto ndo sé nos gastos em
saude, com estimativas de custo superiores a 35 bilides/ano na Europa (Hernlund,
2013), como também na produtividade desta populacdo profissionalmente ativa e dos

seus familiares-cuidadores.

Face ao exposto, a formulacdo dos suplementos de célcio bem como a dose a
utilizar para obter beneficios ao nivel do esqueleto sem causar efeitos adversos é um
assunto importante. Problemas de seguranca nas doses recomendadas (1-1.2 g) de
suplemento de calcio justificam a avaliacdo da sua eficacia em doses mais baixas. Por
este motivo, um dos objetivos deste estudo foi testar o efeito, ho osso femoral e
vertebral, de ratos fémeas deficientes em estrogénios, de uma dose de calcio
equivalente a um quinto do limite maximo diario recomendado na mulher pds-
menopausa, um terco da dose de suplementacao praticada atualmente (1.2 g/dia), isto
é 420 mg/dia.

O outro objetivo deste estudo foi avaliar a seguranca da administragcéo desta formulacdo
de calcio, através de estudos histoldgicos efetuados nos 6rgdos onde este mais se

deposita, vasos sanguineos, rim e figado.
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Como fonte de célcio recorreu-se a concha-de-ostra com base em estudos que
demonstram que o CaCOs3 destas conchas (900 mg/dia de calcio) aumenta a densidade
mineral 6ssea (DMO) em animais e em mulheres com osteoporose (Fujita et al,1993;
Omi & Ezawa,1993) e como adjuvante da absorcao de célcio adicionou-se goma Guar
com base em evidéncias que sugerem que esta fibra sollvel favorece a absorcéo de

calcio em ratos gastroesterectomizados (Hara, Suzuki, Kasai, Aoyama, & Ohta,1999).
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6.2. Material e Métodos
6.2.1 Modelo experimental

Esta fase do trabalho foi em tudo igual a descrita no capitulo 5 com excecéo do
facto de se terem utilizado apenas animais normoglicémicos divididos em 2 grupos de
7 animais cada um (C; OVX) e um grupo de animais normoglicémicos ovariectomizados
(OVX+S), que foi suplementado diariamente com pé de concha de ostra e goma guar,
nas doses respectivamente de 105 mg/Kg e 43 mg/Kg, durante 53-dias (dose
equivalente humana de 420 mg/dia de calcio e 414 mg/dia de guar).

A dose de p6 de concha de ostra administrada, contém uma dose de célcio
equivalente a 43,6 mg/Kg/dia. Esta dose equivale & suplementagdo no homem de 7.0
mg/Kg/dia de célcio elementar. A dose de goma guar utilizada corresponde a uma dose
humana de 6.9 mg/Kg/dia. A dose de suplementacdo e a duragdo da mesma foram
definidas tendo por base outros estudos (Kalu, 1991; Hara, Susuki, Kasai, Aoyama &
Ohta,1999). Quer a dose de célcio quer a de goma guar foram ajustadas para o rato
tendo por base o fator de conversdo da FDA (2005). Os animais ndo suplementados,
ingeriram, durante o mesmo periodo, uma pellet idéntica constituida apenas com racao
comercial standard 4RF21-GLP. Durante todo o periodo experimental os animais foram
alojados em gaiolas individuais e alimentados com racdo comercial (4RF21 LPG,
Mucedola Srl, Milan, Italy) e agua desionizada ad libitum.

No final da suplementacédo (D60) avaliaram-se: o0 peso corporal, biomarcadores
séricos, histologia e depdsitos tecidulares de calcio (Von Kossa), calcio femoral e
calcitria (absorcédo atémica); biomecéanica do fémur (curvas de tensdo/extensdo);
histomorfometria vertebral (L4) e a espessura e morfologia do 0sso cortical por andlise
de cortes da tibia por microscopia eletronica de varrimento (SEM). As técnicas usadas

foram ja descritas no capitulo IV Material e métodos.
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O desenho experimental utilizado est4 esquematizado na Fig.6.01.

DO . D7 N 7,5 Semanas D60
Laparotomia/ .0 & Racio ad libit
Ovariectomi 20 e Racao ad libitum
variec omla' : \C/X " Peso
- O(\)/X+S P6 de concha de ostra + goma guar ~ CofPoral
p— (0.11 g/kg + 0.04 g/kg)
o 3 MedEs Sacrifido
Peso Corporal 3 Grupos (n=21) Suplementacio .
. L4:histomorfometria A . T
Urina Soro Fémur Histologia: figado
Calcio rim e aorta
|E2| 2+
ICTX] % Ca +(AAS)

|PINP] Ensaios biomecéanicos

Figura 6.01 Desenho experimental utilizado para os estudos dos animais suplementados com
célcio e goma guar.

6.3. Resultados
6.3.1. Andlise da composicéo do p6 de concha de ostra e possiveis contaminantes

Existem numerosas informacdes cientificas relativamente aos teores de metais
pesados na parte edivel do género Crassostrea, bem como de outros bivalves (Pereira
et al., 2002, Huanxin et al., 2000, Florence et al., 1994, Ashton, 1991). No entanto, tanto
guanto se sabe, para a concha deste molusco, os dados ndo se encontram ainda
facilmente disponiveis para consulta especialmente no que diz respeito a caracterizacao
da concha da ostra portuguesa. Verifica-se ainda que os teores maximos que devem
ser aplicados para os produtos da Pesca para efeitos de Saude Publica, sdo ainda
insuficientes, uma vez que somente existem valores de referéncia para o Cd, Pb e Hg

para os bivalves (Tabela 6.01) na legislacdo da Unido Europeia (U.E.).
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Tabela 6.01. Teores maximos de metais pesados que devem ser aplicados para 0s
bivalves para efeitos de Saude Publica (mg/kg peso fresco) de acordo com o
Regulamento (CE) n° 1881/ 2006 de 19 de Dezembro @ e Regulamento (CE) n°
629/2008 de 2 de Julho®@.

Entidade competente Metais
Cd Pb Hg
UE (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
1,00.@ 1,50 0,500

(*) Produtos da pesca e parte comestivel da maioria dos peixes. O regulamento ndo especifica
0s teores maximos de Hg para os bivalves.

Relativamente as andlises efetuadas, ndo foram detetados no p6 de concha de
ostra utilizado, os metais As, Hg, Cd, Co, Sn e Cu pelo facto dos seus valores serem
inferiores aos limites de detecéo, respetivamente de 0,32ug/L, 1,232ug/L, 0,032mg/L,
0,081mg/L, 0,430mg/L e 0,041mg/L.

A analise quimica do p6 de conchas de ostras mostrou ainda, que a amostra é
composta predominantemente por carbonato de calcio numa proporgéo de 97,3% e que
a concentragdo de célcio elementar nesse sal é de 40% (Tabela 6.02).

Tabela 6.02.Composi¢do quimica maioritaria do pé de conchas de ostras, espécie

Crassostrea gigas.

Local de Espécie CaCos (%) | MgO (%) | P203 (%) | Naz20 (%) | K20(%)
amostragem
Crassostrea
Sapalsado ) 97,3 0,5 0,0 2,0 0,1
gigas

6.3.2. Analise da composic¢cdo em calcio da ragao

Foi analisado o lote da racdo administrada aos animais durante o estudo, pelo

mesmo método usado para a determinacdo do calcio no p6é de conchas de ostras,
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descrito anteriormente. A determinacdo analitica revelou um teor de célcio presente na

ragéo na ordem de 7186 mg/kg.

6.3.3. Parametros fisioldégicos antes do sacrificio

O peso corporal dos animais dos trés grupos estudados, foi registado no inicio do
estudo (DO) e no final do mesmo (D60) (Tabela 6.03). O mesmo ndo apresentava
diferencas significativas entre os animais dos 3 grupos no DO, o que era de esperar dado
gque os animais foram aleatoriamente divididos, mas aumentou respetivamente 10%,
33% e 22% no grupo controlo, ovariectomizado (OVX) e ovariectomizado suplementado
(OVX+S) apbs os dois meses de estudo (D60) (Fig.6.02)

Tabela 6.03 Peso corporal dos animais estudados: n=7; Controlo saudavel (controlo),

ovariectomizado (OVX), ovariectomizado suplementado (OVX+S).

Variavel Controlo OVX OVX+S
Peso corporal (g) no DO 200.31 £5.92 206.57 £ 6.53 220.41 £ 11.06
Peso corporal (g) no D60 218.49+ 4.97 274.74 £ 9.98 2@ 268.88 £ 6.77 2@

Os resultados sédo valores médios + erro padréo; #p<0.01 comparado ao controlo.

ED0 D60 * *
300
275 269
230 219 33 % 22 9,
S 200 9
®
g 150
9
S 100
on
11
o 50
0
C OVX OVX+S

Figura 6.02 Evolucdo do peso corporal dos grupos de animais estudados: C-controlo (n=7);
OVX-ovariectomizado (n=7) e OVX+S- ovariectomizado suplementado (n=7). *p<0,05,
comparado ao controlo.
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6.3.4. Par@metros bioquimicos
6.3.4.1. Parametros bioquimicos séricos e urinarios

Os niveis séricos de E2 de ambos os grupos ovariectomizados encontravam-se
abaixo do limite de detecéo (11.8 pg/ml).

Os niveis séricos de glucose, triglicéridos, colesterol total, LDL e HDL nao
mostraram diferencas significativas entre os grupos de animais no final do estudo, mas
a calcemia diminui 6% nos animais ovariectomizados (p<0.05) enquanto que nos
animais ovariectomizados suplementados apenas diminuiu 5% comparativamente aos
animais saudaveis.

O aumento da diurese observado nos animais ovariectomizados néo foi estatisticamente
diferente entre o0s grupos, e a hipercalcidria registada em ambos o0s grupos
ovariectomizados foi apenas significativa (p<0,01) nos animais ovariectomizados néo-
suplementados. O racio calciuria/calcemia confirma a maior excre¢do de calcio em
ambos 0s grupos ovariectomizados, cerca do dobro da observada nos animais
saudaveis (controlo) sendo novamente apenas significativa (p<0,01) no grupo
ovariectomizado ndo-suplementado. Contudo a depurac¢éo do célcio foi equivalente nos

animais ovariectomizados.

Na tabela 6.04 apresentam-se os marcadores bioquimicos analisados no soro e na

urina de 12h, de cada grupo de animais estudados.
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Tabela 6.04 Marcadores bioguimicos dos grupos de animais estudados: Controlo,
ovariectomizado (OVX), ovariectomizado suplementado (OVX+S); n=7 para todos os

grupos.
Variaveis Controlo OVX OVX+S
E2 (pg/mL) 16.5+ 2.6 <DL <DL
Glicemia (mg/dL) 66.0 + 15.2 87.3+8.8 88.2+7.8
Triglicéridos (mg/dL) 31.3+23 34337 36.5+4.1
Colesterol (mg/dL) 84.6 +3.8 97.0+438 97.4+3.7
HDL (mg/dL) 39.3+25 453+2.9 443+1.1
LDL (mg/dL) 38.2+32 49.1+5.6 44.4 +4.0
Calcemia (mg/dL) 10.5+0.2 9.8+0.12 10.0+0.1
Vol. urinério (mL/12h) 39+038 4307 52+07
Calcidria (mg/dL) 315+45 65.1+3.32 55.3+9.4
Calciuria / Calcemia 3.0+05 6.7+052 57+1.2
Depuracéo do calcio 0.016+0.002 0.040+0.00232 0.040+0.0062
(mL/min)

Os resultados sdo valores médios + erro padrdo; 2 p<0.05 #@p<0.01 comparativamente ao
controlo. DL — Limite de deteccéo = 11.8 pg/mL.

6.3.4.2. Marcadores bioquimicos da remodelacao 6ssea

O marcador sérico de reabsor¢cdo 0ssea, CTX, aumentou cerca de 70% em
ambos o0s grupos de animais ovariectomizados (OVX e OVX+S) (p<0.05)
comparativamente aos animais saudaveis (controlo). O marcador sérico de formacao
0ssea, P1NP, também aumentou em média 47% em ambos 0s grupos ovariectomizados
(p<0.05) comparativamente aos animais saudaveis (Fig. 6.03). Os diferentes valores de
racio PINP/CTX obtidos para cada um dos grupos, revelam uma diminui¢céo de 12.5%

e 19% respectivamente nos grupos ovariectomizados suplementados ou né&o
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comparativamente aos animais saudaveis (controlo), respectivamente, mas sem
significado estatistico (Tabela 6.05).

A reabsorcdo e formagdo Osseas foram maiores nos grupos ovariectomizados,
indicando um desequilibrio entre a formacao/reabsor¢cdo, com um grande incremento
especialmente da reabsor¢do O0ssea, nos animais ovariectomizados, como seria de

esperar.

Tabela 6.05 Marcadores de remodelacdo 6ssea dos grupos de animais estudados:
Controlo saudavel (controlo), ovariectomizado (OVX), ovariectomizado suplementado

(OVX+S); n=7 para todos 0s grupos.

Variaveis Controlo OoVvX OVX+S
CTX (ng/mL) 9.4+0.64 154+1.862 15.4 +1.343
PINP (ng/mL) 14.7 £1.26 21.3+0.61% 21.4+£1.48%
PINP/CTX 1.57 £ 0.06 1.39+£0.11 1.41 +0.06

Os resultados sdo valores médios + erro padrdo; 2p<0.05 22p<0.01 comparativamente ao

controlo.
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Figura 6.03 Grafico A) CTX (serum C-terminal telopeptide of type 1 collagen) e B) P1INP (N-
terminal propeptides of procollagen type 1) - dos grupos dos animais estudados: C- controlo, OVX-
ovariectomizado, OVX+S — ovariectomizados suplementados. O nivel de significancia foi
(*p<0.05) e (**p<0.01).
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6.4. Histomorfometria 6ssea da quarta vértebra lombar (L4)

A espessura trabecular do osso vertebral (L4) dos ratos ovariectomizados sofreu
uma reducdo de -18% (p<0.01) e a distancia trabecular aumentou cerca de +22%
(p<0.05), quando comparada com a dos animais saudaveis (Tabela 6.06).
Adicionalmente verificou-se uma diminuigdo significativa da &rea trabecular nos animais
ovariectomizados comparada a dos animais saudaveis (-27%, p<0.01). Estes resultados
confirmam a osteoporose que ocorreu em consequéncia da ovariectomia. No caso dos
animais suplementados com calcio, estes apresentam uma arquitetura Ossea
semelhante a dos animais ovariectomizados (Fig.6.04) que ndo foram suplementados
e diferente dos animais saudaveis o que estd de acordo com os resultados dos
marcadores de remodelacdo 6ssea que também sdo semelhantes nestes dois grupos

de animais (Tabela 6.05).

Fig.6.04 Exemplo de imagem de um corte transversal do osso vertebral (L4) de um animal
do grupo OVX+S, usada para avaliacao quantitativa dos parametros histomorfométricos
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Tabela 6.06 Medi¢cBes da vértebra lombar (L4), por microscopia eletronica de varredura.

Variaveis Controlo OoVX OVX+S
Area trabecular ocupada BV/TV (%) 46.34 £ 1.66 34.00 +1.392 35.89+2.28
Espessura trabecular Th.Th (um) 107.20 £ 1.63 88.36+ 3.07 2 92.45+2.172
Separagéo trabecular Th.Sp (um) 153.62 £ 6.19 187.05 + 9.09° 189.05 + 13.30

Os resultados sdo valores médios * erro padréo; n=6 para os grupos controlo (C); n=7 para OVX
e OVX+S; 2p<0.05; 2 p<0.01 comparado ao controlo.

6.5. Parametros estruturais da tibia
6.5.1. Espessura cortical 6ssea da tibia

A analise da espessura cortical do osso da tibia medida a partir das imagens
(SEM) de secg0es transversais do mesmo, com uma amplificacdo de 20x (Fig. 6.05)
mostram uma diminuic¢ao significativa da mesma, nos animais ovariectomizados quando
comparada a dos animais do grupo controlo (p<0.05). Contudo, nos animais
ovariectomizados que foram suplementados n&o se observaram alteracfes
significativas da espessura cortical do osso tibial quando comparadas com as dos

animais do grupo controlo (Tabela 6.07).

I 1mm MicroLab
15.0kv COMPO SEM

Figura 6.05 Corte transversal do osso cortical da tibia de um animal OVX+S, obtida por SEM,
com uma ampliacédo de 20X.
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Tabela 6.07 Espessura do osso cortical (tibia) avaliada em 12 pontos nos grupos de animais
estudados. Controlo (C), OVX e OVX+S; n=6 por grupo.

Variaveis C OVX OVX+S

Espessura do osso cortical (mm) 0.636 +0.010 0.592 +0.0142 0.622 +0.016

Os resultados sao valores médios + erro padréo; 2 p<0.05; comparado ao controlo.

6.5.2. Avaliagcdo da microestrutura do osso cortical

A avaliacdo qualitativa da microscopia eletrénica das secdes longitudinais da
tibia dos animais ovariectomizados evidenciou o aumento do numero de
lacunas/ostedcitos, bem como o aumento do niumero de areas em reabsorcao e a
presenca de numerosas microfissuras. (Fig. 6.06-A). Estes resultados evidenciam as
alteracdes da microestrutura éssea cortical que ocorreram na sequéncia da auséncia de
estrogénios, que contribuem para o aumento da fragilidade destes 0ssos.

As imagens dos cortes do 0sso cortical da tibia dos animais ovariectomizados
que foram suplementados com calcio, permitem observar que nestes animais o
intersticio 6sseo esta melhor preservado, apresentando um menor nimero de lacunas
e de microfissuras, quando comparado com 0 0sso dos animais nao suplementados
(Fig. 6.06-B).
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Figura 6.06 - Imagens (SEM), obtidas com ampliacdo 150x dos cortes longitudinais das tibias,
representativas de cada grupo de animais. Ovariectomizados (OVX) figura. 6.06-A e
Ovariectomizados suplementados (OVX+S) figura. 6.06-B.

6.6. Par@metros fisico-quimicos avaliados no osso femoral
6.6.1. Diametro e peso dos fémures

Como seria de esperar observou-se uma reducéo do diametro do fémur (-2.8%),
nos animais ovariectomizados (OVX) embora ndo se tenha observado uma diferenca
significativa do mesmo, em comparacao com o controlo. Contudo, quando o diametro
do fémur é normalizado pelo peso corporal, esta reducéo torna-se significativa (p<0.001)
(-26%) (Tabela 6.08) e é acompanhada de uma redugéo de 3.9% na massa femoral
normalizada. Nos animais ovariectomizados suplementados, a reducdo do diametro
normalizado do fémur é atenuada (-1.2%), néo é significativa e ocorre sem alteracédo da
massa femoral normalizada quando comparada com a dos animais do grupo controlo
(Tabela 6.08).
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Figura 6.07 Gréfico didmetro dos fémures dos animais estudados: C-controlo (n=7); OVX-
ovariectomizado (n=7) e OVX+S-ovariectomizado suplementado (n=7), p<0.05.

Tabela 6.08 Parametros fisicos do fémur; n=7 por grupo.

Variaveis Controlo OVX OVX+S
Diametro (mm) 2.61+0.13 2.54 +0.10 2.58 +0.15
Diametro féemur / peso corporal (W/g)  12.60+ 0.05 9.28+ 0.04 aaa 9.71+ 0.032a
Peso fémur (g) 0.59 + 0.03 0.72+0.032a 0.73+0.03 2
Peso fémur/Peso corporal (ug/g) 2.68+0.07 2.58+0.05 2.62+0.07

Os resultados séo valores médios * erro padrao; 2 p<0.05, 22 p<0.01332 p<0.001 comparado ao
controlo.

6.6.2. Teor em célcio dos fémures

O doseamento do teor de célcio, por espectrofotometria de absorgcdo atémica,
revelou uma reducdo de 22% do conteldo em célcio dos fémures dos animais
ovariectomizados (p<0,05) (Tabela 6.09), comparativamente aos animais saudaveis
(Fig. 6.08). Nos animais ovariectomizados suplementados, a tendéncia de reducgdo do
contetdo em calcio do osso femoral foi menor (-17.5%) e sem significado estatistico

comparativamente ao teor de céalcio dos fémures dos animais saudaveis (Fig. 6.08).

93



20~ - !

S

& 15

©

: —
o -

(@)

£ -17.5%
L g '22cy0

2

o

0 | n

C OVX OVX+S

Figura 6.08 Gréafico do teor de calcio dos fémures dos animais estudados: C - controlo (n=7);
OVX - ovariectomizado (n=7) e OVX+S - ovariectomizado suplementado (n=7), *p<0,05.

Tabela 6.09 Teor em calcio do fémur; n=7 por grupo.

Variaveis Controlo OVX OVX+S

Célcio (%) 14.17 £ 0.86 11.07 + 0.352 11.70 £ 0.37

Os resultados séo valores médios * erro padrao; 2 p<0.05; comparado ao controlo.

6.6.3. Propriedades biomecéanicas dos fémures

As curvas de tensdo — extensdo obtidas nos ensaios mecéanicos de flexdo em
trés pontos, exemplificadas na (Fig. 6.09), foram utilizadas para calcular os parametros
gue caracterizam as propriedades biomecanicas do osso do fémur (Tabela 6.10),
nomeadamente tensdo de cedéncia (Yield stress), tensdo méxima de fratura (ultimate
stress) e rigidez traduzida pelo médulo elastico (Young's module). Os fémures dos
animais ovariectomizados mostraram uma tendéncia para valores menores das
propriedades biomecénicas avaliadas comparativamente as dos fémures dos animais

saudaveis sendo significativa a diferenca na rigidez do osso avaliada pelo médulo de
Young.



Os fémures dos animais ovariectomizados suplementados apresentam
propriedades mecénicas significativamente superiores comparativamente as dos
fémures dos animais ovariectomizados nao-suplementados, nhomeadamente: modulo
elastico, refletindo maior rigidez (p<0,05); e tensdo maxima de fratura (p<0,05) refletindo
maior resisténcia maxima do 0sso a fratura; a forca/resisténcia mecéanica avaliada pela

tensao de cedéncia também aumentou mas néo significativamente (Tabela 6.10).

Tabela 6.10. Propriedades biomecanicas dos fémures dos grupos de ratos fémeas
estudados: controlo saudavel (C), ovariectomizado (OVX), ovariectomizado
suplementado (OVX+S); n=7 por grupo.

Variaveis Controlo OvX OVX+S
Tensao de Cedéncia (MPa) 191.79 +£12.39 176.86+ 3.43 182.29+ 5.86
Tensao Maxima de Fratura (MPa) 261.14+17.88 219.18 +5.22° 256.20+ 11.81
Médulo de Young (GPa) 14.76 £ 1.25 11.79 + 0.2520 14.05 + 0.48

Os resultados sdo valores médios + erro padréo; 2 p<0.05; comparado ao C, P p<0.05,
comparado ao OVX+S

c
- _— OVX+S

_— OVX

20

i 1 i 3 4
£ (%)

Figura 6.09 Curvas de tensdo-extensao dos seguintes grupos de animais: Controlo- (C);
ovariectomizados - (OVX) e ovariectomizados suplementados - (OVX+S).
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6.7. Andlise macroscoépica e massa do figado, rim e coragao

O exame macroscépico ndo revelou alteracdes nos trés 6rgdos estudados
(coracao, figado e rim), em todos os grupos de animais estudados e a massa
normalizada do coracdo revelou auséncia de diferencas significativas entre 0os grupos
estudados: animais saudaveis (4.8+0.5), ovariectomizados suplementados (4.3+0.1) e
nao suplementados (4.2+0.3). Contudo as massas normalizadas do figado e do rim,
foram significativamente menores nos grupos dos animais ovariectomizados (OVX)
(19.2+0.6 e 5.2+0.1) e (OVX+S) (20.5+0.6 e 4.9+0.3), quando comparadas com as do
grupo controlo (Tabela 6.11).

Tabela 6.11 Avaliacao fisica dos érgdos coracdo, figado e rins: massa e massa
normalizada pela massa corporal (MC) em cada grupo: Controlo (C); Ovariectomizado
(OVX) e ovariectomizado suplementado (OVX+S); n= 7 por grupo; 2p<0.05 comparado
ao controlo.

Coracgao Figado Rim
Variaveis mg mg/MC x m(g) m/MC x 108 m(g) m/MC x 103
103
C 1.01+0.15 4.8+0.5 5.43+0.2 26.2+0.8 1.40+0.06 6.84+0.2
OovX 1.14+0.10 4.2+0.3 5.30+0.26 19.2+0.62 1.45+0.07 5.2+0.12
OVX+S 1.19+0.06 4.3+0.1 5.68+0.25 20.5+£0.62 1.37+0.07 4.9+0.32

96




6.8. Exames histoldgicos
6.8.1. Figado e Rim

Os cortes histologicos do figado (Fig. 6.10) e rim (Fig.6.11) corados com a
coloracéo de hematoxilina-eosina e Von Kossa revelaram a preservacao dos tecidos em
todos os grupos de animais estudados, e a auséncia de depdsitos de célcio nos tecidos
dos animais suplementados (OVX + S) (Figs.6.10-B e 6.11-B).

Figura 6.10 Cortes histoldgicos de figado (ampliacdo 100x). Imagens de um animal de cada

grupo (OVX e OVX+S) A- Coloragdo hematoxilina-eosina (HM); B- Coloracao de Von Kossa (VK).
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D

Figura 6.11 Cortes histolégicos do rim; ampliagdo 200x: medula (tdbulos renais fig. C) e cortex
renal (glomérulos fig. D). Imagens de um animal de cada grupo (OVX e OVX+S) A - Coloragéo
hematoxilina-eosina (HM); B- Coloragéo de Von Kossa (VK).

98



6.8.2. Aorta toracica

Os cortes histologicos de seccdes da croga da aorta dos animais estudados

corados com hematoxilina-eosina (Fig. 6.12), mostram a preservacéo deste tecido.

1mm

40X 0o 1mm 40X 0~ 1mm

Figure 6.12 Cortes histolégicos em coloracéo de Hematoxilina-Eosina. Ampliag&o 40x. A- animal
saudavel (C); B-Animal ovariectomizado ndo suplementado (OVX); C- animal ovariectomizado
suplementado (OVX+S).
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Os mesmos cortes sujeitos a coloragdo de Von Kossa (Fig. 6.13), revelaram a auséncia
de depdsitos de calcio em qualquer uma das preparagdes observadas para cada grupo
de animais estudado.

Figure 6.13 Pesquisa de depésitos de calcio em seccdes de crossa da aorta. Cortes histolégicos
em coloracao de Von Kossa, ampliagdo 40x. A- animal saudavel (C); B-Animal ovariectomizado
nao suplementado (OVX); C- animal ovariectomizado suplementado (C+S).
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6.9. Discussao e conclusao

Com este trabalho pretendeu-se utilizar um modelo animal de rato que simula a
osteoporose que ocorre na mulher na pés-menopausa, para estudar o efeito de um
suplemento alimentar rico em célcio, obtido a partir de um residuo, a concha de ostra, e
de uma fibra alimentar soldvel, a goma guar, no metabolismo, composicao,

microarquitetura e propriedades biomecanicas do 0sso.

A ovariectomia efetuada no rato, acompanhada da consequente diminuicdo dos
niveis séricos de estrogénios simula a deficiéncia em estrogénios que se verifica na pos-
menopausa na mulher. Sendo esta, a principal causa da rapida perda de massa 6ssea
e de aumento da fragilidade do osso que conduz a osteoporose pés-menopausica, a
ovariectomia tem sido o0 modelo animal mais utilizado, para estudar esta patologia e 0

efeito de farmacos na sua terapéutica.

Varios trabalhos apontam para o efeito dos estrogénios sobre a absorcdo
intestinal de célcio. A sua administracdo, aumenta a absorcao de calcio na mulher na
pés-menopausa (Gallagher, Riggs, & Deluca, 1980; Gennari, Agnusdei, Nardi &
Civitelli,21990) e no rato (Arjmandi, Hollis, & Kalu, 1994) contudo, o efeito da diminuicdo
dos estrogénios na absorgéo intestinal de calcio, no rato, ndo é coincidente nos varios
estudos efetuados (Thomas, Hope, & Ibarra, 1988; Lindgren & DelLuca, 1982), Alguns
desses estudos indicam uma diminuicdo da sua absorcdo (Kalu, Liu, Hardin &
Hollis,1989; Akao, Abe, Sato, Hasegawa-Tanigome, Kumagai & Kumagai, 2015) que
parece ndo depender dos niveis da 1,25(0OH), vitamina D (Gennari, Agnusdei, Nardi &
Civitelli, 1990)

No presente estudo, a ovariectomia diminuiu significativamente a calcemia,
efeito que pode atribuir-se ao aumento significativo da excrecdo urinéria de calcio
verificada, j& que nos animais ovariectomizados que foram suplementados também
observdmos hipercalcidria mas sem diferencas significativas de calcemia
comparativamente aos animais saudaveis, o que indica que o aumento do aporte de
calcio, resultante da suplementacé&o possa ter contribuido para minimizar o desequilibrio

da homeostase do calcio observado na deficiéncia estrogénica.

O aumento do calcio sérico bem como do teor em calcio do osso femoral
observado nos animais ovariectomizados suplementados, veio comprovar que o célcio
da concha-de-ostra na presenca da goma guar € absorvido no intestino e promove uma

eficaz mineralizacdo 6ssea. A biodisponibilidade do célcio da concha de ostra ja
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anteriormente tinha sido verificada na mulher e no rato com deficiéncia estrogénica
(Fujita, Fujji, Kitagawa & Fukase, 1993; Omi & Ezawa, 1993) através da avaliacédo da
densidade mineral 6éssea e da resisténcia maxima a fratura do fémur embora para mais
do dobro da dose equivalente humana agora utilizada (900 mg). Estudos em animais
comprovaram também que a biodisponibilidade do célcio melhora com a associagdo a
goma guar mesmo em condi¢cdes adversas a sua absorcdo (Hara, Suzuki, Kasai,
Aoyama & Ohta, 1999)

No presente estudo, 0 suplemento testado, embora numa dose baixa de célcio,
demonstrou ainda, atenuar a desmineralizacao 0ssea que se observa ap6s ovariectomia
e conferir maior rigidez (médulo elastico) e maior resisténcia maxima a fractura e uma
tendéncia para maior resisténcia a deformacdo plastica e primeiras microfraturas
(tens@do de cedéncia), do fémur dos animais ovariectomizados. Estes resultados
sugerem, portanto, que o0s 0ssos dos fémures dos animais ovariectomizados
suplementados passaram a ser menos frageis do que os de animais ovariectomizados
ndo-suplementados. Todos 0s grupos de animais tiveram acesso, ad libitum, a agua
desmineralizada e a rag¢do. A racdo, como Unica fonte de céalcio dos animais saudaveis
e dos ovariectomizados, foi suficiente para manter ossos saudaveis nos primeiros mas
ndo nos segundos. As diferencas na mineralizacdo e fragilidade dos fémures
encontradas entre animais ovariectomizados suplementados ou ndo apontam para um
efeito benéfico da suplementacdo mesmo com doses baixas de calcio, no osso de

animais deficientes em estrogénios.

A diminuicdo do incremento do peso corporal observada nos animais
ovariectomizados suplementados (22%) comparativamente ao grupo ovariectomizado
néo suplementado (33%) foi outro efeito benéfico observado neste estudo. Num estudo
adicional (ver capitulo VII) a suplementacdo de animais saudaveis ndo alterou a
quantidade de racdo e de dgua ingerida relativamente ao grupo controlo, o que sugere
gue o menor incremento de massa corporal observada no grupo suplementado podera
ser atribuido & goma guar. Nao foram, contudo, observados os efeitos benéficos
descritos para a goma guar, nos niveis de colesterol (Behall, 1990) Este facto pode ser
explicado pela inexisténcia de hipercolesterolemia nos animais estudados e pela baixa

dose de goma guar utilizada.

A dose de suplemento de célcio de concha de ostra diariamente administrada
43.6 mg/kg corresponde a uma dose humana equivalente de 7.0 mg/kg/dia (USD, FDA,
CDER, 2005). Esta dose de suplemento, pretendeu simular uma dose moderadamente

baixa de suplemento de calcio (420 mg/dia), um quinto da dose maxima diaria
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recomendada na mulher pés-menopausa (2000 mg/dia) e um ter¢co da dose superior

geralmente utilizada em suplementacao (1200 mg/dia).

A maior parte da populacdo ndo ingere diariamente na dieta quantidades de
calcio acima dos limites recomendados; sendo que a ingestdo de calcio em excesso
provém do recurso a suplementos de calcio. A utilizacdo de suplementos de calcio é
muito comum na populacado idosa dos paises mais desenvolvidos, principalmente na
mulher pés-menopausa. Contudo alguns estudos tém mostrado que, tanto nos EUA
como na Europa, esta populacdo, por vezes, ingere quantidades de calcio acima dos
limites maximos recomendados principalmente por ingestdo de doses de suplementos
inadequadas a dieta individual (EFSA NDA Panel,2015; Sanfélix-Gimeno, Sanfélix-
Genovés, Rodriguez-Bernal, Peir6 & Hurtado,2013). As dificuldades no ajuste de dose
sdo ainda acrescidas pela diminuicao de absorcdo de calcio na p6s-menopausa mas
também por algumas terapéuticas farmacoldgicas, frequentemente usadas nestas
idades. Entre outros farmacos, por exemplo, os corticosterdides e os inibidores da
bomba de protdes comprometem a biodisponibilidade do calcio (Van Staa, Leufkens,
Abenhaim, Zhang & Cooper, 2000; Zhou, Huang, Li, Sun & Liu, 2015).

Revisdes sistematicas tém mostrado que, nos adultos, o excesso de célcio obtido
através de suplementos e ndo da dieta, para além de causar obstipacao e transtornos
gastrointestinais, por vezes graves, aumenta o risco de litiase renal e de acidentes
cardiovasculares (US Institute of Medicine 2010; Bolland, Leung, Tai, Bastin, Gamble,
Grey & Reid, 2015). A necropsia e as analises histopatologicas efetuadas no presente
estudo, comprovam a seguranca da formulacdo e da dose de calcio utilizada neste
trabalho, ja que ndo foram observados quaisquer sinais de toxicidade, nem alteracdes
histolégicas ou depdsitos de célcio nos principais 6rgaos alvo (rim, figado e croca da

aorta) dos animais que receberam o suplemento.
Concluséo:

A suplementacdo com p6 de concha-de-ostra e goma guar, numa dose
equivalente humana moderadamente baixa de calcio, durante 53 dias, de animais
deficientes em estrogénios, atenuou a hipocalcemia, a calcidria, a desmineralizacéo e
fragilidade Gsseas, e o0 incremento da massa corporal, sem aparente depdsito de calcio

nos 6rgaos mais vulgarmente afetados (rim e vasos sanguineos).

Estes resultados confirmam a biodisponibilidade do calcio do suplemento de concha-de-
ostra associado a goma guar e sugerem que o tratamento com este suplemento de

calcio, mesmo numa dose baixa, protege 0 0sso cortical e diminui a probabilidade de
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fractura, pelo menos do osso femoral, comprovando que a personalizacdo da
suplementacdo com calcio numa dose e formulacdo adequadas € um meio barato,

seguro e eficaz de prevencdo da fragilidade do osso associada a osteoporose por
deficiéncia em estrogénios.
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CAPITULO-7

AVALIACAO DO EFEITO DO SUPLEMENTO DE CARBONATO DE
CALCIO (PO DE CONCHA DE OSTRA) E GOMA GUAR, NOS
PARAMETROS BIOQUIMICOS E NO OSSO OSTEOPOROTICO
DE ANIMAIS COM HIPERGLICEMIA CRONICA.
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7. Avaliacdo do efeito do suplemento de carbonato de célcio (p6 de concha de
ostra) e goma guar, nos parametros bioquimicos e no 0sso osteoporotico de
animais com hiperglicemia crénica

7.1. Introducdo/Objetivo

E atualmente consensual que a DM2 é um fator adicional de risco de fractura,
que pode ser superior a 2x o risco dos individuos ndo diabéticos, embora apresentem
um aumento da densidade mineral éssea (Ferrari, 2016). Schwartz et al., (2001) em
estudo prospetivo de mulheres mais velhas, obtido a partir de um estudo de fraturas
osteopor6ticas confirmaram que mulheres com DM2 tém maiores taxas de fraturas
nas regides da bacia, Umero e pé, quando comparadas com mulheres ndo diabéticas.

Quando considerados todos os fatores de risco associados a osteoporose, 0s
doentes com diabetes sdo mais propensos as complicacées microvasculares como a
retinopatia diabética, que ocorre em até 60% em pacientes DM2, e a nefropatia
diabética, cuja prevaléncia pode chegar a 40% (Murussi, Campagnolo, Beck, Gross &
Silveiro, 2007), citados por Dall’'Alba & Azevedo, (2010). Além disso, a DM2 esta
intimamente associada a sindrome metabdlica, que pode ser definida como um conjunto
de desordens clinicas interrelacionadas, tais como obesidade, resistencia a insulina,
tolerancia diminuida a glicose, hipertensado arterial e dislipidemia (Alberti et al., 2009)
citado por Dall’Alba & Azevedo, (2010). Embora a relacéo entre a DM2 e osteoporose
tenha sido amplamente investigada, continua a ser desconhecido o mecanismo
fisiopatolégico envolvido. A diabetes pode influenciar os ossos através de diversos
mecanismos, alguns dos quais podem ter efeitos contraditérios. A obesidade difundida
na DM2 estd fortemente associada com uma maior densidade mineral Ossea,
provavelmente através de cargas mecénicas e fatores hormonais, incluindo a insulina,
0 estrogénio e a leptina (Wakasugi, Wakao, Tawata, Gan, Koizumi & Onaya,1993;
Thomas et al.,2001; Felson, Zhang, Hannan & Anderson, 1993) citados por Abdulameer,
Sulaiman, Hassali, Subramaniam & Sahib, 2012.

Contudo, um estudo realizado em mulheres diabéticas asiaticas com um indice
de massa corporal normal, aponta para que nao seja o aumento do indice de massa

corporal (IMD) a causa para o aumento da DMO (Chandran, Tan & Tay, 2016).

As acOes benéficas de dietas ricas em fibras sollveis sobre a sensibilidade a
insulina em diabetes mellitus ndo insulino dependente e diabetes mellitus dependente
de insulina, estdo bem documentadas (Vuorinen-Markkola, Sinisalo, & Koivisto,
1992; Butt, Shahzadi, Sharif & Nasir,2007; Saeed, Mosa-Al-Reza, Fatemeh, & Seideh,
2012: Papathanasopoulos & Camilleri, 2010).
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As fibras alimentares sollveis tém um papel importante em pacientes portadores
da diabetes mellitus, através dos seus efeitos benéficos sobre a homeostase glicémica,
perfil lipidico, saciedade, peso corporal e fatores de risco paradoencas
cardiovasculares (Venn & Mann, 2004). A goma guar pode ser eficazmente usada para
reduzir a glicose no sangue pos-prandial (Bhardwaj et al., 1994).

As propriedades de viscosidade e de formacao de gel de fibras soltveis retardam
0 esvaziamento géastrico, diminuindo a resposta da glicose pos-prandial, e reduzindo os
niveis de colesterol total e de LDL e ainda induzem uma perda de peso moderada,
devido ao baixo contetdo energético e aumento da saciedade (Howarth, 2001) citado
por Butt, Shahzadi, Sharif & Nasir, 2007.

O combate a osteoporose exige determinados niveis de calcio no organismo seja
pela ingestdo natural do nutriente ou na forma de suplemento. E necessario tomar
guantidade suficiente de calcio (Ca) para a prevencao da osteoporose (Omi & Ezawa,
1993). Suplementag&o com calcio de concha de ostra € recomendada na prevencédo da
osteoporose associada ao envelhecimento e a menopausa (Nunes, Santana, Sobrinho,
de La Roca, Lima & Neto, 2006).

Estudos demonstram que o CaCO; de concha de ostra aumenta a densidade
mineral 6ssea (DMO) em animais com osteoporose (Omi & Ezawa, 1993; Fujita, Fujii,
Kitagawa, & Fukase, 1993).

As fibras soltveis, muito fermentaveis diminuem o pH e aumentam a absor¢éo
intestinal de célcio de forma passiva no célon (Charles,1992). Nesse contexto, o objetivo
do presente estudo foi investigar o efeito da goma guar incorporada no p6 de concha de
ostra, rico em carbonato de célcio, usado na forma de suplemento administrado
diariamente, em ratos hiperglicémicos ovariectomizados, e ao fim de 53 dias de
suplementacéo avaliar o peso corporal, glicemia, calcemia, triglicéridos, colesterol, CTX,
P1NP e célcio urinario e femoral, bem como os efeitos no osso cortical e trabecular,
comparando-os com o0s dos animais hiperglicémicos ovariectomizados nao
suplementados (Grupo IV) e com os ovariectomizados normoglicémicos suplementados
(Grupo VI).
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7.2. Material e Métodos
7.2.1. Desenho experimental

O desenho experimental utilizado estd esquematizado na Fig. 7.01.

D-15 2,5 Meses DO D7 Supl. 53 dias
\'\ H.0 e Ragdo ad libitum
> o Peso corporal .
N. # Laparotomia/
7 Ovariectomia Suplemento:
L . CaCOs + goma guar
Indugdo Hiperglicemia Grupo OVX (0,11g/Kg + 0,04g/Kg)

(40mg/Kg STZ, ip)

Figura 7.01 Desenho experimental utilizado para os estudos dos animais hiperglicémicos
ovariectomizados suplementados com célcio e goma guar, durante 53 dias, com inicio apds uma
semana de recobro da ovariectomia.

As metodologias usadas para a inducdo da hiperglicemia, ovariectomia e
suplementacdo dos animais, bem como as metodologias utilizadas para a andlise das
amostras bioldgicas (sangue; urina e 0sso) foram ja descritas detalhadamente nos

capitulos 5,6 e 7.

Em resumo, a um grupo de ratos fémeas Wistar (n = 7), hiperglicémicos e
ovariectomizados (STZ+OVX+S) foi administrado um suplemento sob a forma de pellet,
preparado com p6 de concha-de-ostra (0,11 g/Kg de carbonato de célcio) e goma guar
(0,04 g/Kg) durante 53 dias. A suplementagdo iniciou-se uma semana apos a
ovariectomia dos animais. Ao 60° dia ap0s a cirurgia, os animais foram sacrificados e
avaliou-se: peso corporal, glicemia, calcemia, triglicéridos, colesterol, CTX, P1NP, calcio
urinério, qualidade do osso trabecular vertebral (histomorfometria) e cortical tibial
(microscopia eletrénica varrimento-SEM) bem como o peso, didmetro, conteddo em

célcio e parametros biomecéanicos do osso femoral.
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7.3. Resultados
7.3.1. Par@metros fisioldgicos e bioquimicos antes do sacrificio

Na altura do sacrificio 4 dos 7 animais tratados com o suplemento ndo se podiam
considerar hiperglicémicos, porque apresentavam glicemias no sangue total, em jejum,
inferiores a 120 mg/dL, embora tivessem apresentado glicemias antes da ovariectomia
superiores a 200 mg/dL. Por esse motivo optou-se por apresentar apenas o0s resultados
dos 3 animais, com valores de glicemia, apds o sacrificio, superiores a 130 mg/dL.
Assim, a avaliacdo dos resultados, dado o numero reduzido de animais deste grupo,
serd apenas qualitativa, ndo dando lugar a comparagfes estatisticas. As médias
encontradas sdo comparadas com a do grupo STZ+OVX e para alguns parametros
também com as dos STZ e/ou OVX+S. Os 3 animais STZ+OVX+S, apresentaram um
peso corporal final de 260.7+3.0g, tendo sofrido um aumento de peso de 23% entre o
Dia 0 e o Dia 60. Este aumento de peso foi idéntico ao verificado no grupo de animais
STZ+OVX (20%) e OVX+S (22%) (Tabela 7.01), contudo o peso médio no final do
estudo, destes trés animais, era ligeiramente inferior ao dos animais dos grupos STZ e
STZ+0OVX (Fig.7.02).

30 | mwpo - D60

300

13% el

250

23%

200

150

Massa coroporal (g)

100

50

STZ STZ+OVX STZ+OVX+S

Figura 7.02 — Peso corporal dos animais dos grupos STZ (n=7); STZ+OVX (n=7) e STZ+OVX+S
n=3
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Tabela 7.01 Resultados dos pesos corporais imediatamente antes da ovariectomia (DO)
e no final do estudo (D60) STZ+OVX+S (n=3); STZ, STZ+OVX e OVX+S (n=7); médias

* erro padréo.

Variaveis STZ+OVX+S STZ+OVX STZ OVX+S
Peso corporal (g) DO 211.4+8.0 249.2+10.4 239.6+4.4 220.4+11.1
Peso corporal (g) D60 260.7+3.0 298.8 + 10.27 270.4 +£10.4 268.9+6.8

7.3.2. Par@metros bioquimicos
7.3.2.1. Par@metros bioquimicos séricos e urinarios

Os resultados dos parametros bioquimicos determinados no soro e na urina dos
3 animais deste grupo, estdo compilados na tabela 7.02. Nesta tabela foram também
colocados os resultados dos grupos STZ+OVX e OVX+S para facilitar a comparacao
dos dados. Os niveis séricos de E2 estavam abaixo do limite de detec¢éo (11.8 pg/ml),

evidenciando assim o sucesso da ovariectomia nestes animais.

Tabela 7.02 Resultados dos marcadores bioguimicos, séricos e urinarios dos grupos:
STZ+OVX+S n=3; STZ+OVX n=7 e OVX+S n=7; médias * erro padrao.

Variaveis STZ+OVX+S STZ+OVX OVX+S
Glicemia (mg/dL) 138.746.5 198.0 + 21 88.2+7.8
Triglicéridos (mg/dL) 30.3+1.1 57.7+6.1 36.5+4.1
Colesterol total (mg/dL) 84.3+4.7 98.7+43 97.4+£3.7
HDL (mg/dL) 47.3+2.3 375+5.9 443+1.1
LDL (mg/dL) 31.3+2.9 43.7+3.3 444+ 4.0
Calcemia (mg/dL) 10.2+0.2 9.9+0.3 10.0+0.1
Urina 12h (mL) 8.9+1.8 7.6+0.8 5.2+0.7
Calciaria (mg/dL) 34.8+4.3 37.6+6.1 55.3+9.4
Calciuria/calcemia 3.4+0.4 3805 5712
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7.3.2.2. Marcadores bioquimicos da remodelagao 6ssea

A razéo do P1NP/CTX (Tabela 7.03) dos animais STZ+OVX+S é semelhante a
dos STZ+OVX e é superior em cerca de 13.5%. a dos OVX+S. Estes resultados
parecem apontar para a auséncia de efeito do suplemento de célcio nos marcadores de

remodelacdo 6ssea nos animais hiperglicémicos ovariectomizados.

Tabela 7.03 Marcadores de remodelacdo 6ssea dos grupos: STZ+OVX+S n=3;
STZ+OVX e OVX+S n=7; médias + erro padrao.

Variaveis STZ+OVX+S STZ+OVX OVX+S
CTX (ng/mL) 17.6+4.9 159+14 154+13
PINP (ng/mL) 24.5+2.5 25.0+23 21415

PINP/CTX 1.60+0.4 1.66 +0.13 1.41+0.06

7.3.3. Histomorfometria 6ssea da quarta vértebra lombar (L4)

Os dados da histomorfometria da L4 (BV/TV e Th.Sp) dos animais STZ+OVX+S
sdo semelhantes aos dos STZ+OVX, (Tabela 7.04), o que esta de acordo com aos
dados dos marcadores de remodelacao 6ssea que também sao semelhantes. Contudo

a espessura trabecular apresentou uma menor reducdo neste grupo de animais.

Tabela 7.04 Medicdes da vértebra lombar (L4), por microscopia eletrénica de varrimento
Os resultados sao valores médios + erro padréo; n=3 para o0 grupo STZ+OVX+S; n=7
para STZ+OVX e OVX+S.

Variaveis STZ+OVX+S STZ+OVX OVX+S
Area trabecular ocupada BV/TV (%) 37.80+1.30 37.25+1.05 35.89 +2.28
Espessura trabecular Th.Th (um) 99.30 + 3.30 95.14 + 4.90 92.45+2.17
Separagéo trabecular Tb.Sp (um) 180.80 + 6.19 180.31 £ 5.68 189.05 + 13.30
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7.3.4. Espessura cortical 6ssea da tibia

A andlise das imagens da sec¢do transversal média da diéfise da tibia, obtidas
com uma ampliacdo de 20x10 (Fig.7.03), dos trés animais estudados, mostrou uma
espessura do o0sso cortical da tibia nos animais STZ+OVX+S equivalente & dos
STZ+OVX (Tabela 7.05), parecendo nao ter havido qualquer efeito do suplemento,

embora s6 tenham sido considerados 3 animais.

STZ+OVX+S

I 1mm MicroLal
15.0kv COMPO SEM

Figura 7.03 Corte transversal do osso cortical da tibia de um animal do grupo STZ+OVX+S,
obtida por SEM, com uma ampliagdo de 20X10.

Tabela 7.05 Espessura do osso cortical (tibia) avaliada em 12 pontos nos grupos de
animais estudados; médias * erro padréo. n=3 para o grupo STZ+OVX+S; n=7 para
0S grupos STZ+OVX e OVX+S.

Variaveis STZ+OVX+S STZ+OVX

Espessura do osso cortical (mm) 0.619 +0.016 0.616 +0.016

7.3.5. Avaliagdo da microestrutura do osso cortical

As imagens dos cortes de osso cortical da tibia dos animais hiperglicémicos
ovariectomizados, que foram suplementados com calcio (STZ+OVX+S), permitem
observar que nestes animais 0 intersticio ésseo, embora poroso, esta melhor

preservado, apresentando um menor numero de lacunas e de microfissuras, quando
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comparado com o0 0sso dos animais ndo suplementados (STZ+OVX) (Fig. 7.04 - A e
B).

Figura 7.04 - Imagens (SEM), obtidas com ampliagdo 150x dos cortes longitudinais das tibias,
representativas de cada grupo: STZ+OVX+S e STZ+OVX.
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7.3.6. Par@metros fisico-quimicos avaliados no osso femoral
7.3.6.1. Diametro e peso dos fémures

Nos animais STZ+OVX+S o didmetro normalizado do fémur é semelhante ao dos
animais STZ+OVX e superior ao dos animais OVX+S enquanto a massa femoral
normalizada embora superior a do grupo STZ+0OVX, é muito semelhante a dos animais
OVX+S (Tabela 7.06).

Tabela 7.06 Parametros fisicos do fémur: n=3 para o grupo STZ+OVX+S; n=7 para
STZ+OVX e OVX+S; médias * erro padréo.

Variaveis STZ+OVX+S STZ+OVX OVX+S
Diametro (mm) 2.70£0.07 3.22+0.21 2.58 £0.15
Diametro fémur / peso corporal 10.9+0.4 10.7+05 7.3£0.3
(W9)
Peso fémur (g) 0.74+0.07 0.79+0.03 0.73+0.03
Peso fémur/Peso corporal (1g/g) 2.76+0.06 2.64+0.02 2.72+0.07

7.3.6.2. Teor em célcio dos fémures

O doseamento do teor de célcio, por espectrofotometria de absorgcdo atémica,
revelou uma reducdo de 16% do conteudo em célcio dos fémures dos animais
hiperglicémicos ovariectomizados STZ+OVX comparativamente aos animais
hiperglicémicos (STZ). Nos animais STZ+OVX+S, a tendéncia de reducdo do contetdo
em célcio do osso femoral foi um pouco menor (-14%), o grande desvio verificado no
doseamento de calcio nos animais STZ+OVX+S n&o nos permite concluir a existéncia
ou nao de diferencas relativamente ao grupo OVX+S, embora em média este valor seja

mais baixo. (Tabela 7.07).

114



Tabela 7.07 Teor em célcio do fémur. n=3 para o grupo STZ+OVX+S; n=7 para 0S grupos
STZ; STZ+OVX; OVX+S; médias + erro padrao.

Variaveis STZ+OVX+S STZ+OVX STZ OVX+S

Calcio (%) 10.50+1.50 10.31 £0.41 11.96+0.46  11.70 + 0.6

7.3.7. Propriedades biomecéanicas dos fémures

As curvas de tensdo — extensdo obtidas nos ensaios mecéanicos de flexdo em
trés pontos, permitiram estudar as propriedades biomecéanicas dos fémures dos
diferentes grupos de animais a partir da andalise dos parametros: médulo de Young, que
avalia a rigidez do 0sso e a tenséo de cedéncia e tensdo maxima de fratura que avaliam
a resisténcia mecanica do mesmo (Tabela 7.08). Os valores obtidos para as diferentes
variaveis, nos animais do grupo STZ+OVX+S, foram superiores em média as obtidas no
grupo STZ+OVX contudo os trés animais apresentaram uma grande dispersédo de
resultados, nos trés parametros avaliados. O o0sso femoral destes animais
(STZ+OVX+S) é também bastante mais resistente que o dos animais do grupo OVX+S
indicando que os fémures dos animais hiperglicémicos ovariectomizados que
receberam o suplemento séo, a partida, mais resistentes a fratura que o dos animais
normoglicémicos ovariectomizados suplementados, pois foi necessario aplicar mais
forca para iniciar as deformag6es plasticas e provocar as primeiras microfissuras bem

como para fraturar o 0sso (embora estes ensaios sejam apenas de 3 animais).

Tabela 7.0.8 Propriedades biomecénicas dos fémures dos grupos estudados: n=3 para
0 grupo STZ+OVX+S; n=7 para 0s grupos STZ+OVX e OVX+S; médias * erro padrao.

Variaveis STZ+OVX+S STZ+OVX OVX+S
Tenséo de Cedéncia (MPa) 256.28+37.4 240.79 £ 15.02 182.29+ 5.86
Tensdo Méaxima de Fratura (MPa) 329.92+41.51 319.69 + 24.64 256.20+ 11.81
Maodulo de Young (GPa) 18.47+3.18 18.20 £1.52 14.05 £ 0.48
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E importante salientar que o peso normalizado dos fémures bem como a sua %
de calcio eram também superiores nestes animais, embora o didmetro normalizado do

fémur fosse semelhante ao do grupo STZ+OVX conforme tabelas 7.05 e 7.06.

7.4. Discussao e conclusao

Com este trabalho pretendeu-se estudar o efeito do suplemento de calcio e goma
guar ja usado nos animais osteoporéticos normoglicémicos, mas agora em animais
osteopor6ticos hiperglicémicos procurando avaliar-se o seu efeito ndo sé no
metabolismo, composi¢do, microarquitetura e propriedades biomecénicas do 0sso, mas

também ao nivel do ganho de peso e do metabolismo da glucose, dos lipidos e do célcio.

Com efeito, o consumo de fibra alimentar embora benéfico para o controlo da
glicemia e da dislipidemia associada ou néo a esta condigcdo patolégica, pode prejudicar
a absorcao de minerais, nomeadamente do calcio (Miller, 1989)

Por outro lado o célcio embora seja maioritariamente absorvido no intestino
delgado, de forma dependente da Vitamina D, € também absorvido passivamente no
célon (Charles,1992), tendo-se verificado que a ingestdo de fibra alimentar soltvel,
altamente fermentavel, juntamente com um sal de calcio restabelece a absorcédo de
calcio no colon dos ratos, em que a absor¢éo de calcio esta diminuida devido a faléncia
renal (Hara et al. 1996), e que a modificacdo da microbiota do célon, diminui o pH do
intestino grosso, aumentando a absorcéo de calcio e o crescimento 6sseo quer nos

animais, quer no homem (Rizzoli, 2016).

Os resultados obtidos, embora apenas com 3 animais, dado que 0s outros
apresentavam glicemias séricas na altura do sacrificio inferiores a 130 mg/dL, permitem-
nos concluir que os valores de triglicéridos, assim como os do colesterol total
acompanharam os valores da glicemia sendo mais elevados nos animais
ovariectomizados hiperglicémicos ndo suplementados do que nos suplementados pois
estes animais apresentavam niveis de glicemia e de colesterol mais baixos.
Relativamente ao ganho de peso, este nao foi diferente entre os animais hiperglicémicos
ovariectomizados, suplementados ou ndo ao contrario do que se tinha verificado nos
animais normoglicémicos ovariectomizados, nos quais se verificou um menor ganho de

peso no final da suplementacéo.

Quanto ao célcio sérico, este foi superior nos animais STZ+OVX+S sendo que a

razdo da calcidria/calcemia diminuiu, tendo possivelmente parte do calcio do
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suplemento sido depositado no 0sso ja que a diminuicdo do conteldo em célcio do

fémur foi também atenuada pelo suplemento.

Ao tal como aconteceu no grupo dos animais ovariectomizados normoglicémicos
0 suplemento, ndo afetou os marcadores de remodelacdo 6ssea, embora pareca ter
atenuado a perda de osso trabecular (Tb Th) induzida pela ovariectomia. A espessura
do osso cortical (tibia), também nao parece ter sido afetada pelo suplemento, embora o
intersticio 6sseo, mesmo se poroso, esteja melhor preservado, apresentando um menor
namero de lacunas e de microfissuras, quando comparado com o 0sso dos animais

ovariectomizados hiperglicémicos nao suplementados.

Quanto ao diametro e 4 massa femoral normalizada, é importante salientar que
0 peso normalizado dos fémures aumentou nos animais suplementados,
comparativamente ao grupo que néo foi suplementado (STZ+0OVX), embora o diametro
normalizado do fémur fosse semelhante ao deste grupo e superior ao do grupo
(OVX+S). Em linha com estes resultados os parametros biomecanicos do osso femoral
(modulo de Young, tensdo de cedéncia e tensdo maxima de fratura) apresentaram em
média valores mais altos, neste trés animais embora tenha havido uma grande

disperséo nos resultados.
Concluséo:

O Suplemento de calcio de concha de ostra e goma guar parece ter produzido
efeitos semelhantes aos verificados nos animais ovariectomizados normoglicémicos,

com excecao:

- Da massa corporal, cujo incremento, ao contrario do que se verificou nos animais
ovariectomizados normoglicémicos, nao foi afetado pelo suplemento, ndo tendo sido
possivel constatar o efeito descrito na literatura e j& verificado nos animais

ovariectomizados suplementados com goma guar sobre o peso corporal.
- Da espessura do osso cortical, onde néao foi possivel observar nenhuma alteracao.

Embora ndo podendo tirar conclusdes sobre o efeito do suplemento ao nivel dos
metabolismos glucidico e lipidico, foi possivel constatar que a suplementacdo com calcio
da concha de ostra e goma guar reverte parcialmente o desequilibrio observado no
grupo de animais hiperglicémicos entre a formacao da matriz e a mineralizacéo éssea,

elevando a percentagem do calcio no 0sso e a espessura do 0sso trabecular.
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CAPITULO - 8

EXPERIENCIA COMPLEMENTAR

119



8. Experiéncia complementar

8.1. Suplementacéo

A experiéncia complementar deve-se a ndo confirmag¢do da hiperglicemia induzida
pela estreptozotocina no grupo de animais (STZ+S) - hiperglicémicos suplementados no ca-
pitulo 7, no final do periodo de 53 dias de suplementacdo apos a ovariectomia, pois alguns
dos animais que participaram nesse ensaio, revelaram valores de glicemia dentro dos normais
no final do estudo. Por esse motivo, foi efetuada uma experiéncia complementar para verificar
se a diminui¢do da glicémia se poderia atribuir ou ndo ao suplemento, ja que esta s6 baixou

apoés a ovariectomia.
8.2. Introducéo/objetivo

O consumo de fibra alimentar pode potenciar o carater hipoglicemiante das fibras so-
laveis, diretamente relacionada com a reducgéo na taxa de absorcdo da glucose alimentar,
derivado ao aumento da viscosidade do conteldo intestinal, que retarda o contato da glicose
com a area absortiva (Bugni, 2008). De acordo com Frias & Sgarbieri, (1998), o efeito da goma
guar promove uma melhoria geral no estado dos ratos diabéticos em termos de ganho de
peso corporal, elevagéo dos indices de absorcgéo e utilizacdo da proteina e reducao da glice-

mia.

Alguns estudos sugerem gue a goma guar pode ser usada eficazmente para reduzir a
glicose po6s-prandial no sangue (Cameron-Smith, D., Habito, R. & Barnett, M., 1997; Brenelli,
Campos & Saad, 1997; Track, Cawkwell, Chin, Chiu, Haberer & Honey,1985).

Os modelos de diabetes experimental em animais de laboratério tém sido amplamente
utilizados para simular a diabetes mellitus. O modelo experimental pode ser induzido por es-
treptozotocina que provoca lesdes irreversiveis nas células betas pancreaticas, as quais dei-
xam de produzir a insulina, tornando o organismo diabético (Elliott, Ewchand & Altmann,
1997).

Esta experiéncia complementar teve como objetivo estudar o efeito da suplementacao
com calcio do p6 de concha de ostra e goma guar, em ratos com hiperglicemia crénica indu-
zida por estreptozotocina através de comparacgdo de alteragdes no peso corporal, peso de
Orgaos e 0sso0s, niveis de glicemia e trigliceridemia no soro, calcio urinario bem como do con-
sumo da ragédo e de agua e célcio total ingerido por dia, entre ratos normoglicémicos (controlo)

e hiperglicémicos suplementados ou néo.
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8.3. Material e Métodos

8.3.1. Animais de experiéncia

Ratos Wistar fémeas (Rattus norvegicus albinus), com 2,5 meses de idade, foram dis-
tribuidos aleatoriamente em 4 grupos experimentais: animal hiperglicémico suplementado
(n=7) ou ndo (n=5) e normoglicémico suplementado (n=7) ou ndo (n=5) (Fig. 8.01). Os animais
foram ambientados durante um periodo de 2 semanas e suplementados durante 8 semanas.
Os animais suplementados ingeriram diariamente uma pellet contendo 0.110 g/Kg de p6 de
concha de ostra e 0.043 g/Kg de goma guar, respetivamente, enquanto os animais nao suple-
mentados ingeriram, durante o mesmo periodo, uma pellet idéntica mas apenas com racao
comercial standard 4RF21-GLP. Durante o periodo de suplementacao foram monitorizados
diariamente, o consumo de racdo e semanalmente o consumo de agua (destilada) e o peso
corporal dos animais (Balanga Adam Equipment, modelo ADG 3000, preciséo de 0,1g). As
glicemias em jejum dos animais hiperglicémicos foram medidas no inicio do estudo, a cada
15 dias e antes do sacrificio no sangue total. As glicemias dos animais controlo foram apenas
medidas no soro obtido do sangue colhido por pungéo cardiaca e através de andlises bioqui-
micas, por métodos colorimétricos e enzimaticos no analisador automatico (Olympus AU2700,
Hamburgo, Alemanha) (método da hexoquinase- leitura UV para a glicémia) O mesmo método
foi usado na avaliacdo da glicemia no soro dos animais hiperglicémicos, tendo sido usado o
método colorimétrico do arsenazo Il no mesmo equipamento, para determinar o teor de calcio

urinario nas amostras de urina excretada em 12h e, apés sacrificio.

A monitorizacdo da glicemia foi efetuada por meio de tira de teste (OneTouch Ultra-
Easy- LifeScan) no sangue recolhido por picada na veia da cauda. ApGs o sacrificio os rins,
figado e coracao, foram pesados em balanc¢a analitica (Ohrus, precisdo de 0,01mg), lavados

com soro fisiolégico, apés o que foram conservados em formol a 10% em tampao fosfato.

STZ STZ+S C C+S
(n=5) (n=7) (n=5) (n=7)

Figura 8.01- Grupos experimentais de acordo com o tratamento e a alimentagdo: Controlo normoglicé-
mico- (C), Normoglicémico suplementado - (C+S), Hiperglicémico- (STZ) e Hiperglicémico suplemen-
tado- (STZ+S).
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8.3.2. Andlise estatistica

A andlise estatistica foi feita utilizando as ferramentas estatisticas disponiveis no pro-
grama Microsoft Excel. Os resultados sdo apresentados como média + desvio padrdo da meé-

dia (M £ SEM). A comparacéo entre os diferentes grupos foi feita recorrendo ao T-Student.
Foram considerados significativos os valores de p<0,05

8.4. Resultados

8.4.1. Niveis de glicemia no sangue total

No final do periodo de ambientagéo, todos os animais tinham uma glicemia em jejum
considerada dentro dos valores normais (75.5+2,2 mg/dl). Quinze dias ap0s a indugéo da
hiperglicemia com estreptozotocina (40 mg/kg) a 12 ratos, foi avaliada novamente a glicemia
em jejum, para se confirmar que os mesmos se tinham efetivamente tornado hiperglicémicos,
0 que se veio a confirmar pois 0s animais destes grupos apresentavam todos valores de gli-
cemia superiores 200 mg/dl (Fig. 8.02). Nesse dia os animais foram divididos aleatoriamente
em dois grupos e um deles (n=7) iniciou a suplementacéo que foi efetuada por um periodo de
51 dias. Os animais normoglicémicos também foram divididos em dois grupos tendo um deles

sido suplementado. Neste caso o periodo de suplementacao foi mais longo (56 dias).

3000 2174
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0.0
m Controlo - C = Hiperglicémico - STZ

Figura 8.02 — Grafico dos valores de glicemia dos ratos Wistar tratados com soro fisiolégico (controlo)
e tratados com STZ.

122



8.4.2. Peso corporal

O peso corporal de todos os animais foi controlado semanalmente ao longo do estudo.
A variacdo cumulativa do peso corporal foi semelhante entre os grupos de animais normogli-
cémicos (controlo e suplementados) (Fig. 8.03). Os animais hiperglicémicos (STZ) apresen-
taram maior aumento do peso corporal ao longo do estudo, o qual foi significativo na 32 e 42
semana comparativamente ao grupo controlo (C) e ao grupo hiperglicémico suplementado
(STZ+S). Contudo, o aumento do peso corporal dos animais hiperglicémicos suplementados
(STZ+S) foi semelhante ao dos animais controlo suplementados ou nao.

No final do estudo a variagdo cumulativa do peso corporal nos ratos controlo e nos ratos con-
trolo suplementados foi respetivamente de 46,8+7,3g e 42,9+7,0g. J& em relacdo aos ratos
hiperglicémicos, os STZ aumentaram 58,4+15,6g e os STZ+S aumentaram 44,5+19,6g, ao
longo dos 51 dias de estudo. Sendo que 0 aumento de peso dos animais do grupo STZ+S foi

muito semelhante ao dos animais normoglicémicos. (Fig. 8.03)

30,00 -
70,00 -
60,00 -

t)

50,00 -
40,00 -
30,00 -
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20,00 -
10,00 -
0,00

Variagio cumulativa do peso

[—
(]
i

4 5 6 7 8
Tempo (semanas)

—— (C) C+5 —— [S5TZ) (STZ+S5)

Figura 8.03 — Grafico da variacéo do peso corporal ao longo do estudo, dos quatros grupos de animais:
C - controlo (n=5), C+S - controlo suplementados (n=7), STZ - animais hiperglicémicos (n=5) e STZ+S
- animais hiperglicémicos suplementados (n=7); # indica diferencas significativas (p<0,01) entre o grupo
C e o grupo STZ; indica diferencas significativas (*p<0,005 e **p<0,001) entre o grupo STZ e o grupo
STZ+S.

Embora no final do estudo nédo existissem diferencas significativas na variacdo do peso cor-
poral entre os diferentes grupos de animais, o incremento de peso dos animais STZ+S quando
avaliado em comparacdo com os dos animais STZ foi em média de 17.7% contra os 23%

destes ultimos (Tabela 8.01)
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Tabela 8.01 Peso corporal dos animais estudados, no inicio e no final do periodo de suple-
mentacgdo: Controlo saudavel (controlo) n= 5, controlo suplementado (C+S) n=7; hiperglicé-
mico n=5; hiperglicémico suplementado (STZ+S) n=7. Os resultados s@o valores médios +
desvio padréo.

Variaveis C C+S STZ STZ+S
Peso corporal (g) DO 153.0£7.0 150.1+10.0 253.3+19.4 251.9+14.0
Peso corporal (g) 199.8+7.6 193.0+£20.8 311.7421.0 296.4+15.2
D51/D56

O consumo cumulativo de racdo por kg de peso corporal revelou ser superior (p<0,05)
nos animais STZ comparativamente aos animais do grupo C (Fig. 8.04). Verifica-se que, ao
fim da sétima semana de estudo, os ratos STZ consumiram 6707,9+614,96 g/kg, os animais
STZ+S 6404,2+400,7 g/kg, os do grupo S 4325,4+246,8 g/kg e os animais controlo (C)
3949,6+229,0 g/kg de peso corporal.
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Figura 8.04 — Gréfico do consumo cumulativo de racdo em gramas por quilograma de peso corporal,
ao longo do estudo, dos quatros grupos animais: C - controlo normoglicémico (n=5), C+S - controlo
normoglicémico suplementado (n=7), STZ — hiperglicémico (n=5) e STZ+S - hiperglicémico suplemen-
tado * p<0,05 e **p<0,01) entre o grupo controlo e os grupos STZ (suplementado ou n&o) a partir da
segunda semana.

O consumo cumulativo de agua por kg de peso corporal revelou ser maior (p<0,05) nos
animais STZ (suplementados ou ndo) comparativamente aos animais controlo (Fig. 8.05).
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No total, os ratos STZ consumiram 21530,6+6089,6 mL/kg, os animais (STZ+S)
27600,0£2670,6 mL/kg, os ratos (C+S) 4585,94556,7 mL/kg e 0s animais controlo
4147,9+460,4 mL/kg de peso corporal. Ja pela analise da (Fig. 8.06) é possivel comparar os
grupos de animais controlos (suplementados ou nao), ao longo do estudo, e verificar que nao
existem diferencas significativas entre estes relativamente ao consumo de agua.

animal (ml/kg)

Consumo cumulativo de arna em
ml por kg de peso corporal do

3 4 5 ] T 8

Tempo (semanas)

—=— () (C+s) —e— (5T (8TZ+5)

Figura 8.05 — Gréfico do consumo cumulativo de agua por kg de peso corporal ao longo do estudo:
ratos controlo (n=5), controlo suplementado (n=7), hiperglicémicos (n=5) e hiperglicemicos suplemen-
tados. X indica diferencas significativas (p<0,05) entre o grupo controlo e o grupo STZ; # indica diferen-
¢as significativas (p<0,05) entre o grupo controlo e o grupo STZ+S; * indica diferencas significativas
(p<0,05) entre o grupo STZ e 0 grupo STZ+S.

8.4.3. Peso de 6rgaos e de 0ss0s

A Figura 8.06 apresenta o peso dos 6rgaos normalizado pelo peso corporal dos ratos
imediatamente apés o sacrificio. O figado, os rins e o0 pancreas dos animais (STZ+S) e (STZ)
ndo apresentaram diferencas significativas entre si, assim como o figado e o pancreas dos
ratos controlos (C e C+S). No entanto, os rins dos animais C+S apresentaram pesos signifi-
cativamente maiores que os dos animais controlo. O figado e os rins dos animais STZ (suple-
mentados ou hdo) apresentaram pesos significativamente maiores que o dos ratos controlos
(C e C+S). O peso do coracao dos animais STZ+S apresentou diferencas significativas rela-
tivamente aos animais controlos (C e C+S), sendo mais pesado. J4 o pancreas dos ratos
controlos (suplementados ou ndo) apresentou pesos significativamente maiores que o dos

ratos STZ (suplementados ou nao).
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Figura 8.06 — Grafico do peso dos 6rgaos (normalizados pelo peso corporal do animal) dos animais no
final do estudo: controlo normoglicémico (n=5), controlos normoglicémicos suplementados (n=7), hiper-
glicémicos (n=5) e hiperglicémicos suplementados (n=7) *p<0,05;**p<0,01; ***p<0,005; ****p<0,001.

A figura 8.07 apresenta os pesos dos 0ssos (tibia e fémur), normalizados pelo peso

corporal dos ratos imediatamente antes do sacrificio. Tanto os fémures como as tibias nédo

apresentam diferencas significativas entre os animais controlos suplementados ou ndo e entre

0s animais hiperglicémicos suplementados ou ndo. Os animais hiperglicémicos apresentam

uma tendéncia para 0ssos relativamente mais pesados sendo esta diferenga significativa

entre os fémures dos grupos hiperglicémicos (suplementados ou ndo) e os animais dos grupos

controlo.

Peso normalizado dos ossos pelo peso
corporal em g do smimal (g)

* |—|* &
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T |

T T

tibia dir.

(C) (C+S)

tibia esq.

= (sTZ)

femur dir.

fémur esy.

(STZ+5)

Figura 8.07 — Gréfico do peso dos 0ssos normalizado (tibias e fémures), dos animais no final do estudo:
controlos normoglicémicos (n=5), controlos normoglicémicos suplementados (n=7), hiperglicémicos
(n=5) e hiperglicémicos suplementados (n=7); * p<0,05.
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8.4.4. Glicemia e trigliceridemia

A glicemia em jejum dos animais hiperglicémicos foi monitorizada durante o estudo
tendo sido efetuada a primeira medicdo no primeiro dia do estudo antes do inicio da suple-
mentagao (dia 1) e as restantes realizadas aos dias 18, 30, e 51 (Fig. 8.08). Este controlo
revelou uma tendéncia, ao longo do estudo, nos ratos hiperglicémicos suplementados para
glicemias menores do que os ratos hiperglicémicos néo suplementados, havendo significancia
estatistica no 30° dia. No fim do estudo, os animais hiperglicémicos nao suplementados con-
tinuavam a apresentar valores de glicemia ligeiramente superiores aos valores iniciais (dia 1),
enquanto os animais hiperglicémicos suplementados apresentaram glicémias ligeiramente in-

feriores.

250,0
*
| I
200,0 T
£ 1500 | -
H I 1
2 100,0 -
N ] 3
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d1 d1s d30 ds1

[ ] (STZ) (STZ+5)
Figura 8.08 — Gréfico da monitorizagéo das glicemias em jejum dos animais hiperglicémicos

(n=5) e hiperglicémicos suplementados (n=7) ao longo do estudo, * p<0,05.

A andlise das glicemias efetuadas no final do estudo (Tabela 8.02) confirmou mais
uma vez, os valores de glicemia muito superiores dos animais hiperglicémicos em compara-
¢do com as dos grupos controlo e a auséncia de diferencas significativas da glicemia entre os

grupos suplementados ou néo (Fig. 8.09).

A andlise dos triglicéridos de amostras de sangue no final do estudo (Tabela 8.02)
revelou valores significativamente superiores nos animais hiperglicémicos suplementados ou
nao comparativamente aos animais controlos. Contudo, n&o se observou qualquer efeito signi-

ficativo no valor de triglicéridos, em resultado da suplementacao (Fig. 8.09).
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Figura 8.09- Gréfico do efeito da suplementacao, na glicemia e nos triglicéridos dos grupos de animais:
controlo normoglicémico (n=5), controlos normoglicémicos suplementados (n=7),hiperglicémicos (n=5)
e hiperglicémicos suplementados (n=7); *p<0,05;**p<0,01; *** p<0,0005.

Tabela 8.02 Valores das glicemias e dos triglicéridos séricos dos animais estudados, apos
sacrificio. Controlo saudavel (C) n=5, controlo suplementado (C+S) n=7; hiperglicémico (STZ)

n=5 e hiperglicémico suplementado (STZ+S) n=7.

Variaveis C C+S STZ STZ+S
Glicémia (mg/dI) 81.5+19.7 89.8+23.5 259.1+101.7 234.6+74.3%
Triglicéridos (mg/dI) 33.6+7.5 30.0+10.1 130.3£76.0%b>  131.7+51.32a0b

Os resultados sdo valores médios + desvio padrao; 2p<0,05 e 22p<0,0005 indica diferencas significa-
tivas em relagdo ao controlo; ?p<0,01 e Pp<0,0005 em relagéo ao controlo suplementado.

8.4.5. Calcio total ingerido por dia

A tabela 8.03 apresenta os valores de calcio total ingerido por dia, proveniente do su-
plemento de p6 de concha de ostra (107 mg/kg) e da racao standard 4RF21-GLP. Confirma-
se que os animais suplementados (hiperglicémicos ou ndo) ingeriram mais calcio por dia que
os dos respetivos grupos controlo, que nao foram suplementados. Por outro lado, também se
verificou que os animais hiperglicémicos ndo suplementados consumiram diariamente mais

célcio que os animais do grupo controlo, em resultado do maior consumo de racéo.
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Tabela 8.03- Calcio total ingerido por dia na racdo e no suplemento de pé de concha de ostra.

Grupo de animais mg de célcio ingerido/ 24h
Controlos normoglicémicos (C) 739
Controlos suplementados (C+S) 818
Hiperglicémicos (STZ) 1205
Hiperglicémicos suplementados (STZ+S) 1254

8.4.6. Calcio urinéario

A andlise do teor de célcio nas amostras de urina, colhidas no final do estudo (Fig.

8.10), revelou valores do calcio total urinario excretado em 12h, significativamente mais ele-

vados nos grupos hiperglicémicos (suplementados ou ndo) comparativamente aos grupos

controlos.

Calcio na nrina (mg)’ 12h

— B
0

- (©)

Calcio na urina

(C+S)

- (STZ) (STZ+5)

Figura 8.10 — Grafico da calcidria (mg/12h) dos grupos de animais estudados: controlos normoglicémi-
cos (n=5), controlos normoglicémicos suplementados (n=7), hiperglicémicos (n=5) e hiperglicémicos

suplementados (n=7); **p<0,01.
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8.5. Discusséo dos resultados do estudo complementar

Os resultados deste estudo complementar, permitiram tirar algumas conclusdes, que
podem ajudar a compreender a razdo da dificuldade encontrada em estudar o efeito do su-
plemento (p6 de concha de ostra e goma guar), no grupo de animais diabéticos ovariectomi-
zados.

Tal como foi descrito anteriormente, a administracao intraperitonial de estreptozotocina
na dose de 40 mg/kg, induziu a destruicao dos ilhéus pancreaticos (comprovada pela diminu-
icAo acentuada e significativa do peso do pancreas dos animais que sofreram o tratamento)
e consequentemente a diminuicdo da producao de insulina. Em consequéncia, estes animais
apresentaram sinais caracteristicos de DM2, tais como hiperglicemia, hipertrigliceridemia, po-
lifagia, polidria e polidipsia, bem como um aumento mais acentuado de peso corporal, ao

longo do estudo, do que os animais controlo.

Relativamente ao efeito do suplemento utilizado, em tudo semelhante ao usado nas
experiéncias anteriores descritas nos Capitulos 6 e 7, verificou-se que os animais do grupo
controlo normoglicémico que foram suplementados consumiram mais ragdo por kg de peso
corporal que os animais do grupo controlo enquanto os animais hiperglicémicos suplementa-
dos ingeriram menos ragao por kg de peso corporal que os hiperglicémicos. O facto dos con-
trolos suplementados terem ingerido mais racdo por kg de peso corporal que os controlos
contraria a literatura, que afirma que os ratos suplementados com goma guar tendem a ingerir
uma menor quantidade de alimento (Nasry, Abo-Youssef, & Abd El-Latif, 2013). A variagédo
cumulativa do peso corporal do grupo suplementado foi contudo menor, embora nao signifi-
cativamente diferente da do grupo controlo, ainda que os primeiros tenham ingerido mais ra-
¢do. Comparando os ratos hiperglicémicos (suplementados ou n&o) com os controlos (suple-
mentados ou nao) verificou-se que os ratos hiperglicémicos se apresentam hiperfagicos, uma
vez que os primeiros consomem significativamente mais racdo por kg de peso corporal que
0s animais dos grupos controlo. Contudo, péde observar-se que o aumento de peso dos ani-
mais do grupo STZ+S, foi inferior ao dos do grupo STZ (em particular na 32 e 42 semana apos
0 inicio da suplementacéo) e semelhante ao dos animais normoglicémicos embora tivessem
consumido praticamente a mesma quantidade de ragdo que os animais hiperglicémicos néo

suplementados e bastante mais do que os grupos de animais normoglicémicos.

Estes resultados comprovam o efeito da goma guar, j& descrito por outros autores, na
diminuicdo do ganho de peso (Butt, Shahzadi, Sharif, & Nasir, 2007; Track, Cawkwell, Chin,
Haberer, & Honey, 1985; Frias,1998; Seal & Mathers, 2001;Naureen, 2005; Butt, Shahzadi,
Suleria, Sultan & Chohan, 2011).
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Relativamente ao peso dos 6rgdos ndo se observaram diferengas significativas no
peso do figado e do rim, normalizado ao peso corporal, entre 0s grupos suplementados e o0s
ndo suplementados (hiperglicémicos ou nao), exceto os rins mais pesados dos animais con-
trolo normoglicémicos suplementados face aos controlos. Comparando os ratos controlos aos
hiperglicémicos encontram-se também diferencas significativas no peso dos érgaos estuda-
dos, com pesos normalizados significativamente maiores do figado e rim dos hiperglicémicos.
Estas diferencas estéo relacionadas com a inducdo da DM2 e com o aumento significativo do

peso corporal verificado neste grupo de animais, face aos controlos.

Relativamente ao peso normalizado da tibia e do fémur, ndo houve qualquer diferenca
relevante entre os grupos suplementados (hiperglicémicos ou ndo) e os nao suplementados
(hiperglicémicos ou n&o), constatando-se assim que ndo ha um efeito observavel que se deva
a suplementagdo de goma guar e calcio. O peso normalizado do osso, particularmente dos
fémures dos animais hiperglicémicos (suplementados ou ndo) é, no entanto, mais elevado
gue o dos animais dos grupos controlo, 0 que se deve ao maior peso corporal dos animais
mas provavelmente também ao efeito da hiperglicemia no osso cortical (Farr, Drake, Amin,
Melton Ill, Mccready & Khosla, 2014).

Os niveis de glicose e triglicéridos nas amostras de soro estudadas, ndo indicam dife-
rencas significativas entre os grupos suplementados e os ndo suplementados (hiperglicémi-
cos ou n&o). Estes resultados néo coincidem com os estudos, que referem que a goma guar
diminui a glicemia e a trigliceridemia (Cameron-Smith, Habito & Barnett, 1997; Saeed, Mosa-
Al-Reza, Fatemeh, & Saeideh, 2012; Track, Cawkwell, Chin, Haberer & Honey, 1985; Frias &
Sgarbieri,1998; Naureen, 2005; Butt, Shahzadi, Suleria, Sultan, & Chohan, 2011; Butt, Aftab,
& Sarif, 2007;Nasry, Abo-Youssef, & Abd El-Latif, 2013). Contudo, estes estudos, conduzidos
quer em ratos hiperglicémicos (com niveis elevados de ambos os parametros) ou em sauda-
veis, utilizaram doses de goma guar na racdo mais elevadas que as administradas neste es-
tudo (Saeed, Mosa-Al-Reza, Fatemeh & Saeideh, 2012). No entanto foi possivel observar que
a glicemia em jejum (avaliada no sangue total) ao longo do periodo de suplementacao foi
sempre mais baixa nos animais hiperglicémicos suplementados do que nos ndo suplementa-
dos tendo sido essa diferenca significativamente menor aos 30 dias. No final do periodo de
suplementacéo o valor médio de glicemia dos animais suplementados era também inferior ao
do inicio da suplementagdo enquanto no grupo de animais que ndo foram suplementados a
glicemia era até ligeiramente superior a inicial. Destes resultados pode concluir-se que a goma
guar na dose usada tenha permitido obter valores de glicemia em jejum mais baixos o que
podera dever-se ao facto da glicemia pés-prandial ter sido menor devido a presenca da goma,

tal como foi descrito por Bhardwaj et al., 1994.
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Em relacdo ao calcio, os seus valores foram medidos em amostras de urina ndo ha-
vendo diferencas significativas, quer nos controlos quer nos hiperglicémicos, entre o grupo
suplementado e o ndo suplementado, apesar dos grupos suplementados terem recebido dia-
riamente o suplemento com goma guar e com pé de concha de ostra (que continha 40% de
calcio). Uma possivel explicacdo para o facto de nos ratos suplementados (hiperglicémicos
ou ndo) ndo haver niveis maiores de calcio na urina em relacdo aos néo suplementados (hi-
perglicémicos ou ndo) passa pela hipétese deste ido estar a ser depositado no 0sso, tal como
foi verificado anteriormente nos animais do grupo VI, mas que néo pode ser comprovado neste
estudo, dado nao ter sido efetuada a quantificacado do calcio 6sseo. Uma outra hipotese, tam-

bém n&o comprovada, é a sua maior eliminagéo fecal.

Pelo contrario, a calciaria foi significativamente superior nos animais hiperglicémicos, o que
se pode dever ao facto da hiperglicemia conduzir a uma taxa de filtragdo glomerular aumen-
tada, elevando conseguentemente a concentracao urinaria de calcio
(Ward, Yau, Mee, Mawer, Miller, Garland & Riccardi, 2001), mas também ao aumento do

aporte de calcio através da ra¢do como foi verificado.

8.6. Conclusao:

Este estudo permitiu verificar que com a dose de suplementacdo administrada:

e Ha um decréscimo no ganho de peso dos animais (suplementados versus con-
trolos e hiperglicémicos suplementados versus hiperglicémicos).

e Ao 30° dia do estudo, a glicemia em jejum era significativamente maior nos
animais hiperglicémicos ndo suplementados que nos hiperglicémicos suple-
mentados, sendo que essa diferenca se refletiu também no aumento do peso
corporal dos animais.

¢ No 51° dia ndo se observaram diferencas significativas nos niveis de glicemia
em jejum, embora os valores de glicemia tenham regressado aos valores ob-
servados no 1° dia de suplementacédo. Isto &, apresentaram um pico aos 30
dias e a partir dai comecaram a diminuir, embora os animais se tivessem man-
tido hiperglicémicos.

e No 51°dia, nos animais STZ+S, os valores médios da glicemia em jejum foram

cerca de 20% mais baixos que os dos animais do grupo STZ.
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¢ No final do estudo ndo se observaram diferengas significativas nos niveis séri-
cos de glicemia e de triglicéridos em jejum, dos animais suplementados quando
comparados com 0s ndo suplementados (hiperglicémicos ou n&o)

e As perdas urinérias de célcio, mas também a sua ingestéo, foram significativa-

mente maiores nos animais hiperglicémicos suplementados ou néo.

Relativamente ao principal objetivo deste estudo complementar, foi possivel concluir-
se que ao longo do estudo, os valores da glicemia em jejum, do grupo STZ, ndo foram cons-
tantes tendo diminuido cerca de 75% entre 0 30° e 0 51° dia e que o suplemento, possivel-
mente devido ao efeito da goma guar na absor¢éo da glucose, contribuiu para uma diminuigdo
ainda mais acentuada dos valores da glicemia, embora estes valores se tenham mantido em
média acima dos 200 mg/dL. Por outro lado, nos animais desta experiéncia complementar,
tratados com estreptozotocina (STZ), as glicemias séricas registadas aos 51 dias foram em
média bastante mais elevadas (234.6+74.3) do que as observadas aos 53 dias, nos animais
STZ+0OVX (198.00+£21.65) e STZ (167.33+7.54) da experiéncia descrita no Capitulo 5. Esta
diferenca pode ser explicada com o facto destes Ultimos terem sido submetidos a laparotomia
0 que conduziu a picos pos-operatérios de hiperglicemia e consequentemente a morte dos

animais que apresentavam a partida glicemias mais elevadas.

Talvez tenham sido estes os motivos para ter sido dificil observar valores séricos de
glicemia superiores a 130 mg/dL, nos animais hiperglicémicos ovariectomizados suplementa-
dos (STZ+OVX+S), tendo, por isso, sido apenas possivel efetuar o estudo completo em 3
animais deste grupo (capitulo 7).

Esta experiéncia permitiu ainda esclarecer os efeitos da goma guar (na dose utilizada),
nos valores de glicemia e de triglicéridos, pois neste grupo de animais que apresentavam
niveis significativamente elevados destes analitos ndo foi verificada uma diminuicéo significa-

tiva dos mesmos.
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CAPITULO -9
SINTESE E CONCLUSOES

135



9. Sintese e conclusdes

Nos ultimos anos, os estudos sobre a relacado da osteoporose com a diabetes
mellitus tém sido em grande numero e tém vindo a crescer as evidéncias de que os
doentes com DM2 apresentam alteracbes Osseas que parecem estar diretamente
associadas aos niveis sanguineos de glicemia (hemoglobina Alc). Contudo, o
mecanismo fisiopatoldgico que estd na base da fragilidade 6ssea que alguns doentes
diabéticos apresentam, ndo esta totalmente esclarecido (Karim & Bouxsein, 2016).
Recentemente, alguns autores tém também apontado a acumulac¢do de gordura nos
vasos sanguineos, ou no caso do 0sso, no canal medular 6sseo, como uma possivel
causa para a alteracdo do metabolismo do tecido adiposo e do tecido ésseo (Seeman,
2016).

Este trabalho, teve como um dos objetivos, avaliar o efeito da hiperglicemia no
tecido 6sseo, ao nivel ultraestrutural, metabolico e biomecanico, estudando um 0sso
particularmente sensivel a fratura — 0 0sso osteopor6tico, para procurar ajudar a
responder a questao: Sera 0 0sso osteoporoético de animais com hiperglicemia crénica,
diferente do ponto de vista ultraestrutural e biomecéanico e mais suscetivel a fractura
0ssea do que 0 0sso osteoporético de animais normoglicémicos? Pois, embora varios
estudos tenham sido efetuados no rato (Qian, Zhu, Yu, Jiang,& Zhang, 2015; Picke, et
al., 2016) para avaliar o efeito da diabetes no 0sso, nunca foi usado o modelo de rato

osteoporotico, que se assemelha mais a condi¢do humana da pds-menopausa.
Por outro lado procurou-se responder também a duas outras questdes:

Sera eficaz e segura, na osteoporose, a administracdo de um suplemento de calcio
(carbonato de calcio do p6é de concha de ostra) com elevada biodisponibilidade, numa
dose inferior a da suplementacéo atualmente recomendada (cerca de 1/3), cuja dose
parece nao ser segura? E, se esse suplemento de célcio for associado a uma fibra
alimentar hidrossoluvel, goma guar, trard beneficios, ao nivel metabdlico e 6sseo, nos

animais osteoporéticos com hiperglicemia crénica?

Relativamente as questbes colocadas e com as limitacdes inerentes ao modelo
experimental utilizado, o rato Wistar fémea tornado hiperglicémico por administragéo de
uma dose Unica de streptozotocina e com osteoporose induzida por ovariectomia, 0

trabalho efetuado permitiu chegar as seguintes conclusées:

- A hiperglicemia crénica induz alteracdes ultraestruturais do osso cortical tornando-o

menos fragil, quer pelo alargamento do canal medular que afasta a matriz 6ssea do eixo
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do osso conferindo-lhe maior resisténcia a fratura, mas também pelo aumento da
producdo de matriz 6ssea (colagénio tipo 1). Estas altera¢cdes na volumetria do 0sso

contribuem para aumentar a sua resisténcia.

A hiperglicemia induz ainda o aumento das lacunas 0sseas que a longo prazo podem
conduzir ao aumento da porosidade do osso cortical e contribuir para a crescente
fragilidade Ossea. Esta fragilidade pode ser agravada pela acentuada perda de calcio
que também se verifica e que conduz a uma progressiva desmineralizacdo éssea. Este
mecanismo pode explicar pelo menos em parte, o facto dos doentes diabéticos com

elevada porosidade 6ssea serem mais propensos a fracturas de fragilidade.

- A concha de ostra abundante na orla costeira Portuguesa, reduzida a po, podera ser
utilizada como suplemento de calcio, permitindo a utilizacdo de doses mais baixas, dada

a sua elevada biodisponibilidade.

De facto o estudo efetuado permitiu chegar a conclusdo de que a suplementagdo com
pé de concha-de-ostra e goma guar, numa dose equivalente humana moderadamente
baixa de célcio (420 mg/dia), durante 53 dias, em animais deficientes em estrogénios,
atenuou a hipocalcemia, a calcilria, a desmineralizacdo e fragilidade 6sseas, e o
incremento da massa corporal, sem formacdo de depodsitos vasculares, renais e
hepaticos de calcio. Efeitos semelhantes foram observados nos animais hiperglicémicos
osteoporoticos, com exce¢do das alteragcdes verificadas no peso corporal e na

espessura do 0sso cortical da tibia.

Estes resultados confirmam a biodisponibilidade do calcio do suplemento de concha-de-
ostra associado a goma guar e sugerem que o0 tratamento com este suplemento de
calcio, mesmo numa dose baixa, protege 0 0sso cortical e diminui a probabilidade de
fratura, pelo menos do osso femoral, comprovando que a personalizagdo da
suplementacdo com calcio numa dose e formulacdo adequadas € um meio barato,
seguro e eficaz de prevencdo da fragilidade do osso associada & osteoporose por

deficiéncia em estrogénios.

- A goma guar, administrada numa dose também baixa (dose equivalente humana de
414 mg/dia), parece ter favorecido, tal como j& descrito (Hara, Susuki, Kasai, Aoyama &
Ohta,1999), a absorcédo do calcio presente no suplemento, jA que se constatou a

deposicéo 6ssea de calcio, nos animais que foram suplementados.

Contudo, embora se tenha verificado uma reducdo do ganho de peso nos animais
normoglicémicos ovariectomizados suplementados, comparativamente aos nao

suplementados, 0 mesmo ndo aconteceu nos animais ovariectomizados
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hiperglicémicos. A experiéncia complementar efetuada para verificar o efeito do mesmo
suplemento em ratos s6 hiperglicémicos permitiu, contudo, verificar um menor
incremento do peso corporal dos animais suplementados, apesar destes consumirem

mais racdo, do que os nao suplementados.

Por outro lado nao foi possivel comprovar o efeito da goma guar na diminuicdo da
glicemia e dos triglicéridos, nos animais hiperglicémicos, embora no final da
suplementacdo os valores da glicemia em jejum fossem cerca de 20% mais baixos nos
animais suplementados comparativamente aos nao suplementados. A razdo para este

reduzido efeito pode ter sido a baixa dose de goma guar utilizada no suplemento.

Julgamos, com este trabalho ter dado um contributo para melhor compreender as
controvérsias reportadas nos diferentes estudos efetuados nas mulheres diabéticas na
pds-menopausa e para chamar a aten¢do da importancia da suplementagdo com calcio
nesta condi¢do patoldgica, para a prevencao da fratura 6ssea, recorrendo a fontes de

calcio com elevada biodisponibilidade e em doses seguras.

A elevada importancia deste tema para a saude publica, dado que a DM2 é a forma
mais comum de diabetes e afeta cerca de 344 milhdes de pessoas em todo o mundo
(Guariguata, Nolan, Beagley, Linnenkamp & Jacgmain, 2013) justifica que se continue
a investir no estudo dos mecanismos fisiopatologicos que estdo na base das alteracdes
Osseas que ocorrem na DM2, nomeadamente os aspetos hormonais a ela associados
e 0 seu impacto na remodelacdo e integridade Osseas (exs.: osteocalcina e
paratormona), de modo a poder desenvolver guidelines, que permitam avaliar o risco de
fratura e simultaneamente encontrar solugbes terapéuticas que permitam prevenir

eficazmente as fraturas nestes doentes.

Face aos resultados obtidos pode concluir-se que a concha de ostra, que constitui um
residuo da industria alimentar podera ser aproveitada como suplemento alimentar de
calcio, associada a goma guar com vantagens face aos outros suplementos de calcio
utilizados, em particular nos doentes diabéticos, permitindo assim acrescentar valor a

economia do setor agroalimentar.
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ANEXO - Certificado da racao standard 4RF21 GLP (pellets de 12mm)

M mucedola:n

4RF21 GLP certificate

Mice and Rats

FORMULA

BCerzals
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(soybean meal and yeast)
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Witaminiz and mineral
mixture

DForage
OAminc-acids
ANALYSIS
Caleulated Min Max Declared
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Protein 1942% 16,65% 2405% 18,50%
Fat 258% 200% 6,00% 3.00%
Fiber 554% 3,30% 6,90% 6,00%
Ash 6,76% 490% 7,70% 7,00%
NFE 24.61% - - 53,50%
METABOLIZABLE ENERGY [kCalikg] 2688
RAW ENERGY [kCalkg] 3052

155
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Packing  20kgbag

AMINO-ACIDS FATTY ACIDS

Calculatedikg Calculated/kg
Arginine 10937 mg Paimitic Ackd 160 4367 mg
Cystine 3562 mg Paimitolelc Acid 16:1 202mg
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Giycina E745 Mg Linaienic Acid 16:3 1163 mg
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Vitamin Mat. Value Anded TOTAL
Vitamin A UL 0,00 14400 14400
Vitamin 03 UL .00 1260 1260
Vitamin 1 L] a7 135 17,2
Witamin B2 mg 34 6.3 15.2)
Vitamin B& mg 48 (] 0.7
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Niacin mg 408 550 855
Folc acki mg 04 13 23]

Add mg 104 el 248
Blolin mg o12 0,28 0,40
[Choine m_ st 1005 z258|
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C:akium mg 612 3151 o163
‘Sodum mg 1671 1847 318
Potasshim mg B335 8335
Iw ma_ 1380 g a
Chiorine myg 1381 3003 4383

U E 32 5 aj
imon firon sutEe | mg 300 180 280)
Capper [wopper sulfste pentanydrats) mg 140 1n7y 257
{ainG (zinc suftate monohydrate] mg 55 £75 103,0
‘Cogalt (cobalt mg 022 063 0,65
loding {ealchum lodate annydrous) mg 0,08 03 1,0)
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