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Resumo: 

 

A Osteoporose é uma doença caracterizada pela perda da massa e resistência ósseas com 

consequente aumento da suscetibilidade às fracturas, que afeta sobretudo a mulher na pós-

menopausa e o idoso.  

Alguns estudos indicam que as mulheres pós-menopáusicas com DM2 sofrem muitas fraturas 

ósseas por fragilidade apesar de apresentarem densidade mineral óssea (DMO) normal ou 

aumentada. Contudo os mecanismos fisiopatológicos que estão na base das alterações 

ósseas na diabetes, não estão completamente esclarecidos.  

A suplementação com cálcio (1 a 1.2 g/dia), apesar de recomendada na prevenção da fratura 

óssea em adultos saudáveis e na pós-menopausa na mulher é também um assunto 

controverso, por motivos de segurança.  

O presente estudo teve como objetivos: Avaliar o efeito da hiperglicemia crónica no 

metabolismo, ultraestrutura e propriedades biomecânicas do osso, bem como avaliar a 

eficácia e a segurança de um suplemento de pó de concha de ostra (carbonato cálcio) e de 

goma guar (fibra hidrossolúvel) numa dose baixa (dose equivalente humana de 420 mg/dia 

de cálcio e 414 mg/dia de goma guar) em ratos Wistar fêmeas, normo e hiperglicémicos, na 

prevenção das alterações ósseas e metabólicas associadas à deficiência em estrogénios 

induzida por ovariectomia e pela hiperglicemia. A criação de valor num resíduo da produção 

e indústria alimentar (concha de ostra), é 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, cálcio, estrogénios (E2), o Telopeptido C-terminal do 

colagénio tipo I (CTX) e Propeptido N-terminal do procolagénio tipo I (P1NP) foram 

quantificados no soro, 60 dias após a ovariectomia e 53 dias após o início da suplementação. 

O peso corporal, a microarquitectura do osso vertebral (histomorfometria-L4), as propriedades 

biomecânicas do fémur (testes de flexão), a espessura cortical, a ultraestrutura das diáfises 

da tíbia (microscopia eletrónica de varrimento), e o cálcio urinário e femoral (espectroscopia 

de absorção atómica) foram também avaliados em todos os animais. Foram ainda efetuados 

exames histológicos para pesquisa de depósitos tecidulares renais, hepáticos e vasculares 

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

 

Os resultados permitiram concluir que:  
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O suplemento de cálcio de concha de ostra e goma guar, mesmo se em doses baixas, atenuou 

a calciúria, a hipocalcemia, a diminuição da espessura do osso cortical da tíbia e a 

desmineralização do fémur, tornando-o mais rígido e resistente sem risco aparente de lesão 

ou formação de depósitos vasculares, hepáticos ou renais.  

A hiperglicemia crónica aumenta a formação de colagénio, e altera a ultraestrutura do osso 

cortical tornando-o mais resistente à fratura apesar de diminuir o seu teor em cálcio, na 

presença ou ausência de estrogénios.  

A suplementação com cálcio e goma guar preserva a ultraestrutura do osso cortical e atenua 

a diminuição da espessura do osso trabecular nos animais ovariectomizados com 

hiperglicemia crónica. Contudo, não foi possível comprovar o efeito da goma guar, nas doses 

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

 

Palavras-chave: Osteoporose, osso cortical/trabecular, goma guar, cálcio da concha de 

ostra, diabetes tipo 2, hiperglicemia crónica 
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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 I (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.  
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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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nm  Nanómetro  
OP Osteoporose - (Osteoporosis)  
OPG Osteoprotegrina - (Osteoprotegerin)  
OVX Ovariectomizado - (Ovariectomized)  
P1NP Propéptido N-terminal do procolagénio tipo I - (N-terminal propeptide of 

type 1 procollagen). 
23 

PA Pró-análise  
Pb Chumbo  
pg/mL Picograma/mililítro  
ppm parte por milhão  
PTH  Hormona paratiróide - (Parathyroid hormone)  
RANK Receptor de ativação do fator nuclear KB - (Receptor Activator of Nuclear 

Factor Kappa B) 
 

RANKL Receptor de ativação do fator nuclear KB-ligando – (Receptor Ativator of 
Nuclear Factor Kappa B - Lingand) 

 

s  Segundos  
S Suplementado  
sc  Subcutâneo  
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SEM   Scanning Electron Microscopy  
Sham  Controlo  
Sn  Estanho  
SPSS Statistical package for social Sciences Manager  
STZ Estreptozotocina - (Streptozotocin)  
Tb.Sp Separação trabecular  
Tb.Th  Espessura trabecular  
UK  Reino Unido - (United Kingdom)  
UV Ultravioleta  
WHO Organização mundial da saúde - (World Health Organization)  
Zn  Zinco  
Δl  Deslocamento  
Ε Extensão  
λ  Lambda - (medida do comprimento de onda)  
μg/Kg Micrograma/quilograma  
μg/L Micrograma/Litro  
μg/mL  Micrograma/mililítro  
σ  Tensão  
σced  Tensao de cedência  
σult Utimate stress  
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1. Introdução 

1.1. Tecido ósseo 

1.1.1. Caracterização 

O osso é um tecido dinâmico que sofre uma adaptação contínua ao longo da vida para 

alcançar e preservar o tamanho do esqueleto, forma e integridade estrutural e regular a ho-

meostase mineral (Sagalovsky, 2013). As fibras do osso são maioritariamente compostas por 

colagénio tipo 1 impregnada de mineral na forma de hidroxiapatite. A integridade funcional e 

a força do esqueleto estão mantidas por estas estruturas altamente reticuladas (Wheater, 

2013). A mineralização da matriz confere a este tecido uma extrema dureza, permitindo-lhe 

desempenhar importantes funções de sustentação e proteção. Além de contribuir para a forma 

do corpo, os ossos exercem várias outras funções importantes: suporte, proteção, movimento, 

armazenamento de minerais e de fatores de crescimento e formação de células sanguíneas. 

O osso é um reservatório para minerais, principalmente cálcio e fósforo. Os minerais armaze-

nados são libertados na corrente sanguínea quando necessário para serem distribuídos a 

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

O osso contém componentes orgânicos e inorgânicos. A extrema rigidez do tecido ósseo 

é resultado da interação entre o componente orgânico e o componente mineral da matriz. 

Seus componentes orgânicos básicos incluem as células (osteogénicas, osteoblastos, osteó-

citos e osteoclastos) e o osteoide, a parte orgânica da matriz (Marieb & Hoehn, 2008). O 

osteoide, que forma aproximadamente um terço da matriz, inclui a substância fundamental 

amorfa, formada por proteoglicanos e as fibras glicogénicas, ambos sintetizados e secretados 

pelos osteoblastos. Estas substâncias orgânicas em particular o colagénio do tipo I, contri-

buem não apenas para a estrutura do osso, mas também para a flexibilidade e a grande força 

de tensão que permitem ao osso resistir ao estiramento e a torção. A resistência do osso é 

determinada por vários factores como a geometria, a composição, a dimensão e a proporção 

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

A resistência excecional e a força de tensão do osso têm sido objeto de intensas pesqui-

sas. Parece que a resistência do osso é devida à presença de ligações nas moléculas de 

colagénio ou entre elas, que se rompem facilmente sob impacto, dissipando energia para evi-

tar que a força cause uma fratura. Na ausência de trauma continuado ou adicional, a maioria 

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

O componente inorgânico do tecido ósseo, 65% da sua massa, consiste em hidroxiapatite 

inorgânica, ou sais minerais, principalmente na forma de fosfatos de cálcio presentes como 

minúsculos cristais firmemente agrupados nas fibras colagénicas e ao redor delas na matriz 
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celular. Esses cristais são responsáveis pelas características de rigidez do osso, que lhe con-

fere resistência à compressão. A osteocalcina (OC) é a proteína não colagénica mais abun-

dante, é sintetizada pelos osteoblastos e tem propriedades específicas na mineralização do 

osso (Kierszenbaum, 2012). A osteocalcina (OC) é secretada por osteoblastos maduros, con-

drócitos hipertróficos e odontoblastos, o seu gene está localizado no cromossoma 1 (1q25-

q31). É constituída por uma sequência de 49 aminoácidos cujas posições 17, 21 e 24 são 

ocupadas pelo ácido y-carboxiglutâmico (Gla) que é responsável pela fixação do cálcio e da 

hidroxiapatite na matriz extracelular o que equivale a dizer que é responsável pela efetiva 

mineralização que se verifica no tecido ósseo. (Avolio, Brandão, Oliveira, Costa & Alonso, 

2008). A osteocalcina (OC) tem sua síntese estimulada pela 1,25 dihidroxivitamina D3 (calci-

triol) sendo que a vitamina K1 constitui um cofator essencial para que ocorra a y-carboxilação 

pós-traducional do resíduo glutamil que formará os resíduos y-carboxiglutamil. Este processo 

permitirá a mineralização da matriz depositada (Avolio, Brandão, Oliveira, Costa & Alonso, 

2008). 

Estudos in vitro e in vivo, indicam ainda, ter participação no recrutamento e diferenciação 

osteoclástica mas outras funções ainda precisam ser esclarecidas. 

Os níveis séricos de osteocalcina são significativamente influenciados pelo sexo, idade e 

função renal.  

No osso in vivo; 25% do peso é atribuído a água; cerca de 85% da água distribui-se na 

matriz orgânica e 15% nos canais e cavidades das zonas calcificadas (Canhão, 2007). A ma-

triz extra celular é mineralizada logo após a sua deposição. O tecido ósseo cortical e o tecido 

ósseo esponjoso possuem os mesmos elementos constitutivos quanto a células e matriz ós-

sea tendo, no entanto, importantes diferenças estruturais e funcionais (Kierszenbaum, 2012). 

1.2. Estrutura e composição celular  

Morfologicamente o osso está caracterizado como trabecular (esponjoso) ou cortical (com-

pacto). Funcionalmente o osso esponjoso está mais associado com a capacidade metabólica 

do que o osso cortical, enquanto o osso cortical em geral, proporciona maior força mecânica 

(Downey & Siegel, 2006). 

O osso compacto ou cortical é constituído por várias unidades microestruturais, os siste-

mas de Havers ou osteons, que se distribuem de forma circular, à volta do canal de Havers. 

Cada osteon é formado por várias lamelas intersticiais concêntricas. Perpendicularmente aos 

canais de Havers distribuem-se os canais de Volkmann, fundamentais para a vascularização 

do osso. Entre os sistemas de Havers, existe uma camada fina, de matriz não mineralizada, 

que se denomina linha cimentada. Estas zonas são fundamentais para manter íntegras as 
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propriedades do osso, na adaptação e resposta a cargas e microtraumatismos. Nalgumas 

situações patológicas, a espessura e a extensão dessa camada pode aumentar ou diminuir 

como por exemplo na osteomalácia, raquitismo, calo ósseo fraturário ou doença óssea de 

Paget (Canhão, 2007). 

O osso esponjoso ou trabecular é formado por delgadas trabéculas, constituídas por 

lamelas ósseas, na sua maioria paralelas entre si, delimitando amplas cavidades intercomu-

nicantes ocupadas, no osso vivo, por medula óssea (Marieb & Hoehn, 2008; Kierszenbaum, 

2012). As trabéculas estão organizadas sob a forma de uma rede tridimensional, seguindo 

sempre as linhas das forças mecânicas, disposição que confere ao osso esponjoso uma ótima 

resistência às cargas transmitidas pelas superfícies articulares. 

A superfície de corte do tecido ósseo compacto aparece sólida e bastante homogénea, 

ao passo que o tecido ósseo esponjoso tem a aparência de uma esponja (Fig.1.01). Nos 

ossos longos, como o fémur, o corpo ou diáfise consiste em osso compacto formando um 

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

As extremidades dos ossos longos, chamadas de epífises, consistem em osso espon-

joso revestido por uma fina camada de osso compacto. Durante o crescimento do indivíduo, 

as epífises são separadas da diáfise por uma placa epifisária cartilaginosa, conectada à diá-

fise por osso esponjoso. Uma delgada região de transição, chamada de metáfise, conecta a 

epífise e a diáfise (Kierszenbaum, 2012). A placa epifisária e o osso esponjoso adjacente 

representam a zona de crescimento, responsável pelo aumento do crescimento do osso em 

comprimento. 

A cavidade medular da diáfise e os espaços no interior do osso esponjoso são revestidos pelo 

endósteo, 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 composição celular é formada por quatro tipos de células: osteoblastos, osteoclas-

tos, células de revestimento que se encontram presentes na superfície óssea e osteócitos no 

seu interior mineralizado (Fig.1.02). Os osteoblastos, as células de revestimento e os osteó-

citos têm origem nas células osteoprogenitoras locais, ao passo que os osteoclastos têm ori-

gem hematopoiética (Downey & Siegel, 2006). 
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Figura 1.02 - As origens e localizações de células ósseas – Adaptado de Physical Therapy. Volume 
86. Number 1. January 2006. 

1.2.1. Osteoblastos 

Osteoblasto ou célula formadora do osso origina-se de um precursor mesenquimatoso 

do estroma da medula óssea (McPhee & Ganong, 2007). Os osteoblastos são células alta-

mente polarizadas: eles depositam osteoide, a matriz orgânica não mineralizada do osso, ao 

longo da interface osteoblasto-osso. Os osteoblastos iniciam e controlam a mineralização sub-

sequente do osteoide. Seus produtos específicos são o colagénio tipo I, osteocalcina, osteo-

pontina e sialoproteina óssea. Além disso, os osteoblastos produzem fatores de crescimento, 

em particular os membros da família de proteínas morfogenéticas ósseas, com atividades 

osteoindutivas (Kierszenbaum, 2012). Quando a formação óssea está completa, os osteoblas-

tos achatam-se e transformam-se em osteócitos. 

1.2.1.1. Diferenciação dos osteoblastos em osteócitos 

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

células musculares, adipócitos, fibroblastos e condroblastos. 

 Dois genes osteoblasto-específico controlam a diferenciação da progénie osteoblás-

tica: Cbfa1/Runx2 (para a família do fator de ligação-centro/proteína homeodomínio runt2) que 

codifica um fator de transcrição que induz a diferenciação dos osteoblastos e controlam a 

expressão de osteocalcina, O Cbfa1/Runx2 é o mais precoce e específico indicador de osteo- 

génese, a sua expressão é induzida pela BMP7 (família de proteínas morfogénicas ósseas), 

e é seguida pela expressão de osteocalcina e osteopontina. A osteocalcina é uma proteína 
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secretora específica, que só se expressa nos osteoblastos terminalmente diferenciados, sob 

o controlo do Cbfa1/Runx2 (Kierszenbaum, 2012; Canhão, 2007). 

1.2.2. Osteócitos 

Os osteócitos são células muito ramificadas, com o seu corpo ocupando pequenos 

espaços entre lamelas, chamados de lacunas. Pequenos canais, os canalículos, percorrem 

através das lamelas e interconectam as lacunas vizinhas. Os processos celulares adjacentes, 

encontrados no interior dos canalículos, são conectados por junções comunicantes. Os nutri-

entes difundem-se a partir dos vasos sanguíneos vizinhos, localizados no interior do canal 

haversianos, através dos canalículos das colunas. A densa rede de osteócitos depende não 

somente da comunicação intracelular através das junções comunicantes, mas também da 

mobilização de nutrientes e de moléculas de sinalização ao longo do ambiente extracelular, 

facilitada pelos canalículos que percorrem lacuna a lacuna. A vida de um osteócito depende 

desse processo de difusão dos nutrientes, e a da matriz óssea depende dos osteoides. Os 

osteócitos podem permanecer vivos por anos se o fornecimento vascular for contínuo (Ki-

erszenbaum, 2012). A presença de lacunas vazias no osso em envelhecimento sugere que 

os osteócitos podem sofrer apoptose, provavelmente causada pela ruptura de suas junções 

comunicantes intercelulares ou interações matriz-célula. A apoptose dos osteócitos que 

ocorre em situações de deficiência de estrogénios, corticoterapia, envelhecimento e após 

agressão do osso, associa-se à perda de resistência, mesmo antes da perda de massa óssea 

ser detetada (Canhão, 2007). O tratamento com estrogénios e bifosfonatos pode ajudar a 

prevenir a apoptose dos osteoblastos e osteócitos, e a manter a resistência do osso (Clarke, 

2008).  

1.2.3. Osteoclastos 

 Os osteoclastos são células gigantes multinucleadas especializadas na reabsorção 

óssea. Os osteoclastos são células diferenciadas que se originam continuamente a partir de 

precursores hematopoiéticos da linhagem monocítica e não se dividem. A formação de oste-

oclastos requer fatores de crescimento hematopoiéticos, como o fator estimulador das colo-

nias dos macrófagos (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 solúvel, a osteoprotegerina (OPG), que se liga ao ligando do receptor do 

fator nuclear kapa B (RANKL), impedindo, dessa forma, a sua interação com o recetor ativador 

do fator nuclear kapa B (RANK), interrompendo a diferenciação e ativação dos osteoclastos 
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(Fig.1.03). Conforme os osteoclastos amadurecem, adquirem a capacidade de produzir enzi-

mas específicas e finalmente fundem-se para constituir a célula multinucleada madura. O pro-

cesso de maturação é acelerado por hormonas de reabsorção óssea, como a paratormona 

(PTH) provavelmente por meio dos seus efeitos no sistema RANKL/OPG (McPhee & Ganong, 

2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.03 - Regulação da Osteoclastogénese pelo ligando receptor ativador de NF-kB (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 o osso, o osteoclasto móvel pousa sobre uma superfície óssea e sela 

uma área, formando um anel adesivo, no qual as integrinas celulares se ligam fortemente às 

proteínas da matriz óssea. Tendo isolado uma área da superfície óssea, o osteoclasto desen-

volve sobre a superfície uma estrutura de membrana plasmática intensamente invaginada, 

chamada de borda pregueada, uma organela distinta, que, porém, age essencialmente como 

um enorme lisossoma, dissolvendo os minerais dos ossos secretando ácido sobre a superfície 

óssea isolada e, simultaneamente, fragmentando a matriz óssea pela secreção de colagenase 

e catepsina.  

 

1.3. Estrutura e composição mineral  

 A porção inorgânica do osso é formada principalmente por cristais de hidroxiapatite, 

Ca10 (PO4)6(OH)2 que se depositam sobre a matriz de colagénio do osso. Estes sais que são 

semelhantes nas suas propriedades físicas ao mármore, apresentam uma grande força de 
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compressão, dureza e rigidez. Estes cristais depositam-se sobre as fibras de colagénio e com-

põem a matriz interna mineralizada do osso. No nível seguinte estas fibrilas têm um arranjo 

lamelar que contem fibras unidirecionais dispostas em vários ângulos e nas diferentes cama-

das ou como um bloco de fibrilas orientadas de forma aleatória (Bartel, Davy, & Keaveny, 

2007). Estas lamelas podem organizar-se em anéis concêntricos á volta de um canal de Ha-

vers que inclui vasos sanguíneos, nervos e células ósseas, constituindo o osteon, a unidade 

óssea do osso cortical. O osteon é continuamente quebrado e substituído pela ação de vários 

tipos de células num processo designado por remodelação óssea. O osso cortical é constitu-

ído por uma microestrutura que lhe confere maior resistência à compressão do que à tensão 

e cujo módulo elástico e de força pode variar bastante em resultado da variabilidade da sua 

porosidade, que tem tendência a aumentar com a idade. Sendo a porosidade a principal dife-

rença entre o osso cortical e o osso trabecular. No homem, o osso cortical apresenta-se muito 

menos poroso (5-30%) do que o osso trabecular (60-95%), o que lhes confere propriedades 

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

 

1.4. Metabolismo do tecido ósseo  

 O tecido ósseo é um tecido dinâmico e ativo, que está em constante modificação, atra-

vés dos mecanismos de crescimento, modelação e remodelação óssea. A modelação óssea 

é a responsável pela arquitetura óssea, que envolve forma, tamanho, quantidade e disposição 

estrutural de seu tecido, obedecendo a estímulos mecânicos externos e não mecânicos locais 

e sistémicos. As alterações na forma e no tamanho do osso tendem a desaparecer com a 

paragem do crescimento ósseo, as mudanças na sua estrutura microscópica persistem ao 

longo da vida (Aires, 2008).  

 A remodelação óssea é um processo fisiológico que mantém a integridade do esque-

leto removendo o osso velho e substituindo por uma matriz jovem (Sagalovsky, 2013). A re-

modelação óssea é um dos principais mecanismos envolvidos na manutenção do equilíbrio 

do cálcio no fluído extracelular. As células responsáveis pela reabsorção do osso são os os-

teoclastos e, pela formação, os osteoblastos. A paratormona (PTH) é a principal hormona 

envolvida na ativação destas células (Aires, 2008). Os fenómenos que levam à ativação ainda 

são pouco conhecidos. Tanto os estímulos sistémicos (PTH) como os locais (microfraturas) 

podem iniciar o processo de ativação da remodelação óssea (Aires, 2008). O osso é então 

reabsorvido pelos osteoclastos e formado na mesma região pelos osteoblastos. Quando a 

formação óssea está completa, os osteoblastos achatam-se e transformam-se em osteócitos.  

 A remodelação óssea é um processo contínuo, caraterizado pela sequência de ati-

vação, reabsorção, reversão e formação (Fig.1.04). A remodelação pode desenvolver-se de 
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forma aleatória mas também pode ocorrer seletivamente nas áreas que precisam de repara-

ção. O seu propósito é estabelecer um ponto ideal de resistência óssea com a reparação de 

lesões microscópicas (denominadas microfissuras) e manter a homeostasia do cálcio. (Ki-

erszenbaum, 2012). Existem duas formas de remodelação óssea: a remodelação do tecido 

ósseo cortical (tecido ósseo compacto) que consiste na reabsorção de sistemas de Havers 

antigos, que ocorre dentro do osteon, seguida pela organização de novos sistemas de Havers, 

e a remodelação óssea trabecular que ocorre na superfície do osso. A superfície endosteal 

trabecular é remodelada por um mecanismo semelhante ao da remodelação óssea cortical. 

(Kierszenbaum, 2012).  

 

 

 

 

 

  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.04 - Processo de remodelação óssea  
Adaptado de: (http://www.york.ac.uk/res/btr/Image%20Library/Bone%20remodelling.jpg 
 
 

A ativação envolve o recrutamento e a ativação de monócitos-macrófagos precursores 

mononucleares osteoclásticos da circulação, elevação do endósteo que contém as células de 

revestimento e fusão de múltiplas células mononucleares para formar pré-osteoclastos multi-

nucleados. Os pré-osteoclastos fundem-se com a matriz óssea via interação entre os receto-

res de integrina das suas membranas celulares e os resíduos peptídicos da matriz proteica 

que contêm (arginina, glicina e asparagina) de modo a formar zonas de consolidação ao redor 

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

A reabsorção óssea mediada pelos osteoclastos ocorre aproximadamente durante 2 a 

4 semanas por cada ciclo de remodelação (Clarke, 2008).Os osteoclastos são transitoria-

mente ativos em resposta à demanda metabólica para a mobilização de cálcio do osso para 

http://www.york.ac.uk/res/btr/Image%20Library/Bone%20remodelling.jpg
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o sangue. A atividade osteoclástica é regulada diretamente pela calcitonina, pela vitamina D3 

e por moléculas reguladoras produzidas pelos osteoblastos e pelas células do estroma da 

medula óssea (Kierszenbaum, 2012). A osteoclastogénese (Fig.1.05) é desencadeada por 

duas moléculas relevantes produzidas pelos osteoblastos: (1) O fator estimulador da colonia 

de macrófagos (M-CSF) e (2) o ligando (RANKL) do fator nuclear kapa B (NF-kB) (Kierszen-

baum, 2012; Singh, Mehdi, 2012). A reabsorção óssea envolve, primeiro, a dissolução dos 

componentes inorgânicos do osso (desmineralização óssea) mediada pela H+ - ATPase (ade-

nosina fosfatase) no interior do ambiente ácido, seguida pela degradação enzimática orgânica 

(colagénio tipo I e proteínas não colagénicas) pela catepsina K, resultando na formação de 

uma concavidade rasa chamada lacuna de Howship na superfície do osso trabecular. A ação 

dos osteoclastos é antagonizada pela osteoprotegerina (OPG), secretada por células mesen-

quimatosas locais e osteoblastos, que se une ao RANKL. A fase de reabsorção é concluída 

por células mononucleares depois da apoptose dos osteoclastos multinucleados (Kierszen-

baum, 2012; Clarke, 2008). 

         
Figura 1.05 - Regulação Celular da osteoclastogénese. Adaptado de Singh et al. Int J Crit Illn Inj Sci. 
2012 May-Aug; 2(2): 75–81. Doi: 10.4103/2229-5151.97271 
  

http://dx.doi.org/10.4103%2F2229-5151.97271
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Reversão – durante a fase de reversão, a reabsorção óssea transita para a formação. 

Ao completar a reabsorção óssea as cavidades de reabsorção contém uma variedade de cé-

lulas mononucleares, que incluem monócitos, osteócitos libertados pela matriz óssea e pré-

osteoblastos recrutados para iniciar uma nova formação óssea. Os sinais de ligação entre o 

fim da reabsorção e o início da formação óssea ainda são desconhecidos. Pensa-se que os 

sinais de ligação incluem fatores derivados da matriz óssea, tais como: fator de crescimento 

de transformação (TGF-β), fator de crescimento semelhante à insulina tipo 1 (IGF-1), fator de 

crescimento semelhante à insulina tipo 2 (IGF-2), proteínas ósseas morfogenéticas, e PDGF, 

ou fator de crescimento fibroblástico. A concentração de fator de crescimento de transforma-

ção (TGF-β) na matriz óssea correlaciona-se com índices histomorfométricos de remodelação 

óssea e com a osteocalcina e a fosfatase alcalina óssea séricas. O fator de crescimento de 

transformação (TGF- β) libertado da matriz óssea diminui a reabsorção dos osteoclastos atra-

vés da inibição da produção de RANKL pelos osteoblastos. Tem sido ainda proposto que a 

inversão de fase possa também ser mediada pelo gradiente de tensão nas lacunas (Clarke, 

2008). 

A fase de formação óssea leva 4 a 6 meses a completar-se. Os osteoblastos sintetizam 

nova matriz orgânica de colagénio tipo 1 e outras proteínas da matriz óssea; osteopontina, 

osteocalcina, fosfatase alcalina óssea e sialoproteina óssea, e regulam a mineralização da 

matriz pela libertação de pequenas lacunas da matriz ligada à membrana que concentram 

cálcio e fosfato e destroem enzimaticamente inibidores da mineralização tais como pirofosfato 

ou proteoglicanos. Os osteoblastos que estão em volta da matriz ou dentro dela transformam-

se em osteócitos com uma extensa rede canicular que os liga à superfície das células de 

revestimento, aos osteoblastos, e aos osteócitos e são mantidos por uma junção de lacunas 

entre os processos citoplasmáticos que se prolongam a partir dos osteócitos. Na fase final de 

formação óssea a maior parte dos osteoblastos entram em apoptose (50% a 70%), os restan-

tes diferenciam-se em osteócitos ou em células de revestimento (Clarke, 2008). Os osteócitos 

são sensíveis às forças mecânicas, podem reabsorver o osso adjacente, promovem a mine-

ralização e inibem a formação óssea mediante a secreção de esclerostina, que afeta a via de 

sinalização WnT dos osteoblastos (Gallagher, 1980). Após a fase da formação, começa a fase 

de repouso até à próxima remodelação óssea. 

Os processos de formação e reabsorção óssea são acoplados e dependentes, e o 

predomínio de um sobre o outro resulta em ganho ou perda de massa óssea. Os marcadores 

de remodelação podem ser subdivididos em marcadores de formação e de reabsorção óssea, 

produzidos pelos osteoblastos e osteoclastos, respetivamente. (Saraiva & Lazaretti-Castro, 

2002). Os marcadores de formação óssea são ou subprodutos de osteoblastos ativos, expres-

sos durante as várias fases do seu desenvolvimento, ou enzimas osteoblásticas. 
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 Os marcadores de formação óssea mais amplamente usados são medidos no soro ou 

plasma, e incluem, a fosfatase alcalina específica do osso (BSAP), a osteocalcina e o propép-

tido amino ou carboxiterminal do pró colagénio tipo I (P1NP, P1CP). (Wheater et al., 2013). 

 A maior parte dos marcadores de reabsorção óssea são produtos de degradação do 

colagénio ósseo, sendo a exceção a fosfatase ácida tartarato-resistente (TRAP5b). Incluem 

como exemplos, o carboxiterminal e amino-terminal do colagénio tipo I (CTX e NTX), sendo o 

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

Em condições normais, no adulto, a formação óssea é equivalente á reabsorção. Mas 

na menopausa devido à falta dos efeitos dos estrogénios, aumenta a quantidade de cavidades 

de reabsorção que não são totalmente preenchidas por osso novo, o que determina uma nítida 

perda de osso. Este desequilíbrio é maior nos primeiros cinco anos após a menopausa. Um 

possível mecanismo de ação dos estrogénios nestes processos será a estimulação da produ-

ção de OPG que bloqueia as ações do RANKL. (Gallagher, 1980) 

1.5. A Osteoporose 

 Como processo patológico, a osteoporose provoca uma diminuição da densidade ós-

sea, fator fundamental que contribui para um maior risco de fratura. Como definição recomen-

dada de acordo com a conferência de consenso de 1991, “Osteoporose é uma doença carac-

terizada por baixa massa óssea e deterioração da microarquitetura do tecido ósseo, condu-

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

E segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS): A osteoporose é um transtorno no qual 

se produz uma redução da massa óssea sem mudanças percetíveis na relação entre os ele-

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

 A osteoporose é tradicionalmente classificada como primária ou secundária. O termo 

osteoporose primária aplica-se à perda óssea associada ao processo de envelhecimento e, 

nas mulheres, às perdas adicionais relacionados com a menopausa. A osteoporose pós-me-

nopausa é caracterizada por uma diminuição progressiva da massa óssea que começa na 

menopausa devido à deficiência em estrogénios, o que ocasiona maior reabsorção óssea. A 

osteoporose secundária, por sua vez, é causada ou agravada pela exposição a outras doen-

ças ou terapêuticas (Cunha, 2005; Carvalho, 2012). Em ambas as situações, independente-

mente da causa principal da osteoporose, outros fatores podem agravar a perda óssea, tais 

como: deficiência de vitamina D, hiperparatiroidismo secundário e também a hipercalciúria 

(Carvalho, 2012). 

 Para fins de diagnóstico a Organização Mundial da Saúde (OMS/WHO) definiu osteo-

porose com base na densidade mineral óssea (DMO), avaliada por absorção de raio x de 



14 
 

dupla energia (DXA), comumente expressa pelo T-score. Assim, um T-score maior ou igual a 

-2,5 desvios padrão abaixo do pico médio de massa óssea, define a osteoporose (Lewiecki, 

2004; OMS, 1994). A densidade mineral óssea (DMO) inicia o seu declínio por volta dos 30 

anos de idade, altura em que se atinge o pico médio de massa óssea do adulto (Tabela 1.01). 

Tabela 1.01 - Classificação da densidade mineral óssea (OMS). 

Classificação T - Scores 

Normal T ≥-1.0  

Osteopenia                         Entre -1 e - 2,5  

Osteoporose T ≤ -2,5  

Osteoporose severa T ≤ -2,5 + fratura de fragilidade  
 

A classificação da OMS baseia-se em dados epidemiológicos em mulheres caucasianas pós-menopáu- 
sicas com DMO medidos na coluna, na anca, e no punho. A prevalência de osteoporose neste grupo é 
de cerca de 30% (Lewiecki, 2004). 

 

A osteoporose é um problema global de saúde,  caracterizado por redução na DMO 

com o aumento da porosidade e da susceptibilidade  a fraturas (Wongdee & Charoenphandhu, 

2011).O desenvolvimento da osteoporose é estimulado pelo baixo nível de estrogénio e por 

outros fatores (Lewiecki, 2004). Ela pode ser causada pela aceleração da reabsorção óssea 

e/ ou desaceleração da formação óssea. Clinicamente, a osteoporose geralmente resulta de 

uma combinação de deficiência de estrogénio pós-menopausa e de perda óssea relacionada 

com a idade. A perda óssea irreversível pode resultar de um desequilíbrio entre as atividades 

de osteoclastos e osteoblastos, isto é, a reabsorção óssea aumentada e/ ou a formação óssea 

suprimida, resultando num desacoplamento que pode prolongar a duração do ciclo de 

remodelação óssea. 

Independentemente da etiologia, a osteoporose é iniciada pelo desacoplamento da 

formação e reabsorção óssea (Wongdee & Charoenphandhu, 2011). A nível molecular, a re-

absorção óssea aumentada e a osteoporose geralmente resultam, em parte, do excesso de 

produção de RANKL e de outras citocinas/mediadores que regulam a diferenciação e a função 

dos osteoclastos. Estes incluem a ciclooxigenase-2 (Cox-2), a prostaglandina (PG) E2, o fator 

de necrose tumoral (TNF)-α, as interleucinas (IL)-1, IL-6 ou IL-11, os quais conduzem todos 

ao recrutamento e diferenciação dos pré-osteoclastos. Assim, quanto maior for o aumento dos 

níveis destas citocinas osteoclastogénicas, maior será a progressão da perda óssea 

(Wongdee & Charoenphandhu, 2011). 
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1.5.1. Fatores de risco de osteoporose 

 

Vários estudos foram realizados no sentido de estabelecer os principais fatores de 

risco para a osteoporose, entre eles destacam-se: a idade, o sexo, o uso de glicocorticóides, 

a osteoporose secundária, a história familiar,a fratura prévia por fragilidade, o baixo índice de 

massa corporal, o tabagismo, a inatividade física, o excesso de consumo de álcool, (Lewiecki, 

2004; WHO, 2004; Wongdee & Charoenphandhu, 2011). Para além disso, outras condições 

patológicas, particularmente o hiperparatiroidismo e a diabetes mellitus tipo 1 (DM1), são tam-

bém fatores de risco para a perda óssea osteoporótica (Wongdee & Charoenphandhu, 2011). 

 

1.5.1.1. Diabetes mellitus e microestrutura óssea (Metabolismo ósseo) 

 A diabetes mellitus é uma doença crónica há muito associada com inúmeras compli-

cações, a longo prazo, que afetam principalmente os seguintes órgãos: olhos, rins, coração e 

sistema nervoso. Apenas recentemente dados indicam que a diabetes mellitus está relacio-

nada com complicações na estrutura esquelética. Na verdade, com a diabetes mellitus parece 

dar-se uma alteração na qualidade óssea, ou seja, nas características materiais e estruturais 

do tecido ósseo; alterações estas que poderão estar diretamente relacionadas com a hiper-

glicemia crónica.  

Relativamente ao metabolismo ósseo em diabéticos, verificaram-se resumidamente as 

seguintes evidências:  

a) Em modelos pré-clínicos (Karim, Tang, Sroga, & Vashishth, 2013). 

 Diminuição na remodelação e na formação óssea em ratos com DM1 indu-

zida por streptozotocina (STZ); 

 Produtos finais de glicação avançada (AGES) acumulados no colagénio ori-

ginando derivados da glucose nas ligações cruzadas entre as fibras; 

 Ossos com mais microfissuras e diminuição da resistência a fraturas;  

 Os AGES suprimem a reabsorção osteoclástica e a remodelação óssea. 

 

b) Em modelos clínicos (Ardawi et al.,2013; Yamamoto, Yamaguchi, Nawata, Yamau-

chi, Sugimoto, 2012). 

 A diabetes mellitus tipo 2 (DM2) aumenta o risco de fratura apesar dos 

valores elevados de índice de massa óssea (IMO) e densidade mineral 

óssea (DMO) elevada ou normal; 

 Redução da remodelação óssea e redução desproporcional na formação 

óssea em doentes com DM2; 
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 Baixa osteocalcina sérica (OC), P1NP e tendência a diminuir os níveis de 

PTH; 

 Os níveis dos marcadores de reabsorção óssea em DM2 são menos con-

sistentes, com os dados mostrando reduzida ou nenhuma diferença; 

 Estudos histomorfométricos de cristas ilíacas mostram redução da forma-

ção óssea em pessoas com DM2; 

 Baixos níveis de IGF-1; 

 Níveis séricos de carboxi-metil-lisina (AGE) associados ao maior risco de 

fratura na anca. 

 A diabetes mellitus (DM) tem sido associada a doenças ósseas metabólicas tais como 

osteoporose e a fraturas de baixo impacto, bem como a outras situações relacionadas, inclu-

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

 No entanto, as alterações ósseas 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 ausência total 

de produção de insulina, que leva a hiperglicemia nos jovens. De acordo com Wongdee & 

Charoenphandhu (2011), além das habituais complicações neurovasculares, ambos os doen-

tes masculinos e femininos com DM1 manifestam baixa densidade mineral óssea na anca, 

colo do fémur e coluna vertebral, o que pode eventualmente levar a um aumento da incidência 

de fraturas ósseas. Em contraste, os dados sobre as alterações esqueléticas na DM2, ou DM 

não insulinodependente, parecem conflituosos, e a explicação exata ainda é 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 óssea no colo do fémur com baixa prevalência 

de fraturas vertebrais. Da mesma forma, Petil et al., (2010) relatou uma maior DMO em doen-

tes com DM2 quando comparados com voluntários não diabéticos da mesma idade. Em con-

traste, vários 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 indivíduos normais da mesma idade. 

Além disso, tem sido relatado um aumento do risco de fraturas em vários locais, incluindo a 

coluna vertebral e anca, nos doentes com DM2. No entanto, essas fraturas e quedas poderão 

resultar de insuficiências visuais (a partir de retinopatia diabética e catarata), do desequilíbrio 

da marcha (a partir da neuropatia periférica) e/ou do excesso de peso, os quais são caracte-

rísticas clínicas comuns na DM2. A neuropatia diabética periférica na DM2 também pode levar 
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à destruição local dos ossos que suportam o peso em volta das articulações (especialmente 

no tornozelo e no pé), conhecida como osteoartropatia de Chacot, o que pode causar dor, 

fraturas e deformação da articulação. 

 A DM1 com níveis baixos ou ausentes de Insulina e de IGF-1 em circulação, ocorre 

geralmente em crianças antes de atingirem o pico de massa óssea, enquanto a DM2 é mais 

comum em adultos que já atingiram o pico de massa óssea. Assim, a DM1 e a DM2 induzem 

complicações ósseas de diferentes magnitudes. Especificamente, em ambos os sexos, a 

DMO do fémur proximal parece ser significativamente menor no DM1 do que no DM2. Esta 

diferença pode ser devida ao facto dos doentes com DM1 não terem insulina, que é um fator 

osteogénico capaz de estimular a proliferação dos osteoblastos. Alternativamente, o tempo 

de progressão da doença 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 incidência de fraturas da anca uma das mais comuns fraturas osteoporóticas, 

aumentou apenas ao longo de 10 anos, e não se correlacionou com a obesidade ou tratamen-

tos prolongados da DM2. No entanto, outros fatores, incluindo a idade avançada, fratura an-

terior e utilização a longo prazo de corticoides, podem também predispor doentes com DM2 

para osteoporose e fratura de baixo impacto, enquanto a atividade física, o exercício e o índice 

de massa corporal elevado são protetores. 

Por outro lado, de acordo com os vários estudos referenciados por Moreira & Dempster 

(2015), verificou-se que doentes com DM1 e DM2 apresentavam um aumento da fragilidade 

óssea, que parece ser independente da DMO, visto que nos doentes com DM2 em geral, a 

densidade mineral óssea era normal, enquanto nos doentes com DM1 a DMO era baixa, o 

que pode contribuir para o aumento do risco de fraturas. A este respeito, o estudo analisou a 

resistência material óssea utilizando um teste de microidentificação in vivo, e demonstrou que 

as mulheres pós-menopausa com DM2 apresentavam menor resistência óssea, e, portanto, 

propriedades materiais ósseas comprometidas, que foram correlacionadas negativamente 

com a hemoglobina glicada (Hb A1c). Estes resultados sugerem que o aumento do risco de 

fratura em diabéticos possa estar relacionado com uma pobre qualidade óssea, levantando 

questões quanto à ultraestrutura óssea, às propriedades mecânicas do osso e à remodelação 

óssea nestes doentes.  

Num outro estudo Armas, Akhter, Drincic, & Recker, (2012), em que se realizaram 

medições histomorfométricas e por micro-CT em 18 doentes com DM1 com uma duração da 

doença de 15 anos, cinco dos indivíduos tinha um histórico de fraturas de fragilidade. Este 

grupo tinha um controlo razoável da glicemia, com a metade dos indivíduos a apresentarem 



18 
 

níveis de HbA1c inferiores a 7%. As biópsias ósseas foram comparadas com os dos controlos 

de mesma idade. No geral, não houve diferenças significativas entre doentes com DM1 e os 

controlos nos parâmetros estruturais medidos pelas duas técnicas. No entanto, os indivíduos 

com fraturas, tinham tendências estruturais e dinâmicas diferentes dos indivíduos não fratu-

rados em ambos os métodos de análise, 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 óssea. Além disso, os doentes com fraturas demonstraram uma tendên-

cia para uma diminuição dos parâmetros de remodelação óssea do que aqueles sem fraturas, 

mas a única diferença estatisticamente significativa foi um menor tempo para ocorrer a mine-

ralização óssea nos doentes com DM1.  

No entanto, um estudo histomorfométrico em DM2 (Leite Duarte, & da Silva, 1996), 

demonstrou uma diminuição significativa nos parâmetros estruturais cortical e esponjoso (Por 

exemplo, volume ósseo e espessura cortical) em 26 doentes diabéticos (50-89 anos de idade), 

quando comparados com os controlos. Estas deficiências estruturais foram acompanhadas 

por uma diminuição na formação óssea, como indicado pela superfície 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 

que os parâmetros de remodelação óssea (por exemplo, a superfície de mineralização, taxa 

de aposição mineral e taxa de formação óssea) foram significativamente menores nos DM2 

do que nos controlos, sugerindo uma disfunção osteoblástica. Um estudo recente também 

referenciado por Moreira & Dempster, (2015), que mostra uma diminuição dos parâmetros de 

formação óssea baseados em tetraciclina em indivíduos com diabetes tipo 2 (com idades en-

tre 58 ± 6 anos), em comparação com controlos pareados por idade. Marcadores bioquímicos 

de formação e reabsorção óssea também foram menores nos pacientes diabéticos do que 

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

Outros estudos demonstraram também uma redução dos marcadores ósseos acompanhados 

por baixos níveis circulantes de PTH (Yamamoto, Yamaguchi, Nawata, Yamauchi, Sugimoto, 

2012; Garcia-Martin, et al., 2012; Gennari, 2012). Além disso, uma combinação 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 canônica 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, níveis reduzidos de IGF-1 foram também associados com fraturas vertebrais em mulhe-

res pós-menopausa com DM2 (Ardawi, et al., 2013). 



19 
 

Para além da alteração na microestrutura óssea e na remodelação demonstrada pela 

histomorfometria óssea, a matriz óssea na diabetes parece ter propriedades materiais com-

prometidas devido à acumulação de produtos finais de glicolisação avançada (AGEs). A dimi-

nuição da resistência do osso tem sido associada com a acumulação dos AGEs, que ocorre 

como um resultado da hiperglicemia e do envelhecimento. A este respeito, um aumento na 

pentosidina urinária (produto final da glicação – AGEs) 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 investigações clíni-

cas a este respeito em doentes com DM2, concentravam-se principalmente nas mudanças do 

osso trabecular, contudo as investigações mais recentes procuraram estudar as alterações 

corticais e as propriedades mecânicas do osso. Ao utilizar técnicas mais avançadas, tais como 

a tomografia computadorizada de alta resolução em 3 dimensões e a microidentação verifi-

cou-se que a DM2 afetou negativamente a resistência óssea, apesar da presença relativa-

mente alta da DMO. Vários estudos transversais em doentes com DM2 usando tomografia 

computadorizada quantitativa periférica de alta resolução (HR-pQCT) e ressonância magné-

tica (MRI) revelaram consistentemente defeitos da qualidade do osso cortical e trabecular o 

que aumentaria o risco de fratura. Farr, Drake, Amin, Melton III, McCready, & Khosla, 2014, 

avaliando a qualidade do osso com HR-pQCT em 30 doentes com DM2 na pós-menopausa, 

no radio distal e na tíbia distal evidenciaram uma menor espessura cortical em doentes com 

DM2 do que nos controlos não diabéticos, enquanto o teste de microidentificação óssea mos-

trou uma menor resistência material óssea (BMS) em doentes com DM2. Além disso, a quali-

dade do osso do rádio avaliada por ressonância magnética (MRI), mostrou a existência de 

cavidades da rede trabecular sendo aproximadamente 10% maior em doentes com doentes 

com DM2 na pós-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 alterações na microestrutura óssea em doentes com DM2 na pós-menopausa 

com ou sem fraturas de rádio e da tíbia 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 superfície óssea 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 indivíduos normais (Burghardt, et al., 2010). Estes defeitos corticais foram 

muitas vezes acompanhados por propriedades mecânicas, alteradas tais como o aumento de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Farr%20JN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24123088
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Drake%20MT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24123088
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Amin%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24123088
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Melton%20LJ%203rd%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24123088
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McCready%20LK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24123088
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Khosla%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24123088
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rutura e baixa resistência à flexão óssea, que levou à redução na resistência óssea global e 

aumento do risco de fratura.  

Assim, de acordo com vários autores (Farr,  Drake, Amin, Melton III, McCready, & Khosla, 

2014; Patsch, et al., 2013; Pritchard, 2012; Burghardt, et al., 2010) citados por Wongdee & 

Charoenphandhu (2015), a DM2 compromete a microestrutura óssea por induzir de forma 

aberrante a função das células ósseas (insuficiência celular) e uma estrutura da matriz anor-

mal (imperfeição da matriz). A respeito do efeito celular, a DM2 parece estar associada ao 

aumento da apoptose dos osteoblastos, à diminuição da diferenciação osteoblástica, e a uma 

maior reabsorção óssea mediada pelos osteoclastos, que poderão resultar, em parte, da hi-

perglicemia e da resistência à insulina. A acumulação prolongada de AGEs que coexistem 

com uma diminuição na atividade da lisil-oxidase no osso pode ser causa de um alinhamento 

do colagénio e estrutura anormais, levando a uma maior fragilidade óssea. Contudo, são vá-

rios os fatores que podem contribuir para a confusão 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 diagnóstico da osteoporose diabética, pois o 

osso pode já estar danificado apesar da DMO se encontrar relativamente elevada. 

1.5.2. Prevenção e tratamento da osteoporose 

Muitas orientações têm sido publicadas sobre a gestão da osteoporose, em que as 

decisões terapêuticas se baseiam, principalmente, nos resultados da DMO avaliada por DXA, 

em combinação com a avaliação clínica dos fatores de risco que o doente apresenta (Ban-

deira, Gharib, Golbert, Griz, & Faria, 2014). Sendo que o principal objetivo da terapêutica, na 

osteoporose, é a prevenção primária ou secundária de fraturas.  

Na última década, tem sido proposta a utilização de um algoritmo (FRAXTM) que aglu-

tina os principais fatores de risco tais como a idade, o género, o índice de massa corporal 

(IMC), a fratura prévia, a história familiar de fratura de fémur, a corticoterapia prolongada, o 

tabagismo, a ingestão de mais de três unidades de álcool por dia, a osteoporose secundária 

e a artrite reumatoide, aos valores da densidade mineral óssea do colo do fémur, para identi-

ficar os indivíduos com indicação 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 decisão na-

queles indivíduos que não preenchem os critérios vigentes de indicação de terapêutica.  

O desenvolvimento dos modelos para avaliação do risco de fratura foi baseado em 

estudos populacionais prospetivos, meta-análises e revisões sistemáticas, bem como em da-

dos do centro de doenças osteometabólicas da Universidade de Sheffield, Inglaterra, em co-

laboração com a OMS. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Farr%20JN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24123088
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Drake%20MT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24123088
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Amin%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24123088
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Melton%20LJ%203rd%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24123088
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McCready%20LK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24123088
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Khosla%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24123088
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De acordo com os vários estudos efetuados, os doentes com osteoporose devem ser 

orientados para a correção dos hábitos de vida deletérios, como o tabagismo e o consumo 

abusivo de bebidas alcoólicas e café, assim como para o aumento da atividade física, a ex-

posição solar e a ingestão de alimentos ricos em cálcio e vitamina D (Pinheiro & Domiciano, 

2010; Jordan, Barry, & Murphy, 2006). Sendo que, de acordo com Pinheiro & Domiciano, 

(2010) o tratamento farmacológico estará apenas indicado para doentes com um maior risco 

de fraturas.  

Embora controversos, os exercícios físicos são de fundamental importância para a 

prevenção e tratamento da perda óssea. De acordo com a National Osteoporosis Foundation 

(NOF,2014), mulheres com osteoporose devem realizar exercícios físicos durante pelo menos 

30 minutos, três vezes por semana. Uma meta-análise de 43 ensaios clínicos aleatórios com 

4.320 mulheres pós-menopausa mostrou um efeito positivo significativo do exercício sobre a 

DMO da coluna lombar e do trocanter (Martyn-St J & Carrol, 2008). O tipo mais eficaz de 

exercício para a DMO do colo do fêmur foi o treino de resistência usando a força progressiva. 

Um programa individual combinado de mais do que um tipo de exercício foi o mais eficiente 

para a DMO da coluna lombar. 

1.5.2.1. Suplementação com cálcio e vitamina D 

Um aspeto particularmente importante, na prevenção da osteoporose é a ingestão 

adequada de cálcio e de vitamina D, sendo que a sua suplementação deve ter por base a 

quantidade destes nutrientes presentes diariamente na alimentação.  

O carbonato de cálcio (40% de biodisponibilidade) é a forma de cálcio mais usada e 

com mais evidências no que respeita à preservação da saúde óssea (Martindale, 2009). Pode, 

contudo ocasionar como efeitos secundários, desconforto digestivo, especialmente obstipa-

ção intestinal (10% a 20% dos casos) e litíase renal. O citrato de cálcio (21% de biodisponibi-

lidade) pode ser usado em doentes com intolerância ao carbonato e em indivíduos que reali-

zam ressecções gástricas ou com antecedentes de litíase renal e gastrite atrófica. Em mulhe-

res na pós-menopausa sem terapia de reposição hormonal (TRH) recomendam-se doses di-

árias de cálcio de 1200 a 1500 mg. Nas mulheres sob terapêutica de reposição hormonal, 

mulheres na pré-menopausa e homens, usam-se 1000 a 1200 mg/dia. A quantidade mínima 

e ideal para o consumo diário de cálcio é baseada no género, idade e momentos de maior 

necessidade ao longo da vida, como adolescência, lactação e climatério. Homens idosos e 

mulheres com longo tempo de menopausa necessitam de maior ingestão de cálcio dietético, 

(Tabela 1.02) devido à diminuição da absorção intestinal e à diminuição da conservação renal 

do cálcio.  
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Tabela 1.02 - Recomendação nutricional de cálcio de acordo com a faixa etária. 

             
Grupo/Idade 

 
Cálcio (mg/dia) 

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 (grávidas/lactantes) 1300 

19 – 50 anos (grávidas/lactantes) 1000 

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

 

            

As doses diárias recomendadas de ingestão de cálcio variam também consoante os 

países. Nos EU é recomendada a ingestão de 1200 mg/dia de cálcio (o que corresponde a 

3000 mg/dia de carbonato de cálcio) a mulheres a partir dos 51 anos e homens septuagená-

rios enquanto no Reino Unido e países nórdicos europeus as doses recomendadas são da 

ordem dos 800 mg (EFSA, 2015). Em Portugal é recomendado o consumo de pelo menos 

900 mg de cálcio por dia (Tavares, et al., 2007). O limite máximo de ingestão diária de cálcio 

para esta faixa etária é de 2000 mg cálcio. Uma dose diária de 800 mg obtém-se facilmente 

numa dieta equilibrada, já uma dose de 1200 mg é mais difícil ser atingida requerendo para 

tal a adição de suplemento de cálcio. No entanto, há que ter em conta que há vários fatores 

que condicionam a biodisponibilidade do cálcio; a absorção intestinal de cálcio diminui durante 

a terapêutica com corticosteróides e com antagonistas da bomba de protões, com a idade e 

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

Como o efeito dos sais de cálcio na osteoporose depende em grande parte da sua 

biodisponibilidade (Smith, Fallon, Lee,, & Finkelstein, 2004), a solução para este problema tem 

passado pelo aumento das doses e pela associação à vitamina D, sendo prática terapêutica 

a suplementação com doses de 1000 a 1200 mg de cálcio por dia.  

Vários ensaios clínicos apontam para os benefícios ósseos da suplementação com 

cálcio, associada ou não à vitamina D (Smith, Fallon, Lee,, & Finkelstein, 2004; Schoenmakers 

et al., 2013). Contudo, várias revisões sistemáticas e meta-análises levadas a cabo desde 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Van%20Staa%20TP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10841167
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leufkens%20HG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10841167
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abenhaim%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10841167
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10841167
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cooper%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10841167
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fallon%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15292315
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15292315
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Finkelstein%20JS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15292315
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fallon%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15292315
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15292315
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Finkelstein%20JS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15292315
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2010 (Schoenmakers et al., 2013; Bolland et al, 2013; Bolland et al, 2015) levantam variadas 

preocupações de segurança incluindo risco de acidentes trombóticos (coronários e cerebro-

vasculares) para doses de cálcio superiores a 805 mg/dia sugerindo uma relação risco/bene-

ficio não favorável à suplementação de cálcio. Um estudo elaborado no sul de Espanha (San-

félix-Gimenoetal, 2013) demonstra que a prescrição de suplementos de cálcio não tem habi-

tualmente em conta a quantidade de cálcio ingerida na dieta por cada individuo, realçando 

que a suplementação com cálcio é inapropriada na maioria dos casos pecando, principal-

mente, por excesso. A formulação dos suplementos de cálcio bem como a dose a utilizar para 

obter benefícios ao nível do esqueleto sem causar efeitos adversos é um assunto atual e 

importante. Aproximadamente 30% do cálcio ingerido através da dieta num adulto saudável é 

absorvido pelo intestino delgado. A absorção do cálcio faz-se por transporte ativo, que é con-

trolada pela 1,25-dihidroxivitamina D, e por difusão passiva, quando há elevada ingestão de 

cálcio. A solubilidade dos vários tipos de sais de cálcio é importante para este processo de 

absorção, uma vez que o cálcio só pode ser absorvido na forma dissolvida. No entanto, a 

solubilidade do cálcio é primariamente dependente do pH. Sendo assim, o pH do trato diges-

tivo é um fator importante neste processo de absorção. Existem variações de pH ao longo do 

trato digestivo: muito baixo no estômago (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 íleo. O 

cálcio não é absorvido no estômago, mas sim no intestino delgado e grosso (Van Der Velde, 

Brouwers, Geusens, Lems, & Van Den Bergh, 2014). No entanto, uma quantidade considerá-

vel do cálcio ingerido não é absorvida pelos intestinos e simplesmente é eliminada do corpo 

através das fezes. Para além disto, o sistema de transporte ativo que realiza a absorção do 

cálcio está sob controlo hormonal sendo este controlo o principal mecanismo regulador do 

balanço de cálcio corporal total (Van Der Velde, Brouwers, Geusens, Lems, & Van Den Bergh, 

2014). A excreção renal de cálcio é regulada por dois mecanismos principais: reabsorção 

tubular de cálcio e filtração de cálcio (Peacok, 2010). Cerca de 60% do cálcio plasmático é 

filtrado no glomérulo renal (o restante está ligado às proteínas plasmáticas), e a maior parte 

deste cálcio filtrado é reabsorvida e não há secreção tubular de cálcio. Portanto, a excreção 

urinária de cálcio é a diferença entre a quantidade filtrada e a quantidade reabsorvida. Assim, 

o controlo da excreção de cálcio é exercido principalmente sobre a reabsorção, sofrendo esta 

uma diminuição quando a concentração plasmática de cálcio aumenta, e um aumento quando 

o cálcio plasmático diminui.  

As duas principais hormonas que regulam a concentração plasmática de cálcio são a 

hormona paratiroideia (PTH - produzida pelas glândulas paratiróides) 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 glândula 

tiróide) também desempenha um papel importante, embora limitado.  

Os ossos, rins e vias gastrointestinais estão sujeitos direta ou indiretamente ao con-

trolo pela PTH. A produção desta hormona é controlada pela concentração extracelular de 

cálcio que atua diretamente sobre as células secretoras através de um recetor de cálcio na 

membrana plasmática. A diminuição da concentração plasmática de cálcio estimula a secre-

ção da PTH, e um aumento na sua concentração acarreta justamente o inverso. A PTH exerce 

assim várias ações que aumentam a concentração extracelular de cálcio, com isso compen-

sando a diminuição na sua concentração (Vander, Sherman, & Luciano, 2006).  

A regular e adequada exposição solar, de pelo menos 15 minutos ao dia, é necessária 

para a síntese cutânea da vitamina D (Pinheiro & Domiciano, 2010; NOF, 2015) que é funda-

mental para a absorção de cálcio no intestino. Atualmente, a National Osteoporosis Founda-

tion (NOF, 2015), recomenda a suplementação diária de 800-1000 UI de vitamina D em indi-

víduos com osteoporose, especialmente idosos e naqueles sujeitos a corticoterapia prolon-

gada. A suplementação é usada para a prevenção de fraturas. As principais reações adversas 

são a hipercalcemia e a hipercalciúria. 

A vitamina D desempenha um papel vital na mineralização óssea e no metabolismo 

do cálcio e do fósforo. (Kierszenbaum, 2012). Ela é considerada uma pró-hormona esteróide 

com duas formas moleculares: vitamina D3 (colecalciferol) e vitamina D2 (ergocalciferol). A 

principal fonte de vitamina D é endógena, sendo sua a produção estimulada pela exposição 

solar, podendo em menores quantidades ser obtidas a partir de alguns alimentos, como peixes 

oleosos, por exemplo o salmão e óleos de peixe, incluindo o óleo de fígado de bacalhau. 

(Holick, 2006). A vitamina D2 é formada na pele mediante a conversão do 7-de-hidrocolesterol 

em colecalciferol após a exposição à luz ultravioleta. O calciferol passa à circulação sanguínea 

e é transportado ao fígado, onde é convertido em 25-hidroxicolecalciferol pelo acréscimo de 

um grupo hidroxilo à cadeia lateral. (Kierszenbaum, 2012). Esta, por sua vez, é convertida nos 

rins pela ação da 1α-hidroxilase na sua forma biologicamente ativa, que é o1,25-dihidroxico-

lecalciferol (calcitriol). O calcitriol aumenta a absorção intestinal de cálcio, e estimula a ativi-

dade osteoclástica (Chen, 2007). A principal ação do calcitriol é estimular o transporte intesti-

nal de cálcio. No osso, o calcitriol regula diversas funções osteoblásticas, mas também esti-

mula os osteoclastos a reabsorverem osso, libertando cálcio para manter a sua concentração 

extracelular, o que resulta provavelmente da ativação da via de sinalização RANKL/RANK 

(McPhee & Ganong, 2007). O nível elevado da PTH estimula a libertação do cálcio do osso e 

a retenção de cálcio pelo rim. Além disso, o aumento na PTH, a queda no cálcio e simultane-

amente a queda no nível sérico de fosfato (tanto em razão da ingestão diminuída quanto da 
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fosfatúria induzida pela PTH) ativam a síntese renal de calcitriol. O calcitriol aumenta a fração 

de cálcio absorvida pelo intestino, elevando em seguida a sua libertação pelo osso e restabe-

lecendo o nível sérico normal (McPhee & Ganong, 2007). 

1.5.2.2. Tratamento farmacológico 

A terapia de reposição hormonal (HRT) foi um dos tratamentos mais utilizado na pre-

venção da osteoporose, na mulher, pós-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-

cação da sua utilização na prevenção da osteoporose, mudou recentemente devido á falta de 

dados relativos à redução da fratura da anca avaliados a partir da análise dos resultados de 

grandes ensaios clínicos randomizados. A Food and Drug Administration (FDA) retirou a apro-

vação dos estrógenos para o tratamento da osteoporose, mas manteve a sua indicação na 

prevenção da mesma. A terapia de reposição hormonal indicada em mulheres nos primeiros 

anos de pós-menopausa e com sintomas climatéricos é capaz de preservar a densidade ós-

sea e reduzir a incidência de fraturas não vertebrais e vertebrais. As principais contraindica-

ções são doentes com história prévia de cancro de mama ou do endométrio, antecedentes de 

insuficiência hepática ou renal, diabetes mellitus descompensada e fenómenos tromboembó-

licos.  

A HRT não tem demonstrado ter efeitos adversos definitivos sobre o metabolismo da 

glucose mas a sua utilização em mulheres com DM2, deve ser limitada a formulações de baixa 

dosagem, tal como é recomendado pela recente declaração do consenso norte-americano da 

Menopause Society (NAMS, 2011). Para os homens, a reposição androgénica, quando usada, 

demonstra uma melhoria na DMO. A reposição androgénica está contra indicada em homens 

com história de cancro da próstata. Pouco se sabe sobre os efeitos metabólicos da testoste-

rona na diabetes. 

Moduladores seletivos do recetor de estrógeno (SERMs) ligam-se com elevada afini-

dade ao recetor de estrógeno, com propriedades agonistas e antagonistas, que variam, de-

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

O Raloxifeno (RLX) é um modulador seletivo do recetor de estrógeno (SERMs), que 

tem indicações para a prevenção e tratamento da osteoporose (Jordan, Barry, & Murphy, 

2006). Preserva a densidade óssea da coluna lombar e reduz a taxa de fraturas vertebrais em 

cerca de 40%. No entanto, não previne fraturas não vertebrais, incluindo a da anca. É capaz 

de melhorar o perfil lipídico (redução do LDL- colesterol) e reduz a incidência de cancro de 

mama em 90% (Pinheiro & Domiciano, 2010). Inconvenientes desta terapia são os sintomas 

de afrontamentos da menopausa, dor mamária e sangramento vaginal e também um aumento 
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na incidência de eventos tromboembólicos (Jordan, Barry, & Murphy, 2006; Pinheiro & Domi-

ciano, 2010). Estudos recentes demonstraram que a glicémia em jejum, a hemoglobina A1c, 

e os níveis de insulina em doentes diabéticos tipo 2 não são afetados pela terapêutica com 

RLX (Andersson et al., 2002; Matsumura et al. 2010). 

Bisfosfonatos - são análogos do pirofosfato e ligam-se a cristais de hidroxiapatite na 

matriz óssea. Ocasionam inibição da reabsorção óssea pelo aumento da apoptose dos oste-

oclastos (Pinheiro & Domiciano, 2010). 

As recomendações atuais de tratamento são o uso de bisfosfonatos (BPNs), como 

resultado de inúmeros estudos clínicos que demostram reduções significativas de 50 a 70% 

nas fraturas da coluna vertebral e de fraturas não vertebrais de 30% a 50%, incluindo a da 

anca. Os BPNs administrados por via oral, como o alendronato e o risedronato têm má absor-

ção e devem por isso ser tomados em jejum, com água, e fora das refeições (Pinheiro & 

Domiciano, 2010). 

 PTH - é um potente agente anabolizante para o tratamento da osteoporose. A PTH é 

o principal regulador da homeostase do cálcio. Apesar do hiperparatiroidismo primário e se-

cundário poder causar osteoporose, a exposição intermitente à PTH pode aumentar a massa 

óssea (Neer et al., 2001). 

Indicado para casos graves de osteoporose, com pelo menos uma fratura por baixo 

impacto, ou em doentes com falência terapêutica aos bisfosfonatos ou outros fármacos anti-

catabólicos. As principais contra indicações são a presença de metástases ósseas e radiote-

rapia do esqueleto, doença de Paget, elevação da fosfatase alcalina (Pinheiro & Domiciano, 

2010).  

Ranelato de estrôncio - agente com ação mista, capaz de estimular a formação óssea 

e inibir a reabsorção óssea, embora o mecanismo de ação exato não seja bem esclarecido, é 

administrado por via oral. Reduziu a taxa de fraturas vertebrais e não vertebrais em torno de 

40%, incluindo as da anca, particularmente em indivíduos de maior risco, com T-score femoral 

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

1.5.2.3. Perspetivas para novos tratamentos da osteoporose – novos alvos terapêuticos 

e novos mecanismos de ação 

Denosumabe – é um anticorpo monoclonal humano dirigido contra o ligando do rece-

tor ativador do NFkB (RANK-L), bloqueando a principal via envolvida na formação e diferen-

ciação dos osteoblastos (RANK/RANK-L/Osteoprotegerina). RANK-L é uma proteína da su-

perfamília TNF que existe nas formas transmembrana e solúvel e é expressa principalmente 

nas células de linhagem osteoblástica, enquanto o RANK é expresso pelos osteoclastos e 
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seus precursores (Pinheiro & Domiciano, 2010). A interação dessas moléculas é antagonizada 

pela osteoprotegerina, que é um recetor solúvel do RANK-L, produzido pelos osteoblastos. 

Diversas moléculas (como paratormona 1,25 (OH)2D3 e citocinas pró-inflamatórias como TNF-

α, IL-1 e IL-6) são capazes de modular a expressão de RANK e/ou osteoprotegerina, bem 

como afetar o processo de sinalização induzida pela ligação RANK-RANK-L. O Denosumabe 

administrado por via subcutânea, a cada seis meses, mostrou redução da taxa de fraturas 

vertebrais em 68% e fraturas de quadril em 40%, além de promover aumento da densidade 

mineral óssea na coluna e no fémur. Observou-se, também redução sustentada dos marca-

dores do metabolismo ósseo, inclusive com maior supressão da remodelação óssea quando 

comparada aos bisfosfonatos. Este fármaco é pois uma alternativa válida tanto no tratamento 

de primeira linha para osteoporose como após o uso de bisfosfonatos. (Saag & Geusens, 

2009; Pinheiro & Domiciano, 2010). 

Catepsina K – é uma cisteína-protease altamente expressa nos osteoclastos, funda-

mental para a degradação de proteínas da matriz óssea, como o próprio colagénio, a osteo-

pontina e a osteonectina. A Inibição da catepsina K representa uma possibilidade para o tra-

tamento da osteoporose e de outras patologias caracterizadas pelo aumento da reabsorção 

óssea. (Saag & Geusens, 2009; Pinheiro & Domiciano, 2010) 

Calciolíticos – agentes que atuam promovendo a libertação da PTH pelas glândulas 

paratiroides. Está estabelecido que repetidas doses intermitentes da PTH atuam promovendo 

a formação óssea (Pinheiro & Domiciano, 2010). 

Antiesclerostina – a via de sinalização Wnt desempenha um papel particularmente 

importante na formação óssea. As proteínas Wnt ligam - se a um complexo formado por um 

recetor “frizzled” acoplado a proteína G e pelo co-recetor LRP5/6. A ativação da via Wnt induz 

uma cascata de eventos intracelulares que estabilizam a b-catenina que, dessa forma, é trans-

ferida para o núcleo, onde se liga a fatores de transcrição e modula a expressão de genes 

que promovem a diferenciação, ativação e recrutamento dos osteoblastos. Antagonistas na-

turais dessa via incluem a molécula Dickkopf (DKK1), as proteínas “frizzled-like” (sFRP1/2) e 

a esclerostina (SOST). (Saag & Geusens, 2009; Pinheiro & Domiciano, 2010).  

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

A American Association of Cereal Chemists (AACC) define fibra alimentar como "as par-

tes edíveis de plantas ou carboidratos análogos que resistem à digestão e absorção no intes-

tino delgado humano, com fermentação completa ou parcial no intestino grosso. A fibra ali-

mentar Inclui polissacáridos, oligossacáridos, lignina e substâncias relacionadas.  
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De acordo com a sua solubilidade em água, as fibras alimentares classificam-se em: 

fibras solúveis (pectinas, gomas, mucilagens e polissacáridos de reserva) e fibras insolúveis 

(celulose, hemicelulose e lignina).  

1.6.1. Fibra solúvel e metabolismo da glucose 

A fibra alimentar solúvel está associada a níveis de glucose pós-prandial mais baixos 

e ao aumento da sensibilidade à insulina em doentes diabéticos e em indivíduos saudáveis, 

efeitos que são geralmente atribuídos às suas propriedades espessantes e/ou de gelificação 

(Papathanasopoulos, 2010; Sierra, 2002; Sierra, 2001;Hanai, 1997). 

A fibra alimentar solúvel exerce efeitos fisiológicos sobre o estômago e o intestino delgado 

que modulam respostas à glicemia pós-prandial. Estas incluem: 

1. Atraso no esvaziamento gástrico; (Papathanasopoulos & Camilleri, 2010; Jenkins, et 

al., 1989). 

2. Modificação da atividade gastrointestinal mioelétrica e atraso do trânsito no intestino 

delgado; (Papathanasopoulos & Camilleri, 2010; Jenkins et al.,1978; Cherbut, Albina, 

& Champ, 1990; Schonfeld, Evans, & Wingate,1997). 

3. Difusão reduzida da glicose através da camada impassível de água (Papathanasopou-

los & Camilleri, 2010; Johnson & Gee, 1981) 

4. Reduzida acessibilidade da α-amilase aos seus substratos, devido ao aumento da vis-

cosidade do conteúdo intestinal. (Papathanasopoulos & Camilleri, 2010; Poksay & 

Schneeman et al.,1983). 

O fator determinante para o efeito a nível da glicemia é o aumento da viscosidade e as 

propriedades de formação do gel de fibra solúvel. O efeito hipoglicemiante pode ser invertido 

por meio de hidrólise da fibra solúvel ou após aquecimento ultra-elevado e homogeneização 

(Papathanasopoulos & Camilleri, 2010; Jenkins et al.,1978; Torsdottir, Alpsten, & Andersson, 

1989). Além disso, a absorção intestinal de carboidratos pode ser prolongada por este tipo de 

fibra, em parte pela alteração dos níveis de incretinas (por exemplo, aumentando os níveis 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 captação periférica de glucose, incluindo o 

aumento da expressão do transportador de glucose tipo-4 dependente da insulina no músculo-

esquelético, aumentado assim a captação de glucose por este tecido, aumentando a sensibi-



29 
 

lidade à insulina e normalizando consequentemente os níveis de glucose no sangue. (Papa-

thanasopoulos & Camilleri, 2010; Cameron-Smith, Habito, & Barnett, 1997; Song, Sawamura, 

& Ikeda, 2000). 

1.6.2. Fibra solúvel e metabolismo dos lípidos 

Estudos em animais têm elucidado que os principais efeitos mecanísticos da fibra so-

lúvel no metabolismo lipídico se relacionam com a perda de ácidos biliares nas fezes. Como 

resultado há uma redução das concentrações de colesterol hepático, uma modificação da 

atividade das enzimas que regulam a homeostasia do colesterol, uma up-regulation dos rece-

tores da lipoproteína de baixa densidade, bem como um aumento na clearance plasmática 

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 solúveis está por sua vez associado à diminuição da absorção dos lípidos 

provenientes da alimentação e da reduzida atividade no fígado da síntese de ácidos gordos 

(FAS). (Butt, Shahzadi, Sharif, & Nasir, 2007; Yamamoto, 2001). 

1.6.3. Goma guar  

1.6.3.1. Origem e composição 

O feijão guar, de nome científico Cyamopsis tetragonoloba, é um legume cultivado 

durante todo o ano principalmente na Índia e no Paquistão, e em pequenas quantidades nos 

Estados Unidos, Austrália e África. No seu estado imaturo (vagem) é utilizado principalmente 

para alimentar o gado ou como adubo (Butt, Shahzadi, Sharif, & Nasir, 2007). A goma guar 

(E412), extraída deste feijão, foi autorizada para uso como aditivo alimentar na Diretiva 

95/2/CE do Parlamento Europeu e do Conselho da União Europeia. (EFSA, 2007; PECUE, 

1995) Esta goma forma hidrocolóides dispersíveis em água (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 útil, sendo atualmente uti-

lizada como agente espessante, emulsificante e estabilizante numa grande variedade de ca-

tegorias alimentares. As especificações para a goma guar foram estabelecidas em 1996 pela 

Comissão Europeia na Diretiva 96/77/C que estabelece os critérios de pureza específicos dos 

aditivos alimentares que não sejam corantes e edulcorantes alimentares. A descrição incluída 

na especificação para a goma guar nesta Diretiva refere que “ A goma guar é o endosperma 

moído de sementes de variedades naturais de guar, Cyamopsis tetragonolobus Taub. Con-

siste essencialmente num polissacárido hidrocoloidal de elevada massa molecular constituído 
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por unidades de galactopiranose e de manopiranose combinadas entre si por ligações glico-

sídicas (constituindo o que, do ponto de vista químico, pode ser classificado de galactoma-

nano) ” (EFSA, 2007). 

A goma guar, de código CAS número 9000-30-0, consiste assim, numa cadeia princi-

pal de resíduos de D-manose, unidos entre si por ligações β-1,4, ramificada por resíduos de 

D-galactose unidos entre si por ligações α-1,6. Há entre 1,5 a 2 resíduos de manose por cada 

resíduo de galactose (Fig. 1.06). (EFSA, 2007). 

 

Figura 1.06 - Representação da estrutura química da goma guar. (EFSA, 2007). 

O conteúdo em galactomanano é igual ou superior a 75% e o peso molecular da goma 

com qualidade alimentar foi especificado entre 50 000 g/mol e 8 000 000 g/mol pela União 

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-

sição global, em percentagem, da goma guar natural (sem tratamento) é apresentada na ta-

bela 1.03. 

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

 

 

 

 

 

 
Composição 

 
Goma guar natural (%) 

Humidade 8,5 

Conteúdo em goma 
Solúvel 66,5 

Insolúvel 18 

Sais 0,0 

Açucares 2,0 

Proteínas 5,0 

Proporção Galactose/Manose 0,57 
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 1.6.3.2. Benefícios do consumo de goma guar 

As propriedades terapêuticas e medicinais resultantes do elevado teor de fibra solúvel 

desta goma contribuem para melhorar o perfil bioquímico sérico de primatas humanos e não-

humanos, reduzindo o colesterol total e triglicéridos no soro, aumentando o nível de HDL, 

assim como o controlo dos índices glicémicos e da obesidade (Butt, Shahzadi, Sharif, & Nasir, 

2007). Em alguns estudos em indivíduos saudáveis e doentes diabéticos não insulinodepen-

dentes verificou-se que a goma guar prolonga o esvaziamento gástrico inicial, reduzindo o 

aumento da glicemia e as concentrações de insulina pós-prandiais (Saeed, Mosa-Al-Reza, Fa-

temeh, & Saeideh, 2012).  

A goma guar atua assim como um impedimento físico, uma vez que aumenta a visco-

sidade do conteúdo gastrointestinal, atrasando a digestão e posterior absorção dos carboidra-

tos, sendo esta teoria suportada por estudos nos quais se verificou que a goma guar diminui 

a resposta pós prandial à glucose quando misturada com uma variedade de refeições teste 

(Leclere, Champ, & Boillot, 1994; Cameron-Smith, Habito, & Barnett, 1997). Pensa-se que as 

reduções a longo prazo na taxa de absorção pós-prandial de carbohidratos aquando da su-

plementação com goma guar aumentem a sensibilidade à insulina, através das ações combi-

nadas de redução das secreções diurnas de insulina, diminuição da libertação pós-prandial 

da hormona contra reguladoras da insulina e redução da secreção do péptido gástrico intes-

tinal - GIP (Cameron-Smith, Habito, & Barnett, 1997). Este duplo efeito sobre a diminuição da 

absorção da glucose e o aumento da sua captação periférica contribui para a redução dos 

níveis de glucose em circulação, que por sua vez influenciam os níveis de hemoglobina gli-

cada (HbA1c). 

Vários estudos têm evidenciado que níveis elevados de HbA1c contribuem para a acu-

mulação de AGEs na matriz óssea, o 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 níveis de HbA1c e a diminuir o risco de fratura óssea 

nestes doentes.  

A goma guar melhora também a função intestinal, tendo efeitos bifidogénicos ou seja 

estimula seletivamente o crescimento das bifidobactérias, bactérias benéficas do cólon (Saeed, 

Mosa-Al-Reza, Fatemeh, & Saeideh, 2012). Uma vez que esta exerce uma ação física sobre 

o intestino, estimulando os movimentos peristálticos, contribui também para evitar a obstipa-

ção, bem como reduzir a incidência de patologias como a diverticulite e o cancro do cólon 

(Saeed, Mosa-Al-Reza, Fatemeh, & Saeideh, 2012). 

Sendo a obstipação um dos problemas da suplementação com sais de cálcio este efeito é 

particularmente importante existindo ainda evidências, num estudo em animais, que a goma 
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guar favorece a absorção de cálcio mesmo após gastrectomia (Hara, Suzuki, Kasai, Aoyama, 

Ohta, 1999). 

 

1.7. Modelos animais na investigação da osteoporose 

 

Podem ser utilizados vários modelos para induzir osteopenia e osteoporose em ani-

mais de experiência, nomeadamente em rato (Lelovas, Xanthos, Thoma, Lyritis,  & Dontas, 

2008). A semelhança nos mecanismos fisiopatológicos observadas nos esqueletos do Ho-

mem e do rato associados á facilidade da sua utilização levaram a que este seja um modelo 

válido para o estudo da osteoporose. 

Na investigação da osteoporose pós-menopausa, o modelo animal mais utilizado é o 

da ovariectomia. Após ovariectomia, a reabsorção óssea no rato fêmea, tal como acontece na 

mulher, excede a formação de osso provocando perda óssea, observando-se uma diminuição 

significativa no osso 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 é uma medida indireta da perda de 

massa óssea, sendo a análise da zona interna do osso cortical um índice sensível de perda 

de osso pois a reabsorção óssea ocorre predominantemente nessa zona (Danielsen, Mose-

kilde, & Svenstrup, 1993). 

 

1.8. Modelos animais na investigação da diabetes 

A indução experimental da diabetes mellitus em modelos animais é essencial para o 

avanço do nosso conhecimento e compreensão dos diversos aspetos da sua patogénese Vá-

rios métodos têm sido utilizados para induzir a diabetes em animais de laboratório com um 

sucesso variável 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 três tipos: 

métodos que induzem a patologia, modelos genéticos espontâneos ou manipulados e outros 

(Kumar et al., 2012).  

A principal caraterística da diabetes tipo 1 é a destruição das células β do pâncreas 

levando à ausência de produção de insulina, sendo que em modelos animais esta deficiência 

na produção de insulina é conseguida através de uma grande variedade de diferentes meca-

nismos desde a destruição química das células β até à criação de roedores que espontanea-

mente desenvolvem diabetes autoimune (King, 2012). A remoção cirúrgica do pâncreas é um 
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método eficaz, no entanto para induzir diabetes pelo menos 90-95% do pâncreas deve ser 

retirado (Abeeleh, 2009).  

Nos modelos de diabetes induzidos quimicamente, uma elevada percentagem de célu-

las β endógenas são destruídas e, por conseguinte, há uma reduzida produção endógena 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 são a estreptozotocina e o aloxano (sendo que o intervalo da dose que pode ser 

administrada é mais estreito neste último. (King, 2012; Szkudelski et al, 2001). Este tipo de 

diabetes quimicamente induzida é apropriado para testar fármacos ou terapias cujo principal 

mecanismo de ação é reduzir a glicemia de uma forma independente das células β (King, 

2012).  

1.8.1. Ação diabetogénica da Estreptozotocina  

A estreptozotocina (STZ), consoante a dose e a via de administração (intravenosa ou 

intraperitoneal), pode induzir quer DM1 quer DM2. (Szkudelski, 2001).  

A STZ, um análogo citotóxico da glucose (2-desoxi-2- (3-metil-3-nitrosoureia) -1-D-glu-

copiranose), é um composto natural produzido pela bactéria do solo Streptomyces achromo-

genes que exibe um amplo espetro de propriedades antibacterianas. Após a sua descoberta 

foi usada como agente quimioterapêutico alquilante no tratamento de metástases de tumores 

nas células dos ilhéus pancreáticos e outras neoplasias (Eleazu, Eleazu, Chukwuma, & Es-

sien, 2013). 

A STZ atua como um inibidor de síntese do ADN quer em células bacterianas quer em 

células de mamíferos (Eleazu, Eleazu, Chukwuma, & Essien, 2013). Esta é citotóxica para as 

células β do pâncreas, induzindo uma rápida e irreversível necrose das mesmas. Enquanto 

uma dose diabetogénica única desta toxina (70-250 mg/kg de peso corporal) induz a destrui-

ção completa das células da maioria das espécies em 24 horas, doses sub-diabetogénicas 

múltiplas danificam parcialmente os ilhéus, desencadeando assim, um processo inflamatório 

que conduz à infiltração de macrófagos e linfócitos que é seguido pelo aparecimento de uma 

deficiência 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 lipofílicos, o que dá origem a uma 

captação rápida pelas células, a STZ pelo contrário, é um composto hidrofílico devido à subs-

tituição na hexose (Fig.1.07), o que limita a sua captação pelas células. A toxicidade seletiva 

para as células β e a ação diabetogénica estão relacionadas com a parte glicosídica da sua 

estrutura o que permite a sua entrada nas células β via transportador da glucose de baixa 
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afinidade (GLUT2), que se encontra na membrana plasmática. As células β captam mais glu-

cose que outras células sendo mais sensíveis à STZ. Outras células que expressam o trans-

portador GLUT2 como os hepatócitos e as células tubulares renais são também suscetíveis à 

STZ. Isto explica o facto dos animais experimentais em que é administrada STZ tenderem a 

desenvolver danos a nível do fígado e rins. No entanto, as células α bem como as células do 

parênquima extra-pancreático permanecem intactas após a administração da STZ, o que re-

força as suas propriedades seletivas para as células β. A STZ provoca também danos no 

tecido cardíaco e no tecido adiposo. Para além disto, aumenta o stress oxidativo, a inflamação 

e a disfunção endotelial quando as concentrações do fármaco ou dos seus metabolitos no 

fígado, pâncreas e intestino são consistentemente mais elevadas do que as no plasma (Ele-

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

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

A STZ como já referido é um análogo da glucose (glu) e também da N-acetilglucosa-

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura1.07 - Estrutura química da glucose (a), da N-acetilglucosamina (b) e da estreptozotocina (c). 

  

Após a sua captação a STZ provoca a morte das células β através da fragmentação 

do ADN que se dá devido à parte nitrosoureia da sua estrutura. As três principais vias associ-

adas à morte da célula são:  

1- Alquilação (metilação) do ADN através da formação do carbocatião (CH3
+). Mais de 

70% da metilação ocorre no N7 da guanina formando N7 metilguanina (N7-MeG) (Eleazu, 

Eleazu, Chukwuma, & Essien, 2013). Na tentativa de reparar o ADN danificado há a ativação 

da enzima nuclear PARP (poli ADP-ribose sintetase) que depleta o NAD+ celular e as reservas 

de ATP celular levando à inibição da produção de insulina (Eleazu, Eleazu, Chukwuma, & 

Essien, 2013). 
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2- Produção de monóxido de azoto (NO), que por exemplo aumenta a atividade da 

guanililciclase e a formação de cGMP e restringe parcialmente a produção de ATP pela mito-

côndria (Eleazu, Eleazu, Chukwuma, & Essien, 2013) 

3- Produção de radicais livres como o anião superóxido, devido à ação da STZ na 

mitocôndria e também ao aumento da atividade da xantina oxidase (que tem alta atividade 

nas células β). A partir deste radical forma-se o peróxido de hidrogénio e posteriormente o 

radical hidroxilo (Eleazu, Eleazu, Chukwuma, & Essien, 2013). Pode-se afirmar que as poten-

tes propriedades alquilantes da STZ são a principal razão da sua toxicidade. No entanto, a 

ação sinérgica do NO e das espécies reativas de oxigénio também pode contribuir para a 

fragmentação do ADN e outras alterações prejudiciais causadas por esta toxina (Szkudelski, 

2001). A (Fig.1.08) resume o mecanismo dos eventos tóxicos induzidos pela estreptozotocina 

nas células β do pâncreas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.08 - Mecanismo dos eventos tóxicos induzidos pela estreptozotocina (Szkudelski, 2001).  
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Biópsias ao pâncreas de ratos normais e de ratos com diabetes induzida por estrepto-

zotocina, após fixação com formol a 10% e coloração de hematoxilina/eosina (observação 

com ampliação de 4000 vezes, microscópio de Leitz) revelam que nos ratos diabéticos, as 

células β 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 pâncreas de ratos normais (A). Biopsia ao pâncreas de ratos diabéticos (B), 
que confirma a destruição das células e ilhéus devido ao efeito da estreptozotocina (Akbarzadeh et al., 
2007). 
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CAPÍTULO – 2 

JUSTIFICAÇÃO DO TEMA 
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2. Justificação do tema 

 

A Osteoporose é uma doença assintomática e degenerativa associada ao 

envelhecimento e à diminuição de hormonas sexuais (pós-menopausa na mulher) que 

leva a uma diminuição progressiva da massa óssea e á deterioração da microarquitetura 

do osso tornando o esqueleto, em particular o osso trabecular, mais frágil e com maior 

risco de sofrer fraturas (Gonçalves, Rodrigues, Canhão & Fonseca, 2013). É 

considerada um grave problema de saúde pública, com uma prevalência crescente á 

medida que aumenta a esperança de vida dos indivíduos. Em Portugal, estima-se que 

o número total de fraturas por fragilidade óssea seja de 9500 por ano e que 10 a 20% 

dos doentes morrem no ano seguinte à fractura e como consequência desta. O impacto 

da osteoporose nos custos com a saúde tem vindo a aumentar, calculando-se que em 

2013, o custo das fraturas de fragilidade na Europa tenha atingido os 30 biliões de euros 

(Gonçalves, Rodrigues, Canhão & Fonseca, 2013). 

Se não for prevenida precocemente, ou se não for tratada, a perda de massa 

óssea vai aumentando progressivamente, de forma assintomática, sem manifestações, 

até à ocorrência de uma fratura. A identificação e a avaliação de populações sujeitas a 

um maior risco de desenvolver osteoporose é fundamental na prevenção e no 

tratamento mais eficaz da doença. 

A Diabetes mellitus (DM) é também uma doença crónica com elevada incidência 

na população idosa e estima-se que tal como a osteoporose a sua incidência aumentará 

dramaticamente em todo o mundo nos próximos 15 anos (Mathers & Loncar, 2006). A 

diabetes mellitus tem sido apontada como um fator de predisposição para a 

osteoporose, no entanto existe alguma controvérsia a este respeito. A questão da 

diabetes ser um fator de risco para a osteoporose ou a osteopenia ser uma complicação 

da diabetes ainda não está totalmente esclarecida, em particular no caso da DM2. 

A industrialização dos alimentos associada a um ritmo acelerado de vida nos 

países desenvolvidos conduz a um aumento do consumo de produtos alimentares com 

baixo valor nutricional, contribuindo para o desenvolvimento de vários tipos de doenças 

metabólicas, incluindo a DM2 e a osteoporose. O recurso a suplementos alimentares 

que contrabalancem deficiências nutricionais tem por este motivo, vindo a crescer. 

No caso da osteoporose são múltiplas as ofertas de suplementos ricos em cálcio 

e cálcio associado à vitamina D (Van Der Velde, Brouwers, Geusens, Lems & Van Den 

Bergh, 2014), já que a deficiência em estrogénios e o próprio processo de 

envelhecimento reduzem a absorção intestinal de cálcio (O’Connell & Stamm, 2004). 

Contudo, a suplementação com cálcio, apesar de recomendada na prevenção da fratura 

óssea em indivíduos saudáveis bem como na osteoporose associada ao 
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envelhecimento e à menopausa, é assunto controverso, sobretudo por motivos de 

segurança decorrentes da deposição de cálcio extra-ósseo, nomeadamente na parede 

vascular e no rim. 

A formulação dos suplementos de cálcio bem como a dose a utilizar para obter 

benefícios ao nível do esqueleto sem causar efeitos adversos é um assunto importante. 

Problemas de segurança nas doses recomendadas (1-1.2 g) de suplemento de cálcio 

justificam a avaliação da sua eficácia em doses mais baixas. 

A Ostra abunda na orla costeira Portuguesa e a sua concha, rica em carbonato 

de cálcio, reduzida a pó, poderá ser utilizada como suplemento de cálcio. A 

biodisponibilidade do cálcio de concha de ostra tem sido extensamente estudada, desde 

o início da década de 90 (Fujita, Fukase, Nakada, & Koishi,1988; Fujita, Ohue, Fujii, 

Miyauchi, & Takagi,1996; Fujita, Ohue, Fujii, Miyauchi, & Takagi, 2004). Todos estes 

estudos, inclusive o de Nunes et al., (2006), revelaram que o carbonato de cálcio 

proveniente da concha da ostra é melhor absorvido pelo organismo que o carbonato de 

cálcio de outras fontes. 

O consumo alimentar de fibras, por outro lado tem sido também extensamente 

recomendado. As fibras alimentares solúveis cujas fontes principais são as frutas, 

verduras, farelo de aveia, cevada e as leguminosas podem ser utilizadas na prevenção 

e tratamento da DM2, tendo sido demonstrado em vários estudos em animais, que 

retardam o esvaziamento gástrico e o trânsito intestinal e reduzem a absorção da 

glucose e a acessibilidade da α-amilase aos seus substratos impedindo o aumento pós-

prandial da glucose e da insulina, o que leva também à diminuição da hemoglobina A1c 

(Cameron-Smith, Habito, Barnett, & Collier, 1997; Saeed, Mosa-Al-Reza, Fatemeh, & 

Saeideh, 2012). As fibras solúveis promovem também o aumento da absorção de cálcio 

no cólon, independente da vitamina D (Hara et al., 1996; Rizzoli, 2016), fator favorável, 

principalmente na pós-menopausa e no idoso, em que a absorção de cálcio no duodeno 

está diminuída. 

A grande incidência, destas duas patologias na população portuguesa e a 

possibilidade de travar a sua evolução com medidas terapêuticas acessíveis e de baixo 

custo, justifica, do nosso ponto de vista, um maior investimento no estudo da sua 

fisiopatologia, bem como no desenvolvimento de terapêuticas inovadoras, eficazes e 

seguras.  
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CAPÍTULO - 3 

OBJETIVO GERAL  

  



3. Objetivo 
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3.1. Objetivo geral 

Com este trabalho pretendeu-se utilizar um modelo animal de rato que simula a osteoporose que 

ocorre na mulher na pós-menopausa para estudar o efeito de um suplemento alimentar rico em 

cálcio, obtido a partir de um resíduo, a concha de ostra, e de uma fibra alimentar solúvel, no 

metabolismo, composição, microarquitetura e propriedades mecânicas do osso nesta condição 

patológica, em situações de normoglicemia e hiperglicemia crónica.  
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CAPÍTULO-4 

 

MATERIAL E MÉTODOS  
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4. Material e Métodos 

4.1. Preparação do Suplemento rico em Cálcio 

4.1.1. Preparação e análise do Carbonato de cálcio em pó (Concha de ostra) 

As amostras de conchas de ostras (Crassostrea gigas) foram colhidas numa estação 

de aquacultura do estuário do Sado (Sapalsado, Setúbal) entre Novembro de 2003 e Junho 

de 2004. Após a remoção da parte edível dos bivalves, as conchas foram lavadas e desinfe-

tadas em hipoclorito de sódio a 1% (Merck, Alemanha) e secas em estufa a 103ºC ± 2ºC por 

8 horas. As conchas foram trituradas em moinho de crivo e a granulometria obtida por tamisa-

ção (tamis com malha: 0,063). O pó das conchas foi sujeito à digestão com ácido nítrico con-

centrado (P.A., Merck, Alemanha) para análise dos contaminantes (mercúrio, cádmio, chumbo 

e arsénio) e para quantificação do teor de minerais (cálcio, potássio, sódio, zinco, magnésio, 

ferro, manganês, alumínio, estanho, cobalto, cobre, níquel e crómio) na amostra. As amostras 

foram digeridas, em bloco digestor, com ácido nítrico a 65% (P.A.) e a uma temperatura de 

120ºC durante 4 horas. Após a digestão, as amostras foram filtradas e diluídas para 100mL 

(solução mãe) em água desionizada. Para a quantificação do cálcio e dos outros minerais e 

contaminantes, a leitura foi feita por espectrómetro de absorção atómica (AAS) com chama e 

lâmpada de cátodo oco, utilizando espectrómetro 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 

concentrações de Hg e As. As leituras dos elementos foram feitas nos comprimentos de onda 

(λ) em nm indicados na tabela 4.01, através de curvas analíticas, elaboradas com soluções 

uni-elementares preparadas por diluição da solução padrão mãe de 1000 ppm cujas concen-

trações se encontram indicadas na referida tabela. O mercúrio foi determinado pela técnica 

de espectrometria de absorção atómica com gerador de hidretos, nas seguintes condições: 

Lâmpada de cátodo oco de mercúrio com o comprimento de onda de 253,7 nm (fluxo do gás 

de arraste N2). Utilizou-se uma curva de calibração para o mercúrio com variações de con-

centração descrita na mesma tabela, preparadas por diluição a partir da solução mãe. 
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Tabela 4.01 Parâmetros de avaliação (concentração padrão, comprimento de onda, taxa de 

fluxo e limite de detecção) dos teores dos metais utilizados no processo analítico.  

 

Elementos 
Conc.  

Padrão (ppm) 

 

 (λ) nm 
Taxa de fluxo 

 (L/min) 

Limite de  

detecção 

 (mg/L) 

Ca (**) 

K (**) 

Na (**) 

Mg (**) 

Fe (**) 

Al (**) 

Zn (**) 

Cu (**) 

Mn (*) 

Cd (*) 

Co (**) 

Cr (**) 

Sn (***) 

Pb (*) 

As 

Hg 

 

0,6; 1,0; 1,4 

0,5; 0,8; 1,1 

0,4; 0,8; 1,2 

0,1; 0,2; 0,3 

1,0; 2,5; 5,0 

7,5; 15; 30 

0,8; 1,2; 2,4 

1,0; 2,5; 5,0 

2,0; 4,0; 6,0 

1,0; 1,5; 2,0 

2,0; 5,0; 8,0 

2,0; 3,0; 5,0 

10; 20; 40 

2,0; 5,0; 10 

5,0; 10; 20ppb 

5,0; 10; 20ppb 

422,7 

766,5 

589,0 

258,2 

248,3 

309,3 

213,9 

324,8 

279,5 

226,5 

240,7 

357,9 

224,6 

261,4 

193,7 

253,7 

4,0 a 4,4 

1,1 a 1,3 

0,9 a 1,2 

0,9 a 1,2 

0,8 a 1,0 

4,1 a 4,4 

0,9 a 1,2 

0,8 a 1,1 

0,9 a 1,2 

1,0 a 1,3 

0,8 a 1,0  

4,0 a 4,4 

4,3 a 4,7 

0,9 a 1,2 

4,1 a 4,6 

1,1 a 1,3 

0,015 

0,012 

0,013 

0,003 

0,060 

0,340 

0,013 

0,041 

0,029 

0,032 

0,081 

0,050 

0,430 

0,100 

0,32µg/L 

1,232µg/L 

     (*) – 5% HNO3; (**) – 6,5% HNO3; (***) – 10% HNO3 

4.1.2. Análise do teor em cálcio da ração e preparação das pellets com goma guar e pó 

de concha de ostra. 

O teor em cálcio da ração foi analisado para o lote da ração administrada aos animais 

durante o estudo, pelo mesmo método usado para a determinação do cálcio no pó de concha 

de ostra, já descrito anteriormente. 

As pellets, utilizadas para a suplementação com cálcio foram preparadas a partir da ração 

comercial (4RF21-GPL certificate, Mucedola, Milão – Itália), a ração comercial foi triturada e 

associada ao pó da concha de ostra e da fibra solúvel comercial - goma guar (Solé Graells – 

Barcelona, Espanha). Cada pellet continha 105 mg/Kg de pó 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 65ºC. A dose de pó de concha de ostra administrada contém 

uma dose de cálcio equivalente a 43.6 mg/Kg/dia. Esta dose equivale à suplementação, no 

homem de 7.0 mg/Kg/dia de cálcio elementar. A quantidade de cálcio utilizada na preparação 

do suplemento foi calculada tendo por base a dose diária de consumo de cálcio recomendada 

na mulher após 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 máxima diária de cálcio 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 cálcio quer a de 

goma guar foram ajustadas para o rato tendo por base o fator de conversão da FDA (USD, 

FDA, CDER, 2005).  

4.1.3. Metodologia para a suplementação com cálcio e goma guar 

Durante todo o período experimental os ratos foram alojados em gaiolas individuais e 

alimentados com a ração comercial. Os animais dos grupos suplementados, além da ração 

comercial, receberam diariamente uma pellet que foi preparada com o pó da concha e a goma 

guar. A suplementação iniciou-se uma semana após a ovariectomia dos animais e foi admi-

nistrada durante 53 dias. Os animais não suplementados, consumiram apenas a ração co-

mercial. 

4.2. Animais de experiência 

Nos ensaios, foram utilizados ratos Wistar fêmeas (Rattus norvegicus albinus), com 

2,5 meses de idade e peso médio 220 ± 20g, provenientes do laboratório Harlan (Espanha). 

Os animais foram alojados em gaiolas padrão, à temperatura média de 21 ± 2º C, com um 

ciclo claro/escuro de 12 horas, no biotério da Faculdade de Farmácia da Universidade de 

Lisboa, alimentados com ração comercial (4RF21-GPL certificate, Mucedola, Milão – Itália) e 

água desionizada ad libitum e sujeitos a 10 dias de aclimatação antes de qualquer procedi-

mento experimental. 

Os procedimentos experimentais foram realizados em conformidade com os princípios 

éticos da declaração de Helsínquia e as regras comunitárias e nacionais aplicáveis à proteção 

de animais utilizados em investigação e outros fins científicos (Diretiva 86/609/CEE, D.L. nº 

129/92, Portaria nº 1005/92, e toda a legislação posterior).  

Ao todo foram utilizados 42 animais, distribuídos de forma aleatória 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 suplementação foi iniciada no grupo V e VI, sete dias após a mesma. Contudo, 

nalgumas experiências 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 os animais foram  

Submetidos. 

 

Grupos 

 

Tratamentos 

 

Identificador 

I Cirurgia sem ovariectomia C 

II Ovariectomia OVX 

III Indução da hiperglicémia STZ 

IV Indução da hiperglicemia/Ovariectomia STZ + OVX 

V Ovariectomia/suplementação  OVX + S 

VI Indução da hiperglicemia/Ovariectomia/su-

plementação 

STZ+OVX+S 

 

Para evitar repetições, nos capítulos relativos a cada uma das experiências efetuadas, são 

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 início e no final do período de 

experimentação imediatamente antes do sacrifício dos animais, em balança eletrónica digital 

(marca Adam Equipment, modelo ADG 3000), com precisão de 0,1g. 

4.2.2. Indução da hiperglicemia 

Após jejum de 12 horas, foi administrada, por via intraperitonial uma dose única (40 

mg/kg) de estreptozotocina (Sigma - EUA) aos ratos dos grupos III e IV foram considerados 

animais hiperglicémicos os ratos que apresentaram glicemia em jejum igual ou superior a 160 

mg/dL, no momento do sacrifício. 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 manhã durante o período 

experimental nestes grupos.  

Aos animais dos grupos I, II e V foi administrado, pela mesma via, o mesmo volume 

de soro fisiológico, nestes animais as glicemias foram determinadas apenas no início e no fim 

do período experimental estabelecido.  

4.2.3. Metodologia cirúrgica – Ovariectomia 

A ovariectomia foi efetuada a 28 ratos Wistar fêmeas com 3 meses de idade. Previa-

mente à cirurgia os animais foram submetidos a um jejum de 12h, identificados e pesados. A 

indução da anestesia foi efetuada por administração, via intraperitonial, de medetomidina (De-

chra PLC, UK®) (50µg/ Kg) e após 5 minutos os animais foram anestesiados por inalação de 
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uma mistura de gás isoflurano e de oxigénio. Foram também administrados por via subcutâ-

nea, profilaticamente, amoxicilina (Amoxisol retard, Bayer®) 100mg/Kg) e cetoprofeno (Ro-

mefen, Merial Portuguesa®) (1mg/Kg). No final do procedimento cirúrgico foi administrado 

atipamazol (Dechra PLC UK) (250 µg/Kg), para reverter a anestesia. Sob anestesia, os ani-

mais foram colocados em decúbito dorsal e submetidos a laparotomia por incisão abdominal. 

Os dois ovários foram individualizados e as respetivas trompas e vasos foram laqueados após 

o que foram removidos. Durante o procedimento cirúrgico a temperatura corporal foi mantida 

entre 37ºC e 38ºC através do uso de um cobertor térmico. Os animais dos grupos controlo (C) 

e STZ foram submetidos a todo o procedimento cirúrgico exceto à remoção dos ovários, bem 

como à mesma terapêutica. 

4.2.4. Recolha de urina 

Antes do sacrifício (12h) os animais foram colocados em gaiolas metabólicas, em je-

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

a temperatura ˂ -20ºC para posterior análise (Fig. 4.01). 

 

 

Figura 4.01 – As figuras A, B e C identificam animais em gaiolas metabólicas para colheita de urina 

de 12h. 

 

4.2.5. Sacrifício dos animais, colheita de sangue, ossos e órgãos 

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 punção cardíaca e as amostras centrifugadas a 3500 rpm por 15 

minutos (Fig. 4.02). O soro foi acondicionado a temperatura ˂ -20ºC, para determinação dos 

níveis séricos dos parâmetros bioquímicos e hormonais. Após disseção anatómica dos mús-

culos e remoção completa dos tecidos moles, os fémures e as tíbias foram identificados, e 
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congelados (˂ -20ºC). As vértebras (L4) foram colocadas em etanol a 70%, e os órgãos: fí-

gado, coração com crossa da aorta e rim, foram limpos, lavados com soro fisiológico e colo-

cados em formol a 10% em tampão fosfato. 

  

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

cardíaca. 

 

4.3. Análises dos parâmetros sanguíneos 

4.3.1 Marcadores bioquímicos e hormonais 

Os parâmetros bioquímicos foram determinados no soro por métodos colorimétricos e 

enzimáticos no Analisador automático (Olympus AU2700, Hamburgo, Alemanha) e incluíram: 

- Glucose (método da hexoquinase- leitura UV) 

- Colesterol total (método da colesterol oxidase), 

- Colesterol de HDL (método CPO/PAP), 

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

- Triglicéridos (ensaio enzimático GPO/POD), 

- Cálcio total (método do arsenazo III) (sensibilidade: 0,13 mg/dL) 

Parâmetros hormonais: 

Os Estrogénios (E2) 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 da remodelação óssea 

Foram analisados no sangue (soro) recolhido após sacrifício dos animais, dois marca-

dores de remodelação óssea, um de reabsorção o Telopeptido C-terminal do colagénio tipo I 

(CTX) e outro de formação, o Propeptido N-terminal do procolagénio tipo I (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 indicações do fabricante (Immunodiagnostic 

Systems, Boldon Tyme and Wear, UK). 

4.4. Análises na urina 

Para a determinação do teor de cálcio na urina, os volumes da urina de 12 h, foram 

medidos e as amostras foram digeridas, em bloco digestor, com ácido nítrico a 65% PA, e a 

uma temperatura de 120ºC, durante 4 horas. Após a digestão as amostras foram filtradas e 

diluídas para 25 mL em água desionizada. Para a quantificação do cálcio a leitura foi feita por 

espectrofotometria de absorção atómica (AAS) a 422,7 nm (limite de deteção de 0,01mg/L), 

por uma técnica adaptada de EPA7000a (Combs et al, 2003). 

4.5. Análise histomorfométrica do osso trabecular vertebral  

Após o sacrifício dos animais, efetuou-se a disseção anatómica dos músculos e a re-

moção completa dos tecidos moles e a 4ª vértebra lombar (L4) foi recolhida em cada animal 

após o sacrifício e armazenada em etanol a 70%, para análise histomorfométrica do osso 

trabecular. O processamento dos tecidos envolveu a fixação em etanol a 70%, desidratação 

com concentrações crescentes de etanol (96% a 100%) e a impregnação e inclusão em solu-

ção de metilmetacrilato (MMA) (Vidal, et al., 2015). A amostra foi cortada em secções trans-

versais seriadas de 5-μm, com uma lâmina de tungstênio num micrótomo Minot semiautoma-

tizado (Leica RM2145), posteriormente coradas com azul de Anilina de modo a poder distin-

guir o osso da medula óssea. As imagens do osso trabecular vertebral (L4) foram obtidas com 

uma ampliação de 1.25X num microscópio óptico (Leica DM2500), com câmara de vídeo 

(Leica CCD) da Leica microsystems, Wetzlar, Alemanha. As medições foram realizadas utili-

zando o software NIH Image J 1.46R.  

Foram avaliados os seguintes índices: volume ósseo - BV/TV, espessura trabecular -Tb.Th 

(µm) e separação trabecular -Tb.Sp (µm). Todas as variáveis foram expressas e calculadas 

de acordo com as recomendações da American Society for Bone and Mineral Research (Par-

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

 

4.6. Análise por microscopia eletrónica de varrimento (SEM) da tíbia (osso cortical)  

 

A análise do osso cortical foi efetuada na zona média das diáfises das tíbias direitas 

dos animais que foram descongeladas imediatamente antes dos ensaios. 

Secções longitudinais e transversais da tíbia, foram inseridas em resina epoxídica 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 proporção de 

100:12. Após 24 horas, as amostras de osso foram polidas usando lixas de diferentes granu-

lometrias (200, 320, 600, 800 e 1000). 

Após a deposição de uma camada condutora uniforme sobre as amostras, foi realizada 

a análise num microscópio eletrónico de varrimento FEG-SEM (modelo 7001 F, JEOL) com 

uma emissão de um feixe de electrões de 15 Kv. As imagens foram obtidas com elétrons 

retrodifundidos, com ampliações de 20x a 150x. 

As medições da espessura do osso cortical da tíbia foram efetuadas a partir de imagens de 

seções transversais recorrendo a um software de análise de imagem comercial (Sigma scan 

pro 5). Para cada tíbia, foram obtidas 12 medidas da espessura do osso cortical conforme a 

figura 4.03-A. Para alguns animais, foram ainda obtidos, a partir das imagens dos mesmos 

cortes de osso da tíbia, os valores dos perímetros endocorticais, que correspondem ao canal 

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

 

 

Figura 4.03 – A - Doze medições da espessura do osso cortical (linha vermelha) obtidas a partir de um 
corte transversal da tíbia; B - Medição do perímetro endocortical. 

 

4.7. Parâmetros químicos e biomecânicos do osso cortical femoral 

4.7.1 Análise do conteúdo em cálcio  

Para a determinação do teor de cálcio no osso femoral, a metodologia usada para a 

digestão e dissolução foi adaptada de AOAC 985.01 (Peters, et al., 2003). As análises 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 ± 2ºC, por 12 horas 

após o que foram digeridos a 120ºC com ácido nítrico a 65% PA durante 4h. Após a digestão 

as amostras foram filtradas e diluídas para 100ml em água desionizada. Para a quantificação 

B- Perímetro endocortical 
A 
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do cálcio a leitura foi efetuada por espectrofotometria de absorção atómica (AAS) a 422,7 nm 

(limite de deteção de 0,01mg/L). 

4.7.2 Ensaios biomecânicos de flexão 

Os ossos femorais direitos recolhidos na altura do sacrifício dos animais foram subme-

tidos a um ensaio mecânico de flexão em três pontos numa máquina universal de ensaios 

mecânicos (Instron 5566, Instron Corporation, Canton, USA) com uma célula de carga de 500 

kN, com uma velocidade do travessão de 0.01mm/s e uma distância entre os apoios de 15 

mm (Fig. 4.04). Num ensaio de flexão regista-se a força – deslocamento que posteriormente 

se converte numa curva tensão-extensão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

 

Imediatamente antes do ensaio, as amostras foram descongelados à temperatura ambiente, 

pesadas numa balança digital e o diâmetro dos fémures foi medido com um paquímetro. Os 

ensaios mecânicos de flexão, foram realizados na região média das diáfises dos fémures As 

variáveis foram obtidas por elaboração de curvas de tensão-extensão (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 deflexão no ponto central igual a Δl. 
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Assumindo uma forma cilíndrica para os fémures dos ratos, obtêm-se curvas tensão -exten-

são  através das equações: 

 

 

em que  é a tensão (MPa), L=carga (N), s=distância entre apoios inferiores (mm), d= diâme-

tro exterior do fémur (mm), Δl = deslocamento no ponto médio (mm) e  a extensão(%). No 

caso em estudo usou-se s = 15 mm. 

Os parâmetros que se retiram das curvas tensão – extensão são: 

- módulo de Young (E) ou módulo de elasticidade; 

- tensão de cedência (σyield = yield stress); 

- tensão máxima ou de fratura (σult = ultimate stress); 

- extensão máxima (εult = ultimate strain). 

O módulo de Young avalia a rigidez do material, enquanto tanto a tensão de cedência como 

tensão máxima quantificam a resistência mecânica. Um material tem maior rigidez se tiver um 

módulo de Young mais elevado e tem maior resistência mecânica se tiver maior tensão de 

cedência e tensão máxima. Na figura 4.05 apresenta-se o exemplo de uma curva tensão () 

– extensão (), em que se indicam os parâmetros medidos. 

 

 

               

 

 

 

 

 

 

Figura 4.05 Curva tensão () – extensão () correspondente a um fémur de um rato hiperglicémico e 
osteoporótico. 
 

O módulo de Young (E) é o declive da curva na zona elástica e foi calculado entre as tensões 

de 50 e 100N. A tensão de cedência (σyield) ou yield stress corresponde ao aparecimento da 
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primeira fissura do osso, que depois se propagou. O osso acabou por se separar em duas 

partes no ponto final do gráfico, isto é, σult e εult.  

4.8 Análise histológica do fígado, rim e croça da aorta 

O fígado e rim de um animal dos grupos (C); (OVX) e (OVX+S) conservados em formol 

a 10% em tampão fosfato, foram mergulhados em xilol e depois em parafina líquida a partir 

da qual se obtiveram os blocos com o tecido impregnado. Foram efetuados cortes com um 

micrótomo Leica SM 2000R, que foram montados em lâmina e corados pelos métodos de 

hematoxilina – eosina (para avaliação da morfologia geral do tecido) e de Von Kossa (para a 

detecção de eventuais depósitos de cálcio) (Bancroft & Gamble, 2012). Após a coloração, as 

lâminas foram montadas em Entellan® e observadas ao microscópio óptico (Nikon Labophot) 

com uma ampliação de 100x para os cortes de fígado, 200x para os cortes de rim e 400x para 

a croça da aorta. 

4.9 Análise estatística 

Os resultados quantitativos são apresentados na forma de média ± erro padrão da 

média. Os dados foram analisados pela aplicação do teste não paramétrico de Mann-Whitney. 

Consideraram-se significativas as diferenças entre grupos experimentais a partir de valores 

de p<0,05. A análise estatística foi efetuada com o recurso ao software SPSS (Statistical Pac-

kage for Social Sciences Manager, Inc. Chicago. IL. USA) e ao GraphPad Prisma. A análise 

de correlação entre dados foi realizada recorrendo ao teste de correlação de Spearman. 
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CAPÍTULO-5  

 

EFEITO DA HIPERGLICEMIA CRÓNICA NA COMPOSIÇÃO MINERAL, 

MICROESTRUTURA, PROPRIEDADES BIOMECÂNICAS E REMO-

DELAÇÃO ÓSSEA NUM MODELO ANIMAL COM E SEM 

OSTEOPOROSE. 
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5. Efeito da hiperglicemia crónica na composição mineral, microestrutura, propriedades 

biomecânicas e remodelação óssea num modelo animal com e sem osteoporose. 

5.1. Introdução/Objetivo 

A estrutura óssea tem de ser rígida, flexível e leve para poder resistir às cargas e 

torções a que está sujeita e simultaneamente permitir o movimento do esqueleto. Estas 

propriedades biomecânicas são determinadas por um conjunto complexo de fatores 

interdependentes tais como a massa óssea, a estrutura geométrica e a composição orgânica 

e mineral do tecido ósseo, que influenciam a qualidade do osso e condicionam a sua 

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

A estrutura do osso é pois influenciada pelas suas propriedades nanoestruturais mas 

também pela remodelação óssea. As propriedades nanoestruturais do osso dependem 

diretamente da forma como as células, o tecido orgânico (colagenoso) e os cristais de fosfato 

de cálcio interagem (Fonseca, 2012).  

É do conhecimento geral que, com o tempo, a diabetes pode causar lesão micro e 

macrovascular bem como dos nervos periféricos aumentando o risco de doença cardíaca e 

de acidente vascular cerebral, retinopatia, neuropatia, infeção e insuficiência renal crónica, 

efeitos esses que têm vindo a ser associados à hiperglicemia crónica. 

A qualidade do osso pode também ser afetada pela diabetes. Contudo, existe ainda 

alguma controvérsia no modo como a diabetes afeta o tecido ósseo em particular na diabetes 

tipo 2 (Vestergaard, 2007; Starup-Linde & Vestergaard, 2015). Alguns estudos, sugerem que 

a diabetes tipo 2 afeta quer o osso trabecular quer o osso cortical, aumentando assim o risco 

de fraturas do quadril, vértebra e rádio. Embora tenha sido identificada osteopenia em doentes 

com diabetes tipo 2 indicando a necessidade de uma deteção e intervenção 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 pós-

menopausa, em particular nas que apresentam um índice elevado de massa corporal (Rubin, 

Schwartz, Kanis, & Leslie, 2013; Sta Romana & Li-Yu, 2007). Assim, o papel da diabetes na 

remodelação e estrutura óssea bem como na resistência do osso não está ainda 

completamente esclarecido, embora vários fatores associados á alteração da qualidade do 

osso, tenham vindo a ser apontados como possíveis responsáveis do aumento do risco de 

fratura quer na DM1 quer na DM2, sendo um deles a hiperglicemia crónica (Starup-Linde & 

Vestergaard, 2015) 

 O principal objetivo deste estudo foi o de comparar os efeitos da hiperglicemia crónica na, 

remodelação óssea, qualidade do osso trabecular e composição mineral; propriedades 
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biomecânicas e microestrutura do osso cortical em ratos fêmeas saudáveis, com ratos com 

níveis reduzidos de estrogénios após 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 está esquematizado na Fig. 5.01.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

5.2.2. Indução da hiperglicemia  

Após jejum de 12 horas, foi administrado, por via intraperitonial uma dose única (40 

mg/kg) de estreptozotocina (Sigma - EUA) aos ratos dos grupos III 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 manhã, durante o período experimental, nestes grupos. 

Aos animais dos grupos I, II e V foram administrados, pela mesma via, os mesmos volumes 

de soro fisiológico. 

Nos animais controlo (I) e nos não hiperglicémicos ovariectomizados (II e V), as 

glicemias foram determinadas apenas no início e no fim do período experimental estabelecido.   

2,5      

Meses

3 
Meses

5 meses

Indução da 

hiperglicémia 

STZ, ip, 40 mg/kg 

Laparotomia 

/Ovariectomia 

Peso corporal 

Sacrifício 

60 dias após ovariectomia 

Amostras em jejum: 
- Sangue, urina (12h), osso (tíbia, fémur, L4) 
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5.3. Resultados 

5.3.1. Parâmetros fisiológicos e bioquímicos antes do sacrifício 

O peso corporal final (Fig.5.02) aumentou em todos os grupos em relação 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+OVX) que apresentaram no final do estudo pesos 5 a 

7 vezes superiores aos do grupo C. As diferenças de peso corporal observadas entre OVX e 

STZ+OVX não foram significativas, contudo o peso dos animais STZ+OVX foi 

significativamente maior do que o dos animais STZ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 níveis de glucose em 

jejum, antes da ovariectomia acima de 247,4±51 mg/dL. A monitorização desses níveis ao 

longo do estudo confirmou a permanência do estado hiperglicémico nesses animais de acordo 

com os níveis de glucose no soro medidos após o sacrifício. Foram considerados 

hiperglicémicos os ratos que apresentaram glicemias séricas em jejum iguais ou superiores a 

160 mg/dL, no momento do sacrifício (Tabela 5.01).  
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5.3.2. Parâmetros bioquímicos séricos e urinários após sacrifício 

Os resultados dos parâmetros bioquímicos determinados no soro e na urina de acordo 

com cada um dos grupos estudados: Controlo (C), ovariectomizado (OVX), hiperglicémico 

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

Os níveis séricos de E2 dos animais ovariectomizados estavam abaixo do limite de deteção 

(11.8 pg/ml), evidenciando assim o sucesso da ovariectomia, embora tenham sido doseados 

nos grupos de ratos Wistar fêmeas em que este procedimento não foi efetuada (Tabela 5.01). 

Os níveis séricos de glucose (Fig.5.03) e de triglicéridos (Fig.5.04) foram mais elevados no 

grupo hiperglicémico (STZ e STZ+OVX). A ovariectomia não modificou significativamente os 

níveis de glicemia e de triglicéridos. 

 

Figura 5.03 Gráfico do nível 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.   

                                              
Figura 5.04 Gráfico do nível 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. 
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Os níveis de colesterol total e do colesterol LDL e HDL, não mostraram alterações 

significativas entre os grupos estudados (Tabela 5.01).  

Os animais do grupo OVX apresentaram níveis séricos de cálcio diminuídos e calciúria 

aumentada em comparação com os animais do grupo controlo. (p<0.05). A calciúria 

(concentração de cálcio na urina) foi maior nos animais ovariectomizados em comparação 

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 razão calciúria/calcemia (Fig.5.05) confirma o aumento da excreção do cálcio nos animais 

ovariectomizados (OVX), que é duas vezes maior do que a do grupo controlo. Embora esta 

razão seja ligeiramente maior no grupo dos animais hiperglicémicos (STZ e STZ+OVX), estes 

apresentam também, diferenças significativas quando comparados com o grupo 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 depuração do cálcio é muito semelhante nos animais ovariectomizados (OVX e 

STZ+OVX), sendo cerca de duas vezes e meia superior à do grupo controlo (Tabela 5.01). 

5.3.2.1. Marcadores bioquímicos da remodelação óssea  

O marcador sérico de reabsorção óssea, CTX, foi maior nos animais ovariectomizados 

(OVX,p<0.05) e (STZ+OVX, p<0.001) quando comparado com o grupo controlo e com os 

hiperglicémicos (p<0.05) (Tabela 5.01).  
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O marcador de formação óssea, 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 A e B e 

Tabela 5.01). 

 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.06 Gráfico 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, STZ-hiperglicémicos e STZ+OVX- hiperglicémicos ovariectomizados;*p<0.05; 
**p<0.01. 
 
 

A razão do P1NP/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 razão é semelhante à dos animais do grupo controlo. Estes resultados 

sugerem uma tendência para a formação de osso nos animais STZ+OVX em oposição ao que 

acontece nos animais OVX. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.07 Gráfico da razão do P1NP/CTX indica as alterações existente entre formação e reabsorção 
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 bioquímicos e fisiológicos dos grupos de animais 

estudados: Controlo (C), ovariectomizado (OVX), hiperglicémico (STZ) e hiperglicémico + 

ovariectomizado (STZ+OVX). 

Variáveis 

 

Controlo OVX STZ STZ+OVX 

Peso corporal (g)  D0 200.31 ± 5.92 206.57 ± 6.53 239.55 ± 4.42a 249.16 ± 10.41a 

Peso corporal (g)  D60 218.49± 4.97 274.74 ± 9.98aa 270.40 ± 10.37a   300.49 ± 10.41aaa  

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 ± 7.3aa,b 198.0 ± 21.7aaa,bb 

Triglicéridos (mg/dL) 31.3 ± 2.3 34.3 ± 3.7 53.8 ± 5.9a 57.7 ± 6.1a 

Colesterol total 

(mg/dL) 

84.6 ± 3.8 97.0 ± 4.8 90.6 ± 4.8 98.7 ± 4.3 

HDL (mg/dL) 39.3 ± 2.5 45.3 ± 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 ± 0.15a 10.26 ± 0.23 9.94 ± 0.29 

Urina 12h (ml) 3.9 ± 0.7 4.3 ± 0.7 7.2 ± 0.7aa,b 7.6 ± 0.8aa,b 

Calciúria (mg/dL) 31.48 ± 4.47 65.14 ± 3.29a 34.68 ± 4.77b 37.59 ± 6.13b 

Calciúria/calcemia 2.98 ± 0.3 6.68 ± 0.27aaa 3.43 ± 0.34bb 3.75 ± 0.48b 

Depuração do Cálcio  

(ml/min) 

0.016 ± 0.002 0.040 ± 0.002a 0.034 ± 0.005 0.040 ± 0.007a 

CTX (ng/mL) 9.4 ± 0.6 15.5 ± 1.9a,c 9.4 ± 0.9 15.9 ± 1.4a,c 

PINP (ng/mL) 14.7 ± 1.3 21.3 ± 0.6a 18.6 ± 1.6 25.0 ± 2.2aa 

PINP/CTX 1.57 ± 0.06 1.39± 0.11 1.97 ± 0.09,bb 1.66 ± 0.13 

Os resultados são valores médios ± erro padrão; n=7 por grupo; a p<0.05; aap<0.01, aaap<0.001 
comparado ao controlo; b p<0.05, bb p<0.01 comparado ao OVX; c p<0.01, ccp<0.001 comparado ao 

STZ; DL: Limite de deteção = 11.8 pg/mL. 
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5.3.3. Histomorfometria óssea da quarta vértebra lombar (L4) 

 

A histomorfometria óssea foi utilizada para quantificar os parâmetros estruturais do 

osso trabecular vertebral, tais como: espessura trabecular, separação trabecular e volume 

ósseo a fim de determinar os efeitos da ovariectomia e da hiperglicemia na microestrutura 

óssea trabecular (Fig. 5.08 A, B e C).  

Os dados do estudo histomorfométrico (Tabela 5.02) são consistentes com os resultados dos 

marcadores de remodelação óssea apresentados na tabela 5.01. 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.08 Avaliação por histomorfometria óssea da quarta vértebra lombar (L4), nos grupos 
estudados: A) C-controlo, B) OVX-ovariectomizados e C) STZ-hiperglicémicos. As seções transversais 
foram obtidas com 5 μm de espessura e coradas com azul de anilina, de modo a distinguir osso e 
medula óssea, permitindo a análise estrutural do osso. 

 

A espessura trabecular (Tb.Th) foi significativamente menor no grupo de animais OVX 

e 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 distância 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 avaliação da razão do volume ósseo sobre o volume total do tecido ou área 

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 ósseo 

mais baixo do que o dos grupos C e STZ não apresentou diferenças significativas 

relativamente a esses grupos. 

Nas vértebras dos animais STZ+OVX, foi assim observada uma tendência para 

melhoria da microarquitetura do osso trabecular quando comparada com a dos OVX (+7.7%, 

-3.6% e +9.6% melhor Tb.Th, Tb.Sp e BV/TV, respetivamente). 
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Figura 5.09 A) Espessura trabecular (Tb.Th), B) Distância trabecular (Tb.Sp), C) Razão do volume 
ósseo 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 Medições da vértebra lombar (L4), por microscopia eletrónica de varrimento. 

Variáveis Controlo OVX STZ STZ+OVX 

Área trabecular ocupada BV/TV(%) 

Espessura trabecular Tb.Th (μm) 

Separação trabecular Tb.Sp (μm) 

46.34 ± 1.66 

107.20 ± 1.63 

 153.62 ± 6.19 

34.00 ± 1.39 a,c 

88.36± 3.07 aa ,c 

187.05 ± 9.09 a,c 

45.14 ± 1.49  

109.39 ± 7.08  

145.11 ± 12.31 

37.25 ± 1.05 

95.14 ± 4.98 

180.31 ± 5.68 

Os resultados são valores médios ± erro padrão; n=6 para os grupos controlo (C) e hiperglicémicos 
(STZ) e n=7 para os grupos ovariectomizados (OVX e STZ+OVX); a p<0.05; aa p<0.01 comparado ao 
controlo; c p<0.05 comparado ao grupo OVX. 

 

5.3.4. Espessura cortical óssea da tíbia 

 A análise das imagens da seção transversal da zona média da tíbia, obtidas com uma 

ampliação de 20x (Fig.5.10) mostrou uma redução de 7% da espessura cortical da tíbia dos 

animais OVX comparados com os C (p<0.05), bem como um aumento de 36% do canal 

medular (perímetro endocortical) (Tabela 5.03). Enquanto nos animais hiperglicémicos 

(ovariectomizados ou não) o aumento do canal medular (35.4% e 38.6%) não foi 

acompanhado de alterações relevantes da espessura do osso cortical (0,5-3% de redução) 

(Tabela 5.03). 

 

Tabela 5.03 Espessura do osso cortical e do perímetro endocortical (tíbia) avaliada em 12 

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

 

Variáveis C OVX STZ STZ+OVX 

Espessura do osso 
cortical (mm) 

0.636 ± 0.010 0.593 ± 0.014 a 0.633 ± 0.023 0.616 ± 0.016 

Perímetro endocortical 
(mm) 

4.63 ± 0.09 6.31±0.25a 6.42 ± 0.26 aa 6.27 ± 0.32 a 

 
Os resultados são valores médios ± erro padrão; a p<0.05; comparado ao controlo. 
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Figura 5.10 Imagens da espessura do osso cortical da tíbia, obtidas por SEM, com uma ampliação  
de 20x, dos animais estudados. 
  

OVX C 

STZ STZ+OVX 
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5.3.5. Avaliação da microestrutura do osso cortical da tíbia 

As imagens apresentadas na Fig. 5.11, são representativas dos dados da Microscopia 

eletrónica de varrimento (SEM) do osso da tíbia dos animais estudados, obtidas a partir dos 

cortes longitudinais da zona média do osso e efetuadas com uma ampliação de 150x. A 

avaliação qualitativa da microscopia eletrónica das seções longitudinais da tíbia de animais 

hiperglicémicos mostrou uma estrutura óssea preservada com osteons separados por osso 

intersticial, lacunas e osteócitos conectados por canalículos (Fig. 5.11-C), uma estrutura 

similar á do grupo controlo (Fig.5.11-A). No entanto, este grupo de animais (STZ) mostrou um 

aumento do número e tamanho das lacunas ósseas quando comparado com o grupo controlo. 

Em oposição, foram observadas alterações na estrutura óssea de ambos os grupos 

ovariectomizados (Fig.5.11- B) e hiperglicémicos ovariectomizados (Fig.5.11-D).Várias 

microfissuras, áreas reabsortivas, aumento do número de lacunas/osteócitos foram 

observados especialmente no grupo de animais ovariectomizados. 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 5.11 - Imagens SEM (cortes longitudinais da tíbia, obtidos com ampliação de 
150x),representativas do osso da tíbia dos animais estudados: C-controlo (A); OVX-ovariectomizado 
(B); STZ-hiperglicémico (C); STZ+OVX-hiperglicemico ovariectomizado (D). 
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5.3.6. Parâmetros físico-químicos avaliados no osso femoral 

5.3.6.1. Diâmetro 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 

experiência (D0 a D60), contudo quando o peso do fémur é normalizado ao peso do animal 

as diferenças deixam de ser significativas (Tabela 5.04).  

O diâmetro 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) . 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.12 Gráfico do diâmetro 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 diâmetro 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 diâmetro normalizado 

dos fémures do grupo OVX que é significativamente inferior ao dos animais não 

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 Parâmetros físicos do fémur dos animais estudados. C - Controlo; OVX – Ovari- 

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

 

 
Os resultados são valores médios ± erro padrão; a p<0.05; aa p<0.01; aaa p<0.001 comparado ao  C; 
 b p<0.05 comparado ao grupo OVX. 

 

5.3.7. Conteúdo em cálcio   

Os resultados obtidos na absorção atómica mostraram níveis percentuais de cálcio 

mais reduzidos nos ossos 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 tendência semelhante, para um menor conteúdo ósseo em cálcio foi também 

observada nos fémures dos animais hiperglicémicos (STZ) comparativamente aos do grupo 

controlo (C) ainda que esta diferença não tenha sido significativa (Tabela 5.05). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.13 Percentagem do Cálcio 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. 

  

Variáveis 

 

Controlo OVX STZ STZ+OVX 

Diâmetro (mm) 2.61 ± 0.13 2.54 ± 0.10 2.76 ± 0.13 3.22 ± 0.21a,b 

Diâmetro fémur / 
peso corporal (µ/g) 

12.60± 0.45 9.28 ± 0.43 aaa 11.03 ± 0.45 10.92 ± 0.51 

Peso fémur (g) 0.59 ± 0.03 0.73±0.03a 0.72±0.02a 0.79±0.03aaa 

Peso fémur/Peso 
corporal (µg/g) 

2.68±0.07 2.58±0.05 2.74±0.06 2.64±0.02 
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Tabela 5.05 – Percentagem de cálcio no osso femoral: C - Controlo; OVX – Ovariectomizado,  

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

 

 
Os resultados são valores médios ± erro padrão; a p<0.05; aa p<0.01, comparado ao controlo. 
 

5.3.8. Propriedades biomecânicas do osso 

As curvas de tensão – extensão obtidas nos ensaios mecânicos de flexão em três 

pontos, conforme o exemplo dado na Fig. 4.05, permitiram estudar as propriedades 

biomecânicas dos fémures dos diferentes grupos de animais a partir da análise dos 

parâmetros: módulo de Young, tensão de cedência (σ yeld) e tensão máxima (σ ultimate) 

(Tabela 5.06).  

Nestes ensaios, em que cada curva pode ser dividida em duas fases: antes e após 

deformação do osso, os animais do grupo OVX mostraram ter uma tendência para ter valores 

mais baixos em todas a variáveis avaliadas quando comparados com os do grupo C (Tabela 

5.06) embora os resultados não sejam estatisticamente significativos, talvez devido ao baixo 

número de animais. 

Por outro lado, os valores obtidos para as diferentes variáveis nos animais STZ+OVX, 

foram significativamente superiores às obtidas no grupo OVX. A Fig.5.14 apresenta duas 

curvas representativas desses ensaios. Nestas curvas pode observar-se que o módulo de 

Young que reflete a rigidez do osso, é mais elevado no animal hiperglicémico ovariectomizado 

(STZ+OVX) do que no animal normoglicémico ovariectomizado (OVX). O mesmo acontece 

relativamente à força mecânica avaliada pela tensão de cedência (σ yield), (indicando que 

mais força é necessária para provocar as primeiras microfissuras e iniciar as deformações 

pláticas e definitivas do osso) e à tensão máxima (σ ult) que reflete a força a que o osso tem 

de ser submetido para fraturar.  

Estes resultados indicam que os ossos dos fémures de animais STZ+OVX são menos 

frágeis do que os dos animais OVX.  

  

Variáveis 

 

Controlo OVX STZ STZ+OVX 

Cálcio (%) 14.17 ± 1.05 11.07 ± 0.35a 11.96± 0.46 10.31 ± 0.41aa 
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Contudo é importante salientar que o diâmetro 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 diferença deixe de ser estatisticamente significativa quando o diâmetro do fémur 

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

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.14 Curvas de tensão - extensão exemplificativas. Um animal de cada grupo: Hiperglicémico 
ovariectomizado – (STZ+OVX) e ovariectomizado - (OVX). 

 

Tabela 5.06 Propriedades biomecânicas obtidas nos ensaios de flexão em três pontos dos 

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

 

Variáveis Controlo OVX STZ STZ+OVX 

 

Tensão de cedência 

(MPa) 

 

191.79 ± 12.39 

 

 

176.86 ± 3.43a 

 

 

205.18 ± 15.98 

 

 

240.79 ± 15.02 

 

Tensão máxima (MPa) 261.14 ± 17.88 219.18 ± 5.22 aa, b 272.32 ± 17.33 319.69 ± 24.64 

Módulo de Young (GPa) 14.76 ± 1.25 11.79 ± 0.25 aa, b 15.79 ± 0.43 18.20 ± 1.52 

    

Os resultados são valores médios ± erro padrão; a p<0.05 e p aa<0.01 comparado com 
o grupo STZ+OVX; bp <0.05 comparado ao grupo STZ.
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A resistência mecânica avaliada respetivamente pela tensão de cedência e 

tensão máxima, foi correlacionada com os resultados dos marcadores do turnover ósseo 

(CTX; P1NP e P1NP/CTX) de todos os grupos estudados, tendo revelado a existência 

de uma correlação positiva apenas para o grupo dos animais STZ (Tabela 5.07).  

Estes resultados indicam que a maior formação óssea que ocorre nestes animais, 

conferindo-lhes uma relação P1NP/CTX superior à dos animais normoglicémicos, está 

de alguma forma implicada na maior resistência que o seu osso cortical apresenta à 

fratura, quando submetido a uma força externa. 

  

Tabela 5.07 Correlação dos parâmetros biomecânicos com os marcadores bioquímicos 

de remodelação óssea (Spearman test). 

Correlação CTX P1NP P1NP/CTX 

Tensão de cedência - STZ(+0,801) STZ(+0,931) 

Tensão máxima - C(-0,782) STZ(+0,801) 

Extensão máxima - - - 

Módulo de Young - - - 
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5.4. Discussão e conclusão 

Muitos estudos têm investigado a relação entre a diabetes e a osteoporose 

(Schwartz, et al., 2011; Giangregorion, et al., 2012; Farr, Drake, Amin, Melton, 

McCready, & Khosla, 2014), e diferentes teorias têm sido propostas, contudo, o 

mecanismo pelo qual a diabetes aumenta o risco de fraturas ósseas, independente do 

valor da DMO, ainda não foi completamente identificado. 

Alguns autores propõem que o aumento do risco de fraturas encontrado nos 

doentes com DM2 possa ser devido a outros factores, tais como: as alterações na 

geometria óssea ou na microarquitetura do osso que comprometem a resistência óssea 

mas que não se refletem nos valores da densitometria óssea (DMO), que muitas vezes 

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

Assim sendo, embora muito divulgada e utilizada na prática clínica a DMO, não 

apresenta a especificidade e sensibilidade requeridas para calcular o risco de fratura 

óssea nos doentes diabéticos sendo importante conhecer a fisiopatologia e principais 

alterações estruturais do osso nesta condição patológica, não só para identificar melhor 

o risco de fratura mas sobretudo para poder intervir na sua prevenção e tratamento 

(Karim & Bouxsein, 2016). 

Atualmente, existem cada vez mais evidências de que a hiperglicemia possa 

comprometer a ultraestrutura e a competência biomecânica 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, começámos por estudar os efeitos da hiperglicemia crónica 

sobre a qualidade do osso trabecular (histomorfometria) e cortical (morfologia, 

composição química e propriedades biomecânicas), bem como nos marcadores séricos 

de remodelação óssea e nos níveis de cálcio, usando para isso ratos fêmeas normo e 

hiperglicémicos que foram submetidos a ovariectomia. O estado hiperglicémico crónico 

no rato foi obtido pela degeneração das células beta dos ilhéus de Langerhans, induzida 

por uma dose única de streptozotocina (STZ), (Akbarzadeh, et al., 2007). 

Para avaliar os efeitos da hiperglicemia crónica na qualidade óssea foram 

estudados diferentes parâmetros de acordo com os grupos estudados: Controlo 

normoglicémico (C), ovariectomizado (OVX), hiperglicémico (STZ) e hiperglicémico 

ovariectomizado (STZ+OVX). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Farr%20JN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24123088
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Drake%20MT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24123088
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Amin%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24123088
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Melton%20LJ%203rd%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24123088
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McCready%20LK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24123088
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Khosla%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24123088
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Os resultados dos parâmetros bioquímicos e fisiológicos em amostras de soro do 

modelo de rato hiperglicémico mostraram, como seria de esperar, níveis 

significativamente mais elevados de glicemia e de triglicéridos e um aumento do volume 

urinário e do peso corporal, comparados com os dos animais saudáveis. Este modelo 

animal, por não apresentar resistência à insulina, induzida, por exemplo, por uma dieta 

rica em gordura (Skovso, 2014), permitiu a avaliação do impacto da hiperglicemia 

crónica induzida apenas pela redução de insulina, na qualidade óssea, excluindo, em 

parte, a interferência de outros fatores metabólicos complexos presentes na DM2, 

associados à ausência de resposta celular à insulina. 

Na análise dos marcadores de remodelação óssea, não foram observadas 

diferenças significativas do marcador de reabsorção óssea – CTX, no grupo de animais 

hiperglicémicos relativamente aos animais do grupo controlo. Contudo, verificou-se um 

aumento do marcador de formação óssea - P1NP, observando-se também um aumento 

da razão P1NP/CTX, nos animais hiperglicémicos em comparação com os animais 

normoglicémicos, o que sugere que a hiperglicemia crónica induziu a remodelação 

óssea, com prevalência de formação de colagénio tipo 1. Estes resultados estão de 

acordo com os encontrados num estudo recente realizado in vitro (Cunha, Ferreira, 

Maquigussa, Naves, & Boim, 2014) que demonstrou que quando sujeitos a níveis 

elevados de glucose ou ao aumento da pressão osmótica (com manitol), os osteoblastos 

aumentam cerca de 12 vezes a secreção de colagénio do tipo 1, que resulta num 

aumento da produção da matriz orgânica do osso. 

   Contudo, os estudos histomorfométricos efetuados no osso trabecular 

vertebral (L4), que avaliaram, entre outros parâmetros, a espessura trabecular dos 

ossos desses animais, não revelaram alterações deste parâmetro 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 oposição ao aumento da espessura trabecular relatada em humanos 

(Vestergaard, 2007). 

A análise do diâmetro do osso cortical da tíbia dos animais hiperglicémicos 

também não demonstrou a existência de diferenças significativas relativamente aos 

animais normoglicémicos. 

Os resultados da análise química do cálcio, por absorção atómica, revelaram 

que a fração da excreção de cálcio e a depuração urinária de cálcio aumentaram 

enquanto o teor de cálcio no osso femoral diminuiu nos animais hiperglicémicos. Estes 

resultados estão de acordo com o observado por outros autores (McNair, Madsbad, 

Christensen, Christiansen,  Faber, Binder, & Transbøl, 1979), nos doentes diabéticos, e 

com os ensaios in vitro que reportam uma deficiente mineralização óssea revelada pela 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McNair%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=425786
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Madsbad%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=425786
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Christensen%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=425786
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Christiansen%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=425786
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Faber%20OK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=425786
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Binder%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=425786
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Transb%C3%B8l%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=425786
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diminuição da fosfatase alcalina óssea em cerca de 50%, produzida pelos osteoblastos 

quando sujeitos a um meio muito rico em glucose (Cunha, Ferreira, Maquigussa, Naves, 

& Boim, 2014). 

 

No entanto, os estudos morfológicos do osso cortical das tíbias, realizados por 

microscopia eletrônica, revelaram, nos animais hiperglicémicos, uma estrutura óssea 

preservada mas com um aumento do número e tamanho das lacunas ósseas e um 

aumento significativo do canal medular quando comparados com os controlos. Por outro 

lado, a rigidez mecânica e força do osso femoral dos animais hiperglicémicos não foram 

afetadas em comparação com os animais do grupo controlo. Contudo, a força mecânica 

(avaliada pela tensão de cedência e pela tensão máxima) do osso femoral dos animais 

hiperglicémicos, correlacionou-se positivamente com as mudanças observadas dos 

marcadores da remodelação óssea.  

O efeito da diabetes na força e na rigidez do osso ainda está 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 diminuição 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 diminuição da rigidez e da 

força do osso pode ser atribuída a um paragem do crescimento do osso cortical e ao 

menor tamanho da sua secção 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 

alterações da nanoestrutura do colagénio tipo I que induzem uma mudança 

conformacional do mesmo, bem como alterações mecânicas, como o aumento da 

resistência à deformação plástica (Hammond, Gallant, Burr, & Wallace, 2014) 

Neste trabalho, observou-se um aumento da remodelação óssea nos ratos 

hiperglicémicos, indicando um aumento significativo na formação de osso versus 

reabsorção óssea. Como consequência da remodelação óssea, as fibras colagénicas 

alinham-se na mesma direção ao longo dos pontos de carga o que poderá explicar o 

aumento da resistência mecânica que se observa (Caetano-Lopes et al., 2010). 

É sabido, que embora os dois tipos de diabetes (DM1 e DM2) se caracterizem 

pela existência de hiperglicemia, as duas formas de doença têm efeitos diferentes na 

estrutura e nas propriedades biomecânicas do osso (Hough, Pierroz, Cooper, Ferrari, & 

The IOF CSA Bone and Diabetes Working Group, 2016; Starup-Linde & Vestergaard, 

2015). Uma possível explicação para a existência de tais diferenças poderá ter a ver 

com os níveis de glicemia que são mais elevados na DM1 com as alterações 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 glicolisação do colagénio 

e o aumento dos produtos de glicolisação avançada (AGE), que não foram quantificados 

neste estudo, poderão ter um papel relevante nas mudanças ultraestruturais do osso, 

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 óssea tem sido atribuída aos AGES, podemos 

pressupor que os AGEs poderão não estar presentes em quantidades relevantes nos 

ossos dos ratos Wistar tratados com STZ deste estudo. Contudo, num estudo in vitro, 

em osso cortical de bovino, sujeito a incubação num meio rico em ribose, que 

desencadeou a glicolisação não enzimática do colagénio, também foi observado um 

aumento do módulo de Young, nos ensaios biomecânicos efetuados, embora não 

tenham sido observadas alterações na tensão máxima de cedência. (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 níveis séricos de E2 que se 

encontravam abaixo do limite de deteção da técnica usada no seu doseamento, em 

oposição aos níveis elevados observados nos animais controlo e STZ. 

O peso corporal destes animais também aumentou significativamente em 

relação 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, os 

animais ovariectomizados mostraram também uma diminuição do osso cortical e 

trabecular. Resultados similares foram obtidos em mulheres pós-menopausa, onde a 

osteoporose induz a diminuição 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, não foi observado 

no osso trabecular e cortical dos animais hiperglicémicos ovariectomizados (STZ+OVX) 

perda significativa de osso quando os dados histomorfométricos das vértebras e a 

espessura da tíbia foram comparados com os dos animais do grupo controlo, tal como 

foi também descrito em mulheres com DM2 na pós-menopausa (Farr, Drake, Amin, 

Melton III, McCready, & Khosla, 2014).   

Para além disso, os estudos morfológicos do osso cortical efetuados por 

microscopia eletrónica, revelaram que os animais STZ+OVX apresentavam uma 

microarquitetura óssea melhor preservada do que os animais do grupo OVX. Estes 

resultados sugerem que, pelo menos em ratos, os ossos de indivíduos com 

hiperglicemia crónica e deficiência em estrogénios estão mais protegidos relativamente 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Drake%20MT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24123088
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Amin%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24123088
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Melton%20LJ%203rd%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24123088
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McCready%20LK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24123088
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Khosla%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24123088
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à perda de massa óssea que ocorre como resultado da ausência de estrogénios que 

caracteriza a osteoporose pós-menopausa. Estes dados podem explicar os níveis de 

DMO mais elevados observados nas mulheres diabéticas pós-menopausa, quando 

comparados com os das não diabéticas (Vestergaard, 2007). Resultados similares 

foram obtidos recentemente num estudo in vivo efetuado em mulheres com DM2 na 

pós-menopausa. Neste estudo, as mulheres diabéticas apresentavam um aumento da 

DMO ao nível regional, da espessura do osso cortical da tíbia e do rádio, bem como do 

osso trabecular vertebral, mas também apresentavam uma diminuição dos marcadores 

de remodelação óssea (CTX e P1NP, embora apresentassem uma razão P1NP/CTX 

aumentada, bem como um aumento significativo da porosidade do osso cortical, 

avaliada por técnica de microidentação, no rádio. (Farr, Drake, Amin, Melton III, 

McCready & Khosla, 2014). 

Também o osso femoral dos animais hiperglicémicos ovariectomizados mostrou 

ter uma rigidez e uma resistência mecânica mais elevada (avaliada pelo módulo de 

Young), que foi significativa quando comparada à dos animais ovariectomizados.  

Baseando-nos nos resultados do osso trabecular, osso cortical, formação de 

colagénio e biomecânica óssea (rigidez e resistência à fratura), poderá concluir-se que 

a hiperglicemia crónica afeta positivamente os ossos dos ratos deficientes em 

estrogénios. Doentes osteoporóticos tiveram piores propriedades mecânicas, avaliada 

pelo módulo de Young e pela tensão de cedência quando comparados aos controlos 

saudáveis (Ciarelli, Fyhrie, Schaffler, & Goldstein, 2000). O mesmo foi observado em 

ratos (Zhao, Zhang, Shen, Qi, Wang, Qian, Deng, 2013). No nosso estudo, as 

propriedades biomecânicas do fémur dos animais ovariectomizados foram 

negativamente afetadas embora sem significado estatístico, relativamente ao controlo 

saudável. Estes resultados corroboram com os dados da microscopia eletrónica que 

revelaram a existência de várias microfissuras, áreas reabsortivas e um número maior 

de lacunas no osso da tíbia dos animais ovariectomizados. Notou-se também que, os 

fémures de animais normais e hiperglicémicos ovariectomizados estavam menos 

mineralizados (com menos cálcio) que os fémures dos animais saudáveis.  

Os nossos resultados sugerem que a hiperglicemia crónica provoca uma 

modificação da microarquitetura óssea originando estruturas menos frágeis, quer pelo 

aumento de dimensão do canal medular ósseo que afasta a matriz cortical do eixo 

interno do osso quer pelo aumento da formação do colagénio tipo 1. Estas modificações 

volumétricas aumentam a resistência do osso à fractura (Seeman, 2015). A 

hiperglicemia crónica induz também a desmineralização do osso cortical. Podemos 

assim especular que no osso exposto a níveis 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 osso pode levar à diminuição 

da resistência do mesmo (Pritchard JM.2013) o que pode ser acentuado pela perda de 

cálcio. 

Este mecanismo poderá 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 poderá 

também vir a acumular AGEs o que poderá a longo prazo contribuir também para o 

aumento da fragilidade do osso. 

 

Conclusão: 

 

A hiperglicemia crónica modula a microarquitetura óssea, em estruturas menos 

frágeis mesmo na ausência de estrogénio induzida por ovariectomia. Estes resultados 

contribuem para melhor compreender as incongruências relatadas em diferentes 

estudos realizados em mulheres diabéticas pós-menopausa. 

Contudo, serão necessários mais estudos para clarificar o mecanismo 

fisiopatológico que está na base da alteração estrutural do osso, observada na DM2, de 

modo a que se possam desenvolver estratégias para a identificação precoce da doença 

óssea associada a esta condição patológica, bem como para o desenvolvimento de 

novas abordagens e estratégias terapêuticas. 
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CAPÍTULO-6  

 

AVALIAÇÃO DA EFICÁCIA E SEGURANÇA, DO SUPLEMENTO 

DE CARBONATO DE CÁLCIO (PÓ DE CONCHA DE OSTRA) E 

GOMA GUAR, NO TRATAMENTO / PREVENÇÃO DA 

OSTEOPOROSE. 
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6. Avaliação da eficácia e segurança, do suplemento de carbonato de cálcio (pó 

de concha de ostra) e goma guar, no tratamento/prevenção da Osteoporose.  

6.1. Introdução/Objetivos 

A suplementação com cálcio, apesar de recomendada na prevenção da fratura 

óssea em indivíduos saudáveis bem como na osteoporose associada ao 

envelhecimento e à menopausa (Nieves, 2005) é assunto controverso. Sobretudo por 

motivos de segurança decorrentes da deposição de cálcio extra-ósseo, nomeadamente 

na parede vascular e no rim. A Osteoporose tem uma prevalência estimada de 200 

milhões de pessoas a nível mundial (Kanis, 2007), sendo que uma em cada 3 mulheres 

e um em cada 5 homens com mais de 50 anos sofrerá fractura devido à osteoporose 

(Melton,1992; Melton, 1998; Kanis et al., 2000). Na Europa, em 2010 a osteoporose 

atingia mais de 27 milhões de pessoas e estima-se que aumente 23% até 2025 atingindo 

perto de 34 milhões de pessoas (Hernlund,2013). O estudo EpiReumaPT (Rodrigues et 

al., 2014) revelou uma prevalência de osteoporose em 10.2% da população portuguesa 

e a nível Europeu Portugal é o quinto país com menor incidência de fractura da 

extremidade proximal do fémur (Hernlund, 2013), com uma ocorrência anual de 9500 

destas fracturas por fragilidade óssea (Branco, 2009). O elevado número de fracturas e 

morbilidades associadas à osteoporose tem um grande impacto não só nos gastos em 

saúde, com estimativas de custo superiores a 35 biliões/ano na Europa (Hernlund, 

2013), como também na produtividade desta população profissionalmente ativa e dos 

seus familiares-cuidadores.  

Face ao exposto, a formulação dos suplementos de cálcio bem como a dose a 

utilizar para obter benefícios ao nível do esqueleto sem causar efeitos adversos é um 

assunto importante. Problemas de segurança nas doses recomendadas (1-1.2 g) de 

suplemento de cálcio justificam a avaliação da sua eficácia em doses mais baixas. Por 

este motivo, um dos objetivos deste estudo foi testar o efeito, no osso femoral e 

vertebral, de ratos fêmeas deficientes em estrogénios, de uma dose de cálcio 

equivalente a um quinto do limite máximo diário recomendado na mulher pós-

menopausa, um terço da dose de suplementação praticada atualmente (1.2 g/dia), isto 

é 420 mg/dia.  

O outro objetivo deste estudo foi avaliar a segurança da administração desta formulação 

de cálcio, através de estudos histológicos efetuados nos órgãos onde este mais se 

deposita, vasos sanguíneos, rim e fígado.  
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Como fonte de cálcio recorreu-se à concha-de-ostra com base em estudos que 

demonstram que o CaCO3 destas conchas (900 mg/dia de cálcio) aumenta a densidade 

mineral óssea (DMO) em animais e em mulheres com osteoporose (Fujita et al,1993; 

Omi & Ezawa,1993) e como adjuvante da absorção de cálcio adicionou-se goma Guar 

com base em evidências que sugerem que esta fibra solúvel favorece a absorção de 

cálcio 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 à descrita no capítulo 5 com exceção 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 pó 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 cálcio e 414 mg/dia de guar).  

A dose de pó de concha de ostra administrada, contém uma dose de cálcio 

equivalente a 43,6 mg/Kg/dia. Esta dose equivale á suplementação no homem de 7.0 

mg/Kg/dia de cálcio elementar. A dose de goma guar utilizada corresponde a uma dose 

humana de 6.9 mg/Kg/dia. A dose de suplementação e a duração da mesma foram 

definidas tendo por base outros estudos (Kalu, 1991; Hara, Susuki, Kasai, Aoyama & 

Ohta,1999). Quer a dose de cálcio quer a de goma guar foram ajustadas para o rato 

tendo por base o fator de conversão da FDA (2005). Os animais não suplementados, 

ingeriram, durante o mesmo período, uma pellet idêntica constituída apenas com ração 

comercial standard 4RF21-GLP. Durante todo o período experimental os animais foram 

alojados em gaiolas individuais e alimentados com ração comercial (4RF21 LPG, 

Mucedola Srl, Milan, Italy) e água desionizada ad libitum. 

No final da suplementação (D60) avaliaram-se: o peso corporal, biomarcadores 

séricos, histologia e depósitos tecidulares de cálcio (Von Kossa), cálcio femoral e 

calciúria (absorção atómica); biomecânica do fémur (curvas de tensão/extensão); 

histomorfometria vertebral (L4) e a espessura e morfologia do osso cortical por análise 

de cortes da tíbia por microscopia eletrónica de varrimento (SEM). As técnicas usadas 

foram já descritas no capítulo IV Material e métodos. 
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O desenho experimental utilizado está esquematizado na Fig.6.01. 

 

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

6.3. Resultados 

6.3.1. Análise da composição do pó de concha de ostra e possíveis contaminantes 

Existem numerosas informações científicas relativamente aos teores de metais 

pesados na parte edível 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 

quanto se sabe, para a concha deste molusco, os dados não se encontram ainda 

facilmente disponíveis para consulta especialmente no que diz respeito à caracterização 

da concha da ostra portuguesa. Verifica-se ainda que os teores máximos que devem 

ser aplicados para os produtos da Pesca para efeitos de Saúde Pública, são ainda 

insuficientes, uma vez que somente existem valores de referência para o Cd, Pb e Hg 

para os bivalves (Tabela 6.01) na legislação da União Europeia (U.E.).  
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Tabela 6.01. Teores máximos de metais pesados que devem ser aplicados para os 

bivalves para efeitos de Saúde Pública (mg/kg peso fresco) de acordo com o 

Regulamento (CE) nº 1881/ 2006 de 19 de Dezembro (1) e Regulamento (CE) nº 

629/2008 de 2 de Julho(2). 

 

Entidade competente Metais 

UE 

Cd 

(mg/kg) 

Pb 

(mg/kg) 

Hg 

(mg/kg) 

1,0(1),(2) 1,5(1) 0,50(*) 

 
(*) Produtos da pesca e parte comestível da maioria dos peixes. O regulamento não especifica 
os teores máximos de Hg para os bivalves.  

 

Relativamente às análises efetuadas, não foram detetados no pó de concha de 

ostra utilizado, os metais As, Hg, Cd, Co, Sn e Cu pelo facto dos seus valores serem 

inferiores aos limites de deteção, respetivamente de 0,32µg/L, 1,232µg/L, 0,032mg/L, 

0,081mg/L, 0,430mg/L e 0,041mg/L. 

A análise química do pó de conchas de ostras mostrou ainda, que a amostra é 

composta predominantemente por carbonato de cálcio numa proporção de 97,3% e que 

a concentração de cálcio elementar nesse sal é de 40% (Tabela 6.02).   

 

Tabela 6.02.Composição química maioritária do pó de conchas de ostras, espécie 

Crassostrea gigas. 

 

Local de 

amostragem 

Espécie CaCo3 (%) MgO (%) P2O3 (%) Na2O (%) K2O(%) 

Sapalsado 
Crassostrea 

gigas 
97,3 0,5 0,0 2,0 0,1 

 

6.3.2. Análise da composição em cálcio da ração 

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

mesmo método usado para a determinação do cálcio no pó de conchas de ostras, 
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descrito anteriormente. A determinação analítica revelou um teor de cálcio presente na 

ração na ordem de 7186 mg/kg. 

6.3.3. Parâmetros fisiológicos antes do sacrifício 

O peso corporal dos animais dos três grupos estudados, foi registado no início do 

estudo (D0) e no final do mesmo (D60) (Tabela 6.03). O mesmo não apresentava 

diferenças significativas entre os animais dos 3 grupos no D0, o que era de esperar dado 

que os animais foram aleatoriamente divididos, mas aumentou respetivamente 10%, 

33% e 22% no grupo controlo, ovariectomizado (OVX) e ovariectomizado suplementado 

(OVX+S) após os dois meses de estudo (D60) (Fig.6.02) 

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

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

 

v Variável Controlo OVX OVX+S 

Peso corporal (g) no D0 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 aa 268.88 ± 6.77 aa 

 
Os resultados são valores médios ± erro padrão; aap<0.01 comparado ao controlo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6.02 Evolução 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. Parâmetros bioquímicos  

6.3.4.1. Parâmetros bioquímicos séricos e urinários  

Os níveis séricos de E2 de ambos os grupos ovariectomizados encontravam-se 

abaixo do limite de deteção (11.8 pg/ml).  

Os níveis séricos de glucose, triglicéridos, colesterol total, LDL e HDL não 

mostraram diferenças 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 saudáveis.  

O aumento da diurese observado nos animais ovariectomizados não foi estatisticamente 

diferente entre os grupos, e a hipercalciúria registada em ambos os grupos 

ovariectomizados foi apenas significativa (p<0,01) nos animais ovariectomizados não-

suplementados. O rácio calciúria/calcemia confirma a maior excreção de cálcio em 

ambos os grupos ovariectomizados, cerca do dobro da observada nos animais 

saudáveis (controlo) sendo novamente apenas significativa (p<0,01) no grupo 

ovariectomizado não-suplementado. Contudo a depuração do cálcio foi equivalente nos 

animais ovariectomizados. 

 

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

urina de 12h, de cada grupo de animais estudados.  
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Tabela 6.04 Marcadores bioquímicos dos grupos de animais estudados: Controlo, 

ovariectomizado (OVX), ovariectomizado suplementado (OVX+S); n=7 para todos os 

grupos. 

 

v Variáveis 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 ± 2.3 34.3 ± 3.7 36.5 ± 4.1 

Colesterol (mg/dL) 84.6 ± 3.8 97.0 ± 4.8 97.4 ± 3.7 

HDL (mg/dL) 39.3 ± 2.5 45.3 ± 2.9 44.3 ± 1.1 

LDL (mg/dL) 38.2 ± 3.2 49.1 ± 5.6 44.4 ± 4.0 

Calcemia (mg/dL) 10.5 ± 0.2 9.8 ± 0.1a 10.0 ± 0.1 

Vol. urinário (mL/12h) 3.9 ± 0.8 4.3 ± 0.7 5.2 ± 0.7 

Calciúria (mg/dL) 31.5 ± 4.5 65.1 ± 3.3 a 55.3 ± 9.4 

Calciúria / Calcemia 3.0 ± 0.5 6.7 ± 0.5 aa 5.7 ± 1.2 

Depuração do cálcio 
(mL/min) 

0.016±0.002 0.040±0.002aa 0.040±0.006a 

 

Os resultados são valores médios ± erro padrão; a p<0.05 aap<0.01 comparativamente ao 
controlo. DL – Limite de detecção = 11.8 pg/mL. 
 

6.3.4.2. Marcadores bioquímicos da remodelação óssea 

 

O marcador sérico de reabsorção óssea, CTX, aumentou cerca de 70% em 

ambos os grupos de animais ovariectomizados (OVX e OVX+S) (p<0.05) 

comparativamente aos animais saudáveis (controlo). O marcador sérico de formação 

óssea, P1NP, também aumentou em média 47% em ambos os grupos ovariectomizados 

(p<0.05) comparativamente aos animais saudáveis (Fig. 6.03). Os diferentes valores de 

rácio P1NP/CTX obtidos para cada um dos grupos, revelam uma diminuição de 12.5% 

e 19% respectivamente nos grupos ovariectomizados suplementados ou não 
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comparativamente aos animais saudáveis (controlo), respectivamente, mas sem 

significado estatístico (Tabela 6.05). 

A reabsorção e formação ósseas foram maiores nos grupos ovariectomizados, 

indicando um desequilíbrio entre a formação/reabsorção, com um grande incremento 

especialmente da reabsorção óssea, nos animais ovariectomizados, como seria de 

esperar. 

 

Tabela 6.05 Marcadores de remodelação óssea dos grupos de animais estudados: 

Controlo saudável (controlo), ovariectomizado (OVX), ovariectomizado suplementado 

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

 

v Variáveis Controlo OVX OVX+S 

CTX (ng/mL) 9.4 ± 0.64 15.4 ± 1.86 a 15.4 ± 1.34 aa 

PINP (ng/mL) 14.7 ± 1.26 21.3 ± 0.61aa 21.4 ± 1.48aa 

PINP/CTX 1.57 ± 0.06 1.39 ± 0.11 1.41 ± 0.06 

 

Os resultados são valores médios ± erro padrão; ap<0.05 aap<0.01 comparativamente ao 

controlo. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 6.03 Gráfico 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 – ovariectomizados suplementados. O nível de significância foi 
(*p<0.05) e (**p<0.01). 
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6.4. Histomorfometria óssea da quarta vértebra lombar (L4) 

A espessura trabecular do osso vertebral (L4) dos ratos ovariectomizados sofreu 

uma redução de -18% (p<0.01) e a distância trabecular aumentou cerca de +22% 

(p<0.05), quando comparada com a dos animais saudáveis (Tabela 6.06). 

Adicionalmente verificou-se uma diminuição significativa da área trabecular nos animais 

ovariectomizados comparada à dos animais saudáveis (-27%, p<0.01). Estes resultados 

confirmam a osteoporose que ocorreu em consequência da ovariectomia. No caso dos 

animais suplementados com cálcio, estes apresentam uma arquitetura óssea 

semelhante à dos animais ovariectomizados (Fig.6.04) que não foram suplementados 

e diferente dos animais saudáveis o que está de acordo com os resultados dos 

marcadores de remodelação óssea que também são 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 avaliação quantitativa dos parâmetros histomorfométricos 

  

1,25μm 
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Tabela 6.06 Medições da vértebra lombar (L4), por microscopia eletrónica de varredura.  
 

Variáveis Controlo OVX OVX+S  

Área trabecular ocupada BV/TV (%) 

   Espessura trabecular Tb.Th (μm) 

Separação trabecular Tb.Sp (μm) 

46.34 ± 1.66 

107.20 ± 1.63 

153.62 ± 6.19 

 

34.00 ± 1.39a  

88.36± 3.07 aa  

187.05 ± 9.09a 

 

35.89 ± 2.28 

92.45 ± 2.17a 

189.05 ± 13.30 

 

Os resultados são valores médios ± erro padrão; n=6 para os grupos controlo (C); n=7 para OVX 
e OVX+S; a p<0.05; aa p<0.01 comparado ao controlo. 

6.5. Parâmetros estruturais da tíbia 

6.5.1. Espessura cortical óssea da tíbia 

A análise da espessura cortical do osso da tíbia medida a partir das imagens 

(SEM) de secções transversais do mesmo, com uma amplificação de 20x (Fig. 6.05) 

mostram uma diminuição significativa da mesma, nos animais ovariectomizados quando 

comparada á dos animais do grupo controlo (p<0.05). Contudo, nos animais 

ovariectomizados que foram suplementados não se observaram alterações 

significativas da espessura cortical do osso tibial quando comparadas com as dos 

animais do grupo controlo (Tabela 6.07). 

 

Figura 6.05 Corte transversal do osso cortical da tíbia de um animal OVX+S, obtida por SEM, 

com uma ampliação de 20X.  
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Tabela 6.07 Espessura do osso cortical (tíbia) avaliada em 12 pontos nos grupos de animais  

estudados. Controlo (C), OVX e OVX+S; n=6 por grupo. 

 

Variáveis C OVX OVX+S 

Espessura do osso cortical (mm) 0.636 ± 0.010 0.592 ± 0.014 a 0.622 ± 0.016 

 
Os resultados são valores médios ± erro padrão; a p<0.05; comparado ao controlo. 

 

6.5.2. Avaliação da microestrutura do osso cortical  

A avaliação qualitativa da microscopia eletrónica das seções longitudinais da 

tíbia dos animais ovariectomizados evidenciou o aumento do número de 

lacunas/osteócitos, bem como o aumento do número de áreas em reabsorção e a 

presença de numerosas microfissuras. (Fig. 6.06-A). Estes resultados evidenciam as 

alterações da microestrutura óssea cortical que ocorreram na sequência da ausência de 

estrogénios, que contribuem para o aumento da fragilidade destes ossos. 

As imagens dos cortes do osso cortical da tíbia dos animais ovariectomizados 

que foram suplementados com cálcio, permitem observar que nestes animais o 

interstício ósseo está melhor preservado, apresentando um menor número de lacunas 

e de microfissuras, quando comparado com o osso dos animais não suplementados 

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

 

6.6. Parâmetros físico-químicos avaliados no osso femoral 

6.6.1. Diâmetro e peso dos fémures 

 Como seria de esperar observou-se uma redução do diâmetro do fémur (-2.8%), 

nos animais ovariectomizados (OVX) embora não se tenha observado uma diferença 

significativa do mesmo, em comparação com o controlo. Contudo, quando o diâmetro 

do fémur é normalizado pelo peso corporal, esta redução torna-se significativa (p<0.001) 

(-26%) (Tabela 6.08) e é acompanhada de uma redução de 3.9% na massa femoral 

normalizada. Nos animais ovariectomizados suplementados, a redução do diâmetro 

normalizado do fémur é atenuada (-1.2%), não é significativa e ocorre sem alteração da 

massa femoral normalizada quando comparada com a dos animais do grupo controlo 

(Tabela 6.08). 
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Figura 6.07 Gráfico diâmetro 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 Parâmetros físicos do fémur; n=7 por grupo. 

 

 

Os resultados são valores médios ± erro padrão; a p<0.05, aa p<0.01aaa p<0.001 comparado ao 

controlo. 

 

6.6.2. Teor em cálcio dos fémures 

O doseamento do teor de cálcio, por espectrofotometria de absorção atómica, 

revelou uma redução de 22% do conteúdo em cálcio dos fémures dos animais 

ovariectomizados (p<0,05) (Tabela 6.09), comparativamente aos animais saudáveis 

(Fig. 6.08). Nos animais ovariectomizados suplementados, a tendência de redução do 

conteúdo em cálcio do osso femoral foi menor (-17.5%) e sem significado estatístico 

comparativamente ao teor de cálcio dos fémures dos animais saudáveis (Fig. 6.08). 

 

Variáveis Controlo OVX OVX+S 

Diâmetro (mm) 2.61 ± 0.13 2.54 ± 0.10 2.58 ± 0.15 

 
Diâmetro fémur / peso corporal (µ/g) 12.60± 0.05 9.28± 0.04 aaa 9.71± 0.03aa 

 
Peso fémur (g) 0.59 ± 0.03 0.72±0.03 aa 0.73±0.03 aa 

Peso fémur/Peso corporal (µg/g) 2.68±0.07 2.58±0.05 2.62±0.07 
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Figura 6.08 Gráfico do teor de cálcio 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 cálcio do fémur; n=7 por grupo. 

 

 
Os resultados são valores médios ± erro padrão; a p<0.05; comparado ao controlo. 

 

6.6.3. Propriedades biomecânicas dos fémures 

As curvas de tensão – extensão obtidas nos ensaios mecânicos de flexão em 

três pontos, exemplificadas na (Fig. 6.09), foram utilizadas para calcular os parâmetros 

que caracterizam as propriedades biomecânicas do osso do fémur (Tabela 6.10), 

nomeadamente tensão de cedência (Yield stress), tensão máxima de fratura (ultimate 

stress) e rigidez traduzida pelo módulo elástico (Young’s module). Os fémures dos 

animais ovariectomizados mostraram uma tendência para valores menores das 

propriedades biomecânicas avaliadas comparativamente às dos fémures dos animais 

saudáveis sendo significativa a diferença na rigidez do osso avaliada pelo módulo de 

Young.   

Variáveis 

 

Controlo OVX OVX+S 

Cálcio (%) 14.17 ± 0.86 11.07 ± 0.35a 11.70 ± 0.37 
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Os fémures dos animais ovariectomizados suplementados apresentam 

propriedades mecânicas significativamente superiores comparativamente às dos 

fémures dos animais ovariectomizados não-suplementados, nomeadamente: modulo 

elástico, refletindo maior rigidez (p<0,05); e tensão máxima de fratura (p<0,05) refletindo 

maior resistência máxima do osso à fratura; a força/resistência mecânica avaliada pela 

tensão de cedência também aumentou mas não significativamente (Tabela 6.10). 

Tabela 6.10. Propriedades biomecânicas dos fémures dos grupos de ratos fêmeas 

estudados: controlo saudável (C), ovariectomizado (OVX), ovariectomizado 

suplementado (OVX+S); n=7 por grupo.  

 

Variáveis Controlo OVX OVX+S 

Tensão de Cedência (MPa) 191.79 ± 12.39 176.86± 3.43 182.29± 5.86 

Tensão Máxima de Fratura (MPa) 261.14 ± 17.88 219.18 ± 5.22b 256.20± 11.81 

Módulo de Young (GPa) 14.76 ± 1.25 11.79 ± 0.25a,b 14.05 ± 0.48 

 

Os resultados são valores médios ± erro padrão; a p<0.05; comparado ao C, b p<0.05, 

comparado ao OVX+S 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.09 Curvas de tensão-extensão dos seguintes grupos de animais: Controlo- (C); 
ovariectomizados - (OVX) e ovariectomizados suplementados - (OVX+S). 
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6.7. Análise macroscópica e massa do fígado, rim e coração 

O exame macroscópico não revelou alterações nos três órgãos estudados 

(coração, fígado e rim), em todos os grupos de animais estudados e a massa 

normalizada do coração revelou ausência de diferenças significativas entre os grupos 

estudados: animais saudáveis (4.8±0.5), ovariectomizados suplementados (4.3±0.1) e 

não suplementados (4.2±0.3). Contudo as massas normalizadas do fígado 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 Avaliação física dos órgãos coração, fígado 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; a p<0.05 comparado 
ao controlo. 
 
 

 Coração Fígado Rim 

Variáveis mg mg/MC x 
103 

m(g) m/MC x 103 m(g) m/MC x 103 

C 1.01±0.15 4.8±0.5 5.43±0.2 26.2±0.8 1.40±0.06 6.8±0.2 

OVX 1.14±0.10 4.2±0.3 5.30±0.26 19.2±0.6a 1.45±0.07 5.2±0.1a 

OVX+S 1.19±0.06 4.3±0.1 5.68±0.25 20.5±0.6a 1.37±0.07 4.9±0.3a 
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6.8. Exames histológicos 

6.8.1. Fígado e Rim 

Os cortes histológicos do fígado (Fig. 6.10) e rim (Fig.6.11) corados com a 

coloração de hematoxilina-eosina e Von Kossa revelaram a preservação dos tecidos em 

todos os grupos de animais estudados, e a ausência de depósitos de cálcio nos tecidos 

dos animais suplementados (OVX + S) (Figs.6.10-B e 6.11-B).  

 

 

Figura 6.10 Cortes histológicos de fígado (ampliação 100x). Imagens de um animal de cada 

grupo (OVX e OVX+S) A- Coloração hematoxilina-eosina (HM); B- Coloração de Von Kossa (VK). 
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 Figura 6.11 Cortes histológicos do rim; ampliação 200x: medula (túbulos renais fig. C) e córtex 
renal (glomérulos fig. D). Imagens de um animal de cada grupo (OVX e OVX+S) A - Coloração 
hematoxilina-eosina (HM); B- Coloração de Von Kossa (VK). 
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6.8.2. Aorta torácica 

Os cortes histológicos de secções da croça da aorta dos animais estudados 

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

       

 

 

 

 

             

 

 

      

 

 

 

 

 

 

  

 
Figure 6.12 Cortes histológicos em coloração de Hematoxilina-Eosina. Ampliação 40x. A- animal 
saudável (C); B-Animal ovariectomizado não suplementado (OVX); C- animal ovariectomizado 
suplementado (OVX+S). 
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Os mesmos cortes sujeitos à coloração de Von Kossa (Fig. 6.13), revelaram a ausência 

de depósitos de cálcio em qualquer uma das preparações observadas para cada grupo 

de animais estudado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6.13 Pesquisa de depósitos de cálcio em secções de crossa da aorta. Cortes histológicos 
em coloração de Von Kossa, ampliação 40x. A- animal saudável (C); B-Animal ovariectomizado 
não suplementado (OVX); C- animal ovariectomizado suplementado (C+S). 
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6.9. Discussão e conclusão  

 

Com este trabalho pretendeu-se utilizar um modelo animal de rato que simula a 

osteoporose que ocorre na mulher na pós-menopausa, para estudar o efeito de um 

suplemento alimentar rico em cálcio, obtido a partir de um resíduo, a concha de ostra, e 

de uma fibra alimentar solúvel, a goma guar, no metabolismo, composição, 

microarquitetura e propriedades biomecânicas do osso. 

A ovariectomia efetuada no rato, acompanhada da consequente diminuição dos 

níveis séricos de estrogénios simula a deficiência em estrogénios que se verifica na pós-

menopausa na mulher. Sendo esta, a principal causa da rápida perda de massa óssea 

e de aumento da fragilidade do osso que conduz à osteoporose pós-menopáusica, a 

ovariectomia tem sido o modelo animal mais utilizado, para estudar esta patologia e o 

efeito de fármacos na sua terapêutica. 

Vários trabalhos apontam para o efeito dos estrogénios sobre a absorção 

intestinal de cálcio. A sua administração, aumenta a absorção de cálcio na mulher na 

pós-menopausa (Gallagher, Riggs, & DeLuca, 1980; Gennari, Agnusdei, Nardi & 

Civitelli,1990) e no rato (Arjmandi, Hollis, & Kalu, 1994) contudo, o efeito da diminuição 

dos estrogénios na absorção intestinal de cálcio, no rato, não é coincidente nos vários 

estudos efetuados (Thomas, Hope, & Ibarra, 1988; Lindgren & DeLuca, 1982), Alguns 

desses estudos indicam uma diminuição da sua absorção (Kalu, Liu, Hardin & 

Hollis,1989; Akao, Abe, Sato, Hasegawa-Tanigome, Kumagai & Kumagai, 2015) que 

parece não depender dos níveis da 1,25(OH)2 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 excreção urinária de cálcio 

verificada, já que nos animais ovariectomizados que foram suplementados também 

observámos hipercalciúria mas sem diferenças significativas de calcemia 

comparativamente aos animais saudáveis, o que indica que o aumento do aporte de 

cálcio, resultante da suplementação possa ter contribuído para minimizar o desequilíbrio 

da homeostase do cálcio observado na deficiência estrogénica. 

O aumento do cálcio sérico bem como do teor em cálcio do osso femoral 

observado nos animais ovariectomizados suplementados, veio comprovar que o cálcio 

da concha-de-ostra na presença da goma guar é absorvido no intestino e promove uma 

eficaz mineralização óssea. A biodisponibilidade do cálcio da concha de ostra já 
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anteriormente tinha sido verificada na mulher e no rato com deficiência estrogénica 

(Fujita, Fujji, Kitagawa & Fukase, 1993; Omi & Ezawa, 1993) através da avaliação da 

densidade mineral óssea e da resistência máxima à 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 cálcio melhora com a associação à 

goma guar mesmo em condições adversas à sua absorção (Hara, Suzuki, Kasai, 

Aoyama & Ohta, 1999) 

No presente estudo, o suplemento testado, embora numa dose baixa de cálcio, 

demonstrou ainda, atenuar a desmineralização óssea que se observa após ovariectomia 

e conferir maior rigidez (módulo elástico) e maior resistência máxima à fractura e uma 

tendência para maior resistência à deformação plástica e primeiras microfraturas 

(tensão de cedência), do fémur dos animais ovariectomizados. Estes resultados 

sugerem, portanto, que os ossos dos fémures dos animais ovariectomizados 

suplementados passaram a ser menos frágeis do que os de animais ovariectomizados 

não-suplementados. Todos os grupos de animais tiveram acesso, ad libitum, a água 

desmineralizada e a ração. A ração, como única fonte de cálcio dos animais saudáveis 

e dos ovariectomizados, foi suficiente para manter ossos saudáveis nos primeiros mas 

não nos segundos. As diferenças na mineralização e fragilidade dos fémures 

encontradas entre animais ovariectomizados suplementados ou não apontam para um 

efeito benéfico da suplementação mesmo com doses baixas de cálcio, no osso de 

animais deficientes em estrogénios. 

A diminuição do incremento do peso corporal observada nos animais 

ovariectomizados suplementados (22%) comparativamente ao grupo ovariectomizado 

não suplementado (33%) foi outro efeito benéfico observado neste estudo. Num estudo 

adicional (ver capítulo VII) a suplementação de animais saudáveis não alterou a 

quantidade de ração e de água ingerida relativamente ao grupo controlo, o que sugere 

que o menor incremento de massa corporal observada no grupo suplementado poderá 

ser atribuído à goma guar. Não foram, contudo, observados os efeitos benéficos 

descritos para a goma guar, nos níveis de colesterol (Behall, 1990) Este facto pode ser 

explicado pela inexistência de hipercolesterolemia nos animais estudados e pela baixa 

dose de goma guar utilizada. 

A dose de suplemento de cálcio 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 cálcio (420 mg/dia), um quinto da dose máxima diária 
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recomendada na mulher pós-menopausa (2000 mg/dia) e um terço da dose superior 

geralmente utilizada em suplementação (1200 mg/dia).  

A maior parte da população não ingere diariamente na dieta quantidades de 

cálcio acima dos limites recomendados; sendo que a ingestão de cálcio em excesso 

provém do recurso a suplementos de cálcio. A utilização de suplementos de cálcio é 

muito comum na população idosa dos países mais desenvolvidos, principalmente na 

mulher pós-menopausa. Contudo alguns estudos têm mostrado que, tanto nos EUA 

como na Europa, esta população, por vezes, ingere quantidades de cálcio acima dos 

limites máximos recomendados principalmente por ingestão de doses de suplementos 

inadequadas à dieta individual (EFSA NDA Panel,2015; Sanfélix-Gimeno, Sanfélix-

Genovés, Rodriguez-Bernal, Peiró & Hurtado,2013). As dificuldades no ajuste de dose 

são ainda acrescidas pela diminuição de absorção de cálcio na pós-menopausa mas 

também por algumas terapêuticas farmacológicas, frequentemente usadas nestas 

idades. Entre outros fármacos, por exemplo, os corticosteróides e os inibidores da 

bomba de protões comprometem a biodisponibilidade do cálcio (Van Staa, Leufkens, 

Abenhaim, Zhang & Cooper, 2000; Zhou, Huang, Li, Sun & Liu, 2015).  

Revisões sistemáticas têm mostrado que, nos adultos, o excesso de cálcio obtido 

através de suplementos e não da dieta, para além de causar obstipação e transtornos 

gastrointestinais, por vezes graves, aumenta o risco de litíase renal e de acidentes 

cardiovasculares (US Institute of Medicine 2010; Bolland, Leung, Tai, Bastin, Gamble, 

Grey & Reid, 2015). A necropsia e as análises histopatológicas efetuadas no presente 

estudo, comprovam a segurança da formulação e da dose de cálcio utilizada neste 

trabalho, já que não foram observados quaisquer sinais de toxicidade, nem alterações 

histológicas ou depósitos de cálcio nos principais órgãos alvo (rim, fígado e croça da 

aorta) dos animais que receberam o suplemento. 

Conclusão: 

A suplementação com pó de concha-de-ostra e goma guar, numa dose 

equivalente humana moderadamente baixa de cálcio, durante 53 dias, de animais 

deficientes em estrogénios, atenuou a hipocalcemia, a calciúria, a desmineralização e 

fragilidade ósseas, e o incremento da massa corporal, sem aparente depósito de cálcio 

nos órgãos mais vulgarmente afetados (rim e vasos sanguíneos).  

Estes resultados confirmam a biodisponibilidade do cálcio do suplemento de concha-de-

ostra associado à goma guar e sugerem que o tratamento com este suplemento de 

cálcio, mesmo numa dose baixa, protege o osso cortical e diminui a probabilidade de 
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fractura, pelo menos do osso femoral, comprovando que a personalização da 

suplementação com cálcio numa dose e formulação adequadas é um meio barato, 

seguro e eficaz de prevenção da fragilidade do osso associada à osteoporose por 

deficiência em estrogénios. 
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CAPÍTULO-7  

 

AVALIAÇÃO DO EFEITO DO SUPLEMENTO DE CARBONATO DE 

CÁLCIO (PÓ DE CONCHA DE OSTRA) E GOMA GUAR, NOS 

PARÂMETROS BIOQUÍMICOS E NO OSSO OSTEOPORÓTICO 

DE ANIMAIS COM HIPERGLICEMIA CRÓNICA. 
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7. Avaliação do efeito do suplemento de carbonato de cálcio (pó de concha de 

ostra) e goma guar, nos parâmetros bioquímicos e no osso osteoporótico de 

animais com hiperglicemia crónica 

7.1. Introdução/Objetivo 

É atualmente consensual que a DM2 é um fator adicional de risco de fractura, 

que pode ser superior a 2x o risco dos indivíduos não diabéticos, embora apresentem 

um aumento da densidade mineral óssea (Ferrari, 2016). Schwartz et al., (2001) em 

estudo prospetivo de mulheres mais velhas, obtido a partir de um estudo de fraturas 

osteoporóticas confirmaram que mulheres com DM2 têm maiores taxas de fraturas 

nas regiões da bacia, úmero e pé, quando comparadas com mulheres não diabéticas.  

Quando considerados todos os fatores de risco associados à osteoporose, os 

doentes com diabetes são mais propensos às complicações microvasculares como a 

retinopatia diabética, que ocorre em até 60% em pacientes DM2, e a nefropatia 

diabética, cuja prevalência pode chegar a 40% (Murussi, Campagnolo, Beck, Gross & 

Silveiro, 2007), citados por Dall`Alba & Azevedo, (2010). Além disso, a DM2 está 

intimamente associada à síndrome metabólica, que pode ser definida como um conjunto 

de desordens clínicas interrelacionadas, tais como obesidade, resistencia à insulina, 

tolerância diminuída à glicose, hipertensão arterial e dislipidemia  (Alberti et al., 2009) 

citado por Dall`Alba & Azevedo, (2010). Embora a relação entre a DM2 e osteoporose 

tenha sido amplamente investigada, continua a ser desconhecido o mecanismo 

fisiopatológico envolvido. A diabetes pode influenciar os ossos através de diversos 

mecanismos, alguns dos quais podem ter efeitos contraditórios. A obesidade difundida 

na DM2 está fortemente associada com uma maior densidade mineral óssea, 

provavelmente através de cargas mecânicas e fatores hormonais, incluindo a insulina, 

o 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 asiáticas com um índice 

de massa corporal normal, aponta para que não seja o aumento do índice de massa 

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

As ações benéficas de dietas ricas em fibras solúveis sobre a sensibilidade à 

insulina em diabetes mellitus não insulino dependente e diabetes mellitus dependente 

de insulina, estão 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 solúveis têm um papel importante em pacientes portadores 

da diabetes mellitus, através dos seus efeitos benéficos sobre a homeostase glicémica, 

perfil lipídico, saciedade, peso corporal e fatores de risco para doenças 

cardiovasculares (Venn & Mann, 2004). A goma guar pode ser eficazmente usada para 

reduzir a glicose no sangue pós-prandial (Bhardwaj et al., 1994).   

As propriedades de viscosidade e de formação de gel de fibras solúveis retardam 

o esvaziamento gástrico, diminuindo a resposta da glicose pós-prandial, e reduzindo os 

níveis de colesterol total e de LDL e ainda induzem uma perda de peso moderada, 

devido ao baixo conteúdo energético e aumento da saciedade (Howarth, 2001) citado 

por Butt, Shahzadi, Sharif & Nasir, 2007.  

O combate à osteoporose exige determinados níveis de cálcio no organismo seja 

pela ingestão natural do nutriente ou na forma de suplemento. É necessário tomar 

quantidade suficiente de cálcio (Ca) para a prevenção da osteoporose (Omi & Ezawa, 

1993). Suplementação com cálcio de concha de ostra é recomendada na prevenção da 

osteoporose associada ao envelhecimento e à menopausa (Nunes, Santana, Sobrinho, 

de La Roca, Lima & Neto, 2006).  

Estudos demonstram que o CaCO3 de concha de ostra aumenta a densidade 

mineral óssea (DMO) em animais com osteoporose  (Omi & Ezawa, 1993; Fujita, Fujii, 

Kitagawa, & Fukase, 1993).  

As fibras solúveis, muito fermentáveis diminuem o pH e aumentam a absorção 

intestinal de cálcio de forma passiva no cólon (Charles,1992). Nesse contexto, o objetivo 

do presente estudo foi investigar o efeito da goma guar incorporada no pó de concha de 

ostra, rico em carbonato de cálcio, usado na forma de suplemento administrado 

diariamente, em ratos hiperglicémicos ovariectomizados, e ao fim de 53 dias de 

suplementação avaliar o peso corporal, glicemia, calcemia, triglicéridos, colesterol, CTX, 

P1NP e cálcio urinário e femoral, bem como os efeitos no osso cortical e trabecular, 

comparando-os com os dos animais hiperglicémicos ovariectomizados não 

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 está esquematizado na Fig. 7.01. 

 

       
 

 

 

 

Figura 7.01 Desenho experimental utilizado para os estudos dos animais hiperglicémicos 

ovariectomizados suplementados com cálcio e goma guar, durante 53 dias, com início após uma 

semana de recobro da ovariectomia. 

 

As metodologias usadas para a indução da hiperglicemia, ovariectomia e 

suplementação dos animais, bem como as metodologias utilizadas para a análise das 

amostras biológicas (sangue; urina e osso) foram já descritas detalhadamente nos 

capítulos 5, 6 e 7. 

Em resumo, a um grupo de ratos fêmeas Wistar (n = 7), hiperglicémicos e 

ovariectomizados (STZ+OVX+S) foi administrado um suplemento sob a forma de pellet, 

preparado com pó de concha-de-ostra (0,11 g/Kg de carbonato de cálcio) e goma guar 

(0,04 g/Kg) durante 53 dias. A suplementação iniciou-se uma semana após a 

ovariectomia dos animais. Ao 60º dia após a cirurgia, os animais foram sacrificados e 

avaliou-se: peso corporal, glicemia, calcemia, triglicéridos, colesterol, CTX, P1NP, cálcio 

urinário, qualidade do osso trabecular vertebral (histomorfometria) e cortical tibial 

(microscopia eletrónica varrimento-SEM) bem como o peso, diâmetro, conteúdo em 

cálcio e parâmetros biomecânicos do osso femoral. 
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+ 
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7.3. Resultados  

7.3.1. Parâmetros fisiológicos e bioquímicos antes do sacrifício  

Na altura do sacrifício 4 dos 7 animais tratados com o suplemento não 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 os resultados 

dos 3 animais, com valores de glicemia, após o sacrifício, superiores a 130 mg/dL. 

Assim, a avaliação dos resultados, dado o número reduzido de animais deste grupo, 

será apenas qualitativa, não dando lugar a comparações estatísticas. As médias 

encontradas são comparadas com a do grupo STZ+OVX e para alguns parâmetros 

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 idêntico 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 três animais, era ligeiramente inferior ao dos animais dos grupos STZ e 

STZ+OVX (Fig.7.02). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 (D0) 

e no final do estudo (D60) STZ+OVX+S (n=3); STZ, STZ+OVX e OVX+S (n=7); médias 

± erro padrão. 

 

7.3.2. Parâmetros bioquímicos 

7.3.2.1. Parâmetros bioquímicos séricos e urinários  

Os resultados dos parâmetros bioquímicos determinados no soro e na urina dos 

3 animais deste grupo, estão compilados na tabela 7.02. Nesta tabela foram também 

colocados os resultados dos grupos STZ+OVX e OVX+S para facilitar a comparação 

dos dados. Os níveis séricos de E2 estavam abaixo do limite de deteção (11.8 μg/ml), 

evidenciando assim o sucesso da ovariectomia nestes animais. 

Tabela 7.02 Resultados dos marcadores bioquímicos, séricos e urinários dos grupos: 
STZ+OVX+S n=3; STZ+OVX n=7 e OVX+S n=7; médias ± erro padrão. 
 

Variáveis STZ+OVX+S STZ+OVX OVX+S 

Glicemia (mg/dL) 138.7±6.5 198.0 ± 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 ± 4.3 97.4 ± 3.7 

HDL (mg/dL) 47.3±2.3 37.5 ± 5.9 44.3 ± 1.1 

LDL (mg/dL) 31.3±2.9 43.7 ± 3.3 44.4 ± 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 

Calciúria (mg/dL) 34.8±4.3 37.6 ± 6.1 55.3 ± 9.4 

Calciúria/calcemia 3.4±0.4 3.8 ± 0.5 5.7 ± 1.2 

 

Variáveis STZ+OVX+S STZ+OVX STZ OVX+S 

Peso corporal (g)  D0 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 
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7.3.2.2. Marcadores bioquímicos da remodelação óssea 

 

A razão do P1NP/CTX (Tabela 7.03) dos animais STZ+OVX+S é semelhante á 

dos STZ+OVX e é superior em cerca de 13.5%. à dos OVX+S. Estes resultados 

parecem apontar para a ausência de efeito do suplemento de cálcio nos marcadores de 

remodelação óssea nos animais hiperglicémicos ovariectomizados. 

 
 

Tabela 7.03 Marcadores de remodelação óssea dos grupos: STZ+OVX+S n=3; 
STZ+OVX e OVX+S n=7; médias ± erro padrão. 

 

 Variáveis STZ+OVX+S STZ+OVX OVX+S 

CTX (ng/mL) 17.6±4.9 15.9 ± 1.4 15.4 ± 1.3  

PINP (ng/mL) 24.5±2.5 25.0 ± 2.3 21.4 ± 1.5  

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

 

7.3.3. Histomorfometria óssea da quarta vértebra lombar (L4) 
 

  Os dados da histomorfometria da L4 (BV/TV e Tb.Sp) dos animais STZ+OVX+S 

são semelhantes aos dos STZ+OVX, (Tabela 7.04), o que está de acordo com aos 

dados dos marcadores de remodelação óssea que também são semelhantes. Contudo 

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

 

Tabela 7.04 Medições da vértebra lombar (L4), por microscopia eletrónica de varrimento  
Os resultados são valores médios ± erro padrão; n=3 para o grupo STZ+OVX+S; n=7 
para STZ+OVX  e OVX+S. 
 

Variáveis STZ+OVX+S STZ+OVX OVX+S  

Área trabecular ocupada BV/TV (%) 

Espessura trabecular Tb.Th (μm) 

Separação trabecular Tb.Sp (μm) 

37.80 ± 1.30 

99.30 ± 3.30 

180.80 ± 6.19 

37.25 ± 1.05 

95.14 ± 4.90 

180.31 ± 5.68 

35.89 ± 2.28 

92.45 ± 2.17 

189.05 ± 13.30 
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7.3.4. Espessura cortical óssea da tíbia 

  A análise das imagens da seção transversal média da diáfise da tíbia, obtidas 

com uma ampliação de 20x10 (Fig.7.03), dos três animais estudados, mostrou uma 

espessura do osso cortical da tíbia nos animais STZ+OVX+S equivalente à dos 

STZ+OVX (Tabela 7.05), parecendo não ter havido qualquer efeito do suplemento, 

embora só tenham sido considerados 3 animais. 

 

 

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

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

Variáveis STZ+OVX+S STZ+OVX 

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

 

7.3.5. Avaliação da microestrutura do osso cortical  

  As imagens dos cortes de osso cortical da tíbia dos animais hiperglicémicos 

ovariectomizados, que foram suplementados com cálcio (STZ+OVX+S), permitem 

observar que nestes animais o interstício ósseo, embora poroso, está melhor 

preservado, apresentando um menor número de lacunas e de microfissuras, quando 

STZ+OVX+S 
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comparado com o osso dos animais não suplementados (STZ+OVX) (Fig. 7.04 – A e 

B). 

 

 
 

 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.04 - Imagens (SEM), obtidas com ampliação 150x dos cortes longitudinais das tíbias, 
representativas de cada grupo: STZ+OVX+S e STZ+OVX. 

 

  

STZ+OVX+S                       A 

STZ+OVX                              B 
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7.3.6. Parâmetros físico-químicos avaliados no osso femoral 

7.3.6.1. Diâmetro e peso dos fémures 

Nos animais STZ+OVX+S o diâmetro normalizado do fémur é semelhante ao dos 

animais STZ+OVX e superior ao dos animais OVX+S enquanto a massa femoral 

normalizada embora superior à do grupo STZ+OVX, é muito semelhante à dos animais 

OVX+S (Tabela 7.06). 

Tabela 7.06 Parâmetros físicos do fémur: n=3 para o grupo STZ+OVX+S; n=7 para  

STZ+OVX e OVX+S; médias ± erro padrão. 

 

 

7.3.6.2. Teor em cálcio dos fémures 

O doseamento do teor de cálcio, por espectrofotometria de absorção atómica, 

revelou uma redução de 16% do conteúdo em cálcio dos fémures dos animais 

hiperglicémicos ovariectomizados STZ+OVX comparativamente aos animais 

hiperglicémicos (STZ). Nos animais STZ+OVX+S, a tendência de redução do conteúdo 

em cálcio do osso femoral foi um pouco menor (-14%), o grande desvio verificado no 

doseamento de cálcio nos animais STZ+OVX+S não nos permite concluir a existência 

ou não de diferenças relativamente ao grupo OVX+S, embora em média este valor seja 

mais baixo. (Tabela 7.07). 

  

 

Variáveis 

 

 

STZ+OVX+S 

 

STZ+OVX 

 

OVX+S 

 

Diâmetro (mm) 

 

2.70±0.07 

 

3.22 ± 0.21 

 

2.58 ± 0.15 

Diâmetro fémur / peso corporal 

(µ/g) 

10.9±0.4 10.7 ± 0.5  7.3± 0.3 

Peso fémur (g) 0.74±0.07 0.79±0.03 0.73±0.03 

Peso fémur/Peso corporal (µg/g) 2.76±0.06 2.64±0.02 2.72±0.07 
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Tabela 7.07 Teor em cálcio do fémur. n=3 para o grupo STZ+OVX+S; n=7 para os grupos  
STZ; STZ+OVX; OVX+S; médias ± erro padrão. 
 

 

7.3.7. Propriedades biomecânicas dos fémures 

As curvas de tensão – extensão obtidas nos ensaios mecânicos de flexão em 

três pontos, permitiram estudar as propriedades biomecânicas dos fémures dos 

diferentes grupos de animais a partir da análise dos parâmetros: módulo de Young, que 

avalia a rigidez do osso e a tensão de cedência e tensão máxima de fratura que avaliam 

a resistência mecânica do mesmo (Tabela 7.08). Os valores obtidos para as diferentes 

variáveis, nos animais do grupo STZ+OVX+S, foram superiores em média às obtidas no 

grupo STZ+OVX contudo os três animais apresentaram uma grande dispersão de 

resultados, nos três parâmetros avaliados. O osso 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 são, à partida, mais resistentes à fratura que o dos animais 

normoglicémicos ovariectomizados suplementados, pois foi necessário aplicar mais 

força para iniciar as deformações plásticas e provocar as primeiras microfissuras bem 

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

 

Tabela 7.0.8 Propriedades biomecânicas dos fémures dos grupos estudados: n=3 para 
o grupo STZ+OVX+S; n=7 para os grupos STZ+OVX e OVX+S; médias ± erro padrão. 
 

Variáveis STZ+OVX+S STZ+OVX   OVX+S 

Tensão de Cedência (MPa) 256.28±37.4 240.79 ± 15.02 

 

182.29± 5.86 

Tensão Máxima de Fratura (MPa) 329.92±41.51 319.69 ± 24.64 256.20± 11.81 

Módulo de Young (GPa) 18.47±3.18 18.20 ± 1.52 14.05 ± 0.48  

 
  

Variáveis 

 

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

Cálcio (%) 10.50±1.50 10.31 ± 0.41 11.96± 0.46 11.70 ± 0.6 
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É importante salientar que o peso normalizado dos fémures bem como a sua % 

de cálcio eram também superiores nestes animais, embora o diâmetro normalizado do 

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

 
 
7.4. Discussão e conclusão 

Com este trabalho pretendeu-se estudar o efeito do suplemento de cálcio e goma 

guar já usado nos animais osteoporóticos normoglicémicos, mas agora em animais 

osteoporóticos hiperglicémicos procurando avaliar-se o seu efeito não só no 

metabolismo, composição, microarquitetura e propriedades biomecânicas do osso, mas 

também ao nível do ganho de peso e do metabolismo da glucose, dos lípidos e do cálcio. 

Com efeito, o consumo de fibra alimentar embora benéfico para o controlo da 

glicemia e da dislipidemia associada ou não a esta condição patológica, pode prejudicar 

a absorção de minerais, nomeadamente do cálcio (Miller, 1989)  

Por outro lado o cálcio embora seja maioritariamente absorvido no intestino 

delgado, de forma dependente da Vitamina D, é também absorvido passivamente no 

cólon (Charles,1992), tendo-se verificado que a ingestão de fibra alimentar solúvel, 

altamente fermentável, juntamente com um sal de cálcio restabelece a absorção de 

cálcio no colon dos ratos, em que a absorção de cálcio está diminuída devido à falência 

renal (Hara et al. 1996), e que a modificação da microbiota do cólon, diminui o pH do 

intestino grosso, aumentando a absorção de cálcio e o crescimento ósseo quer nos 

animais, quer no homem (Rizzoli, 2016). 

Os resultados obtidos, embora apenas com 3 animais, dado que os outros 

apresentavam glicemias séricas na altura do sacrifício 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 não suplementados do que nos suplementados pois 

estes animais apresentavam níveis de glicemia e de colesterol mais baixos. 

Relativamente ao ganho de peso, este não foi diferente entre os animais hiperglicémicos 

ovariectomizados, suplementados ou não ao contrário do que se tinha verificado nos 

animais normoglicémicos ovariectomizados, nos quais se verificou um menor ganho de 

peso no final da suplementação. 

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

razão da calciúria/calcemia diminuiu, tendo possivelmente parte do cálcio do 



117 
 

suplemento sido depositado no osso já que a diminuição do conteúdo em cálcio do 

fémur foi também atenuada pelo suplemento. 

Ao tal como aconteceu no grupo dos animais ovariectomizados normoglicémicos 

o suplemento, não afetou os marcadores de remodelação óssea, embora pareça ter 

atenuado a perda de osso trabecular (Tb Th) induzida pela ovariectomia. A espessura 

do osso cortical (tíbia), também não parece ter sido afetada pelo suplemento, embora o 

interstício ósseo, mesmo se poroso, esteja melhor preservado, apresentando um menor 

número de lacunas e de microfissuras, quando comparado com o osso dos animais 

ovariectomizados hiperglicémicos não suplementados. 

Quanto ao diâmetro e á massa femoral normalizada, é importante salientar que 

o peso normalizado dos fémures aumentou nos animais suplementados, 

comparativamente ao grupo que não foi suplementado (STZ+OVX), embora o diâmetro 

normalizado do fémur fosse semelhante ao deste grupo e superior ao do grupo 

(OVX+S). Em linha com estes resultados os parâmetros biomecânicos do osso femoral 

(módulo de Young, tensão de cedência e tensão máxima de fratura) apresentaram em 

média valores mais altos, neste três animais embora tenha havido uma grande 

dispersão nos resultados. 

Conclusão: 

O Suplemento de cálcio de concha de ostra e goma guar parece ter produzido 

efeitos semelhantes aos verificados nos animais ovariectomizados normoglicémicos, 

com exceção: 

- Da massa corporal, cujo incremento, ao contrário do que se verificou nos animais 

ovariectomizados normoglicémicos, não foi afetado pelo suplemento, não tendo sido 

possível constatar o efeito descrito na literatura e já verificado nos animais 

ovariectomizados suplementados com goma guar sobre o peso corporal. 

- Da espessura do osso cortical, onde não foi possível observar nenhuma alteração. 

Embora não podendo tirar conclusões sobre o efeito do suplemento ao nível dos 

metabolismos glucídico e lipídico, foi possível constatar que a suplementação com cálcio 

da concha de ostra e goma guar reverte parcialmente o desequilíbrio observado no 

grupo de animais hiperglicémicos entre a formação da matriz e a mineralização óssea, 

elevando a percentagem do cálcio no osso e a espessura do osso trabecular. 
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CAPÍTULO - 8 

EXPERIÊNCIA COMPLEMENTAR 
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8. Experiência complementar 

8.1. Suplementação   

A experiência complementar deve-se à não confirmação da hiperglicemia induzida 

pela estreptozotocina no grupo de animais (STZ+S) - hiperglicémicos suplementados no ca-

pítulo 7, no final do período de 53 dias de suplementação após 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 experiência complementar para verificar 

se a diminuição da glicémia se poderia atribuir ou não ao suplemento, já que esta só baixou 

após a ovariectomia.  

 8.2. Introdução/objetivo 

O consumo de fibra alimentar pode potenciar o caráter hipoglicemiante das fibras so-

lúveis, diretamente relacionada com a redução na taxa de absorção da glucose alimentar, 

derivado ao aumento da viscosidade do conteúdo intestinal, que retarda o contato da glicose 

com a área 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, elevação dos índices de absorção e utilização da proteína e redução da glice-

mia.  

Alguns estudos sugerem que a goma guar pode ser usada eficazmente para reduzir a 

glicose pós-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 laboratório têm sido amplamente 

utilizados para simular a diabetes mellitus. O modelo experimental pode ser induzido por es-

treptozotocina que provoca lesões irreversíveis nas células betas pancreáticas, as quais dei-

xam de produzir a insulina, tornando o organismo diabético (Elliott, Ewchand & Altmann, 

1997). 

Esta experiência complementar teve como objetivo estudar o efeito da suplementação 

com cálcio do pó de concha de ostra e goma guar, em ratos com hiperglicemia crónica indu-

zida por estreptozotocina através de comparação de alterações no peso corporal, peso de 

órgãos e ossos, níveis de glicemia e trigliceridemia no soro, cálcio urinário bem como do con-

sumo da ração e de água e cálcio total ingerido por dia, entre ratos normoglicémicos (controlo) 

e hiperglicémicos suplementados ou não. 
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8.3. Material e Métodos 

8.3.1. Animais de experiência  

Ratos Wistar fêmeas (Rattus norvegicus albinus), com 2,5 meses de idade, foram dis-

tribuídos aleatoriamente em 4 grupos experimentais: animal hiperglicémico suplementado 

(n=7) ou não (n=5) e normoglicémico suplementado (n=7) ou não (n=5) (Fig. 8.01). Os animais 

foram ambientados durante um período de 2 semanas e suplementados durante 8 semanas. 

Os animais suplementados ingeriram diariamente uma pellet contendo 0.110 g/Kg de pó de 

concha de ostra e 0.043 g/Kg de goma guar, respetivamente, enquanto os animais não suple-

mentados ingeriram, durante o mesmo período, uma pellet idêntica mas apenas com ração 

comercial standard 4RF21-GLP. Durante o período de suplementação foram monitorizados 

diariamente, o consumo de ração e semanalmente o consumo de água (destilada) e o peso 

corporal dos animais (Balança Adam Equipment, modelo ADG 3000, precisão de 0,1g). As 

glicemias em jejum dos animais hiperglicémicos foram medidas no início do estudo, a cada 

15 dias e antes do sacrifício no sangue total. As glicemias dos animais controlo foram apenas 

medidas no soro obtido do sangue colhido por punção cardíaca e através de análises bioquí-

micas, por métodos colorimétricos e enzimáticos no analisador automático (Olympus AU2700, 

Hamburgo, Alemanha) (método da hexoquinase- leitura UV para a glicémia) O mesmo método 

foi usado na avaliação da glicemia no soro dos animais hiperglicémicos, tendo sido usado o 

método colorimétrico do arsenazo III no mesmo equipamento, para determinar o teor de cálcio 

urinário nas amostras de urina excretada em 12h e, após sacrifício.  

A monitorização da glicemia foi efetuada por meio de tira de teste (OneTouch Ultra-

Easy- LifeScan) no sangue recolhido por picada na veia da cauda. Após o sacrifício os rins, 

fígado e coração, foram pesados em balança analítica (Ohrus, precisão de 0,01mg), lavados 

com soro fisiológico, após o que foram conservados em formol a 10% em tampão fosfato. 

 

 

 

 

 

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

Ratos 

STZ (n=12) 

STZ 

(n=5) 

STZ+S 

(n=7) 

Ratos  

Controlos (n=12) 

C 

 (n=5) 

C+S  

(n=7) 
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8.3.2. Análise estatística  

A análise estatística foi feita utilizando as ferramentas estatísticas disponíveis no pro-

grama Microsoft Excel. Os resultados são apresentados como média ± desvio padrão da mé-

dia (M ± SEM). A comparação 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. Níveis de glicemia no sangue total 

 No final do período de ambientação, todos os animais tinham uma glicemia em jejum 

considerada dentro dos valores normais (75.5±2,2 mg/dl). Quinze dias após a indução 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, 

o que se veio a confirmar pois os 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 suplementação que foi efetuada por um período de 

51 dias. Os animais normoglicémicos também foram divididos em dois grupos tendo um deles 

sido suplementado. Neste caso o período de suplementação foi mais longo (56 dias). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8.02 – Gráfico dos valores de glicemia dos ratos Wistar tratados com soro fisiológico (controlo) 
e tratados com STZ. 
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8.4.2. Peso corporal  

O peso corporal de todos os animais foi controlado semanalmente ao longo do estudo. 

A variação 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 3ª e 4ª 

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 não. 

No final do estudo a variação 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. Já em relação 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 o aumento de peso dos animais do grupo STZ+S foi 

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

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 8.03 – Gráfico da variação 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 diferenças significativas (p<0,01) entre o grupo 
C e o grupo STZ; indica diferenças significativas (*p<0,005 e **p<0,001) entre o grupo STZ e o grupo 
STZ+S. 

 

Embora no final do estudo não existissem diferenças significativas na variação do peso cor-

poral entre os diferentes grupos de animais, o incremento de peso dos animais STZ+S quando 

avaliado em comparação com os dos animais STZ foi em média de 17.7% contra os 23% 

destes últimos (Tabela 8.01)  
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Tabela 8.01 Peso corporal dos animais estudados, no início e no final do período de suple-

mentação: Controlo saudável (controlo) n= 5, controlo suplementado (C+S) n=7; hiperglicé-

mico n=5; hiperglicémico suplementado (STZ+S) n=7. Os resultados são valores médios ± 

desvio padrão. 

 

Variáveis C C+S STZ STZ+S 

Peso corporal (g)  D0 

          
153.0±7.0 

  

150.1±10.0 253.3±19.4 251.9±14.0 

Peso corporal (g)    

D51/D56 

   199.8±7.6 193.0±20.8 311.7±21.0 296.4±15.2 

 

O consumo cumulativo de ração 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 8.04 – Gráfico do consumo cumulativo de ração 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 não) a partir da 
segunda semana. 

 

             O consumo cumulativo de água por kg de peso corporal revelou ser maior (p<0,05) nos 

animais STZ (suplementados ou não) 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) 4585,9±556,7 mL/kg e os animais controlo 

4147,9±460,4 mL/kg de peso corporal. Já pela análise da (Fig. 8.06) é possível comparar os 

grupos de animais controlos (suplementados ou não), ao longo do estudo, e verificar que não 

existem diferenças significativas entre estes relativamente ao consumo de água. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8.05 – Gráfico do consumo cumulativo de água 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 diferenças significativas (p<0,05) entre o grupo controlo e o grupo STZ; # indica diferen-
ças significativas (p<0,05) entre o grupo controlo e o grupo STZ+S; * indica diferenças significativas 
(p<0,05) entre o grupo STZ e o grupo STZ+S. 

 

8.4.3. Peso de órgãos e de ossos  

A Figura 8.06 apresenta o peso dos órgãos normalizado pelo peso corporal dos ratos 

imediatamente após o sacrifício. O fígado, os rins e o pâncreas dos animais (STZ+S) e (STZ) 

não apresentaram diferenças significativas entre si, assim como o fígado e o pâncreas 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 fígado e os rins dos animais STZ (suple-

mentados ou não) apresentaram pesos significativamente maiores que o dos ratos controlos 

(C e C+S). O peso do coração dos animais STZ+S apresentou diferenças significativas rela-

tivamente aos animais controlos (C e C+S), sendo mais pesado. Já o pâncreas dos ratos 

controlos (suplementados ou não) apresentou pesos significativamente maiores que o dos 

ratos STZ (suplementados ou não).   
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Figura 8.06 – Gráfico do peso dos órgãos (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 ossos (tíbia e fémur), normalizados pelo peso 

corporal dos ratos imediatamente antes do sacrifício. Tanto os fémures como as tibías não 

apresentam diferenças significativas entre os animais controlos suplementados ou não e entre 

os animais hiperglicémicos suplementados ou não. Os animais hiperglicémicos apresentam 

uma tendência para ossos relativamente mais pesados sendo esta diferença significativa 

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

controlo. 

  

 

 

 

 

 

 

 
 
  
Figura 8.07 – Gráfico do peso dos ossos normalizado (tíbias 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 medição no primeiro dia do estudo antes do início da suple-

mentação (dia 1) e as restantes realizadas aos dias 18, 30, e 51 (Fig. 8.08). Este controlo 

revelou uma tendência, ao longo do estudo, nos ratos hiperglicémicos suplementados para 

glicemias menores do que os ratos hiperglicémicos não suplementados, havendo significância 

estatística no 30º dia. No fim do estudo, os animais hiperglicémicos não 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.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8.08 – Gráfico da monitorização das glicemias em jejum dos animais hiperglicémicos  

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

 

A análise 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-

ção com as dos grupos controlo e a ausência de diferenças significativas da glicemia entre os 

grupos suplementados ou não (Fig. 8.09). 

A análise dos triglicéridos de amostras de sangue no final do estudo (Tabela 8.02) 

revelou valores significativamente superiores nos animais hiperglicémicos suplementados ou 

não comparativamente aos animais controlos. Contudo, não se observou qualquer efeito signi-

ficativo no valor de triglicéridos, em resultado da suplementação (Fig. 8.09). 
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Figura 8.09- Gráfico do efeito da suplementação, 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, após 

sacrifício. Controlo saudável (C) n= 5, controlo suplementado (C+S) n=7; hiperglicémico (STZ) 

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

 

Variáveis C C+S STZ STZ+S 

Glicémia (mg/dl) 81.5±19.7 89.8±23.5 259.1±101.7 234.6±74.3ab 

Triglicéridos (mg/dl) 33.6±7.5 30.0±10.1 130.3±76.0aabb 131.7±51.3aabb 

Os resultados são valores médios ± desvio padrão; ap<0,05  e aap<0,0005  indica diferenças significa-
tivas em relação ao controlo; bp<0,01 e bbp<0,0005 em relação ao controlo suplementado. 

 

8.4.5. Cálcio total ingerido por dia  

A tabela 8.03 apresenta os valores de cálcio total ingerido por dia, proveniente do su-

plemento de pó de concha de ostra (107 mg/kg) e da ração standard 4RF21-GLP. Confirma-

se que os animais suplementados (hiperglicémicos ou não) ingeriram mais cálcio por dia que 

os dos respetivos grupos controlo, que não foram suplementados. Por outro lado, também se 

verificou que os animais hiperglicémicos não suplementados consumiram diariamente mais 

cálcio que os animais do grupo controlo, em resultado do maior consumo de ração. 
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Tabela 8.03- Cálcio total ingerido por dia na ração e no suplemento de pó de concha de ostra. 

Grupo de animais mg de cálcio ingerido/ 24h 

Controlos normoglicémicos (C) 739 

Controlos suplementados (C+S) 818 

Hiperglicémicos (STZ) 1205 

Hiperglicémicos suplementados (STZ+S) 1254 

 

8.4.6. Cálcio urinário 

A análise do teor de cálcio nas amostras de urina, colhidas no final do estudo (Fig. 

8.10), revelou valores do cálcio total urinário excretado em 12h, significativamente mais ele-

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

controlos.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8.10 – Gráfico da calciúria (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. Discussão dos resultados do estudo complementar 

  Os resultados deste estudo complementar, permitiram tirar algumas conclusões, que 

podem ajudar a compreender a razão da dificuldade encontrada em estudar o efeito do su-

plemento (pó de concha de ostra e goma guar), no grupo de animais diabéticos ovariectomi-

zados. 

Tal como foi descrito anteriormente, a administração intraperitonial de estreptozotocina 

na dose de 40 mg/kg, induziu a destruição dos ilhéus pancreáticos (comprovada pela diminu-

ição acentuada e significativa do peso do pâncreas dos animais que sofreram o tratamento) 

e consequentemente a diminuição da produção de insulina. Em consequência, estes animais 

apresentaram sinais característicos de DM2, tais como hiperglicemia, hipertrigliceridemia, po-

lifagia, poliúria 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 

experiências anteriores descritas nos Capítulos 6 e 7, verificou-se que os animais do grupo 

controlo normoglicémico que foram suplementados consumiram mais ração por kg de peso 

corporal que os animais do grupo controlo enquanto os animais hiperglicémicos suplementa-

dos ingeriram menos ração por kg de peso corporal que os hiperglicémicos. O facto dos con-

trolos suplementados terem ingerido mais ração 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 variação 

cumulativa do peso corporal do grupo suplementado foi contudo menor, embora não signifi-

cativamente diferente da do grupo controlo, ainda que os primeiros tenham ingerido mais ra-

ção. Comparando os ratos hiperglicémicos (suplementados ou não) com os controlos (suple-

mentados ou não) verificou-se que os ratos hiperglicémicos se apresentam hiperfágicos, uma 

vez que os primeiros consomem significativamente mais ração por kg de peso corporal que 

os animais dos grupos controlo. Contudo, pôde observar-se que o aumento de peso dos ani-

mais do grupo STZ+S, foi inferior ao dos do grupo STZ (em particular na 3ª e 4ª semana após 

o início da suplementação) e semelhante ao dos animais normoglicémicos embora tivessem 

consumido praticamente a mesma quantidade de ração que os animais hiperglicémicos não 

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

Estes resultados comprovam o efeito da goma guar, já descrito por outros autores, na 

diminuição 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 órgãos não se observaram diferenças significativas no 

peso do fígado e do rim, normalizado ao peso corporal, entre os grupos suplementados e os 

não suplementados (hiperglicémicos ou não), exceto os rins mais pesados dos animais con-

trolo normoglicémicos suplementados face aos controlos. Comparando os ratos controlos aos 

hiperglicémicos encontram-se também diferenças significativas no peso dos órgãos estuda-

dos, com pesos normalizados significativamente maiores do fígado e rim dos hiperglicémicos. 

Estas diferenças estão relacionadas com a indução da DM2 e com o aumento significativo do 

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

Relativamente ao peso normalizado da tíbia e do fémur, não houve qualquer diferença 

relevante entre os grupos suplementados (hiperglicémicos ou não) e os não suplementados 

(hiperglicémicos ou não), constatando-se assim que não há um efeito observável que se deva 

à suplementação de goma guar e cálcio. O peso normalizado do osso, particularmente dos 

fémures dos animais hiperglicémicos (suplementados ou não) é, no entanto, mais elevado 

que o dos animais dos grupos controlo, o que se deve ao maior peso corporal dos animais 

mas provavelmente também ao efeito da hiperglicemia no osso cortical (Farr, Drake, Amin, 

Melton III, Mccready & Khosla, 2014).  

Os níveis de glicose e triglicéridos nas amostras de soro estudadas, não indicam dife-

renças significativas entre os grupos suplementados e os não suplementados (hiperglicémi-

cos ou não). Estes resultados não 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 níveis elevados de ambos os parâmetros) ou em saudá-

veis, utilizaram doses de goma guar na ração mais elevadas que as administradas neste es-

tudo (Saeed, Mosa-Al-Reza, Fatemeh & Saeideh, 2012). No entanto foi possível observar que 

a glicemia em jejum (avaliada no sangue total) ao longo do período de suplementação foi 

sempre mais baixa nos animais hiperglicémicos suplementados do que nos não suplementa-

dos tendo sido essa diferença significativamente menor aos 30 dias. No final do período de 

suplementação o valor médio de glicemia dos animais suplementados era também inferior ao 

do início da suplementação enquanto no grupo de animais que não foram suplementados a 

glicemia era até ligeiramente superior à 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 

poderá dever-se ao facto da glicemia pós-prandial ter sido menor devido à presença da goma, 

tal como foi descrito por Bhardwaj et al., 1994. 
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Em relação ao cálcio, os seus valores foram medidos em amostras de urina não ha-

vendo diferenças significativas, quer nos controlos quer nos hiperglicémicos, entre o grupo 

suplementado e o não suplementado, apesar dos grupos suplementados terem recebido dia-

riamente o suplemento com goma guar e com pó de concha de ostra (que continha 40% de 

cálcio). Uma possível explicação para o facto de nos ratos suplementados (hiperglicémicos 

ou não) não haver níveis maiores de cálcio na urina em relação aos não suplementados (hi-

perglicémicos ou não) passa pela hipótese deste ião estar a ser depositado no osso, tal como 

foi verificado anteriormente nos animais do grupo VI, mas que não pode ser comprovado neste 

estudo, dado não ter sido efetuada a quantificação do cálcio ósseo. Uma outra hipótese, tam-

bém não comprovada, é a sua maior eliminação fecal.  

Pelo contrário, a calciúria foi significativamente superior nos animais hiperglicémicos, o que 

se pode dever ao facto da hiperglicemia conduzir a uma taxa de filtração glomerular aumen-

tada, elevando consequentemente a concentração urinária de cálcio  

(Ward, Yau, Mee, Mawer, Miller, Garland & Riccardi, 2001), mas também ao aumento do 

aporte de cálcio através da ração como foi verificado.  

8.6. Conclusão: 

 

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

 Há um decréscimo no ganho de peso dos animais (suplementados versus con-

trolos e hiperglicémicos suplementados versus hiperglicémicos). 

 Ao 30º dia do estudo, a glicemia em jejum era significativamente maior nos 

animais hiperglicémicos não suplementados que nos hiperglicémicos suple-

mentados, sendo que essa diferença se refletiu também no aumento do peso 

corporal dos animais. 

 No 51º dia não se observaram diferenças significativas nos níveis de glicemia 

em jejum, embora os valores de glicemia tenham regressado aos valores ob-

servados no 1º dia de suplementação. Isto é, apresentaram um pico aos 30 

dias e a partir daí começaram a diminuir, embora os animais se tivessem man-

tido hiperglicémicos. 

 No 51º 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. 

http://serials.unibo.it/cgi-ser/start/it/spogli/ds-s.tcl?authors=%22Ward%2c+DT%22&language=ITALIANO
http://serials.unibo.it/cgi-ser/start/it/spogli/ds-s.tcl?authors=%22Ward%2c+DT%22&language=ITALIANO
http://serials.unibo.it/cgi-ser/start/it/spogli/ds-s.tcl?authors=%22+Yau%2c+SK%22&language=ITALIANO
http://serials.unibo.it/cgi-ser/start/it/spogli/ds-s.tcl?authors=%22+Mee%2c+AP%22&language=ITALIANO
http://serials.unibo.it/cgi-ser/start/it/spogli/ds-s.tcl?authors=%22+Mawer%2c+EB%22&language=ITALIANO
http://serials.unibo.it/cgi-ser/start/it/spogli/ds-s.tcl?authors=%22+Miller%2c+CA%22&language=ITALIANO
http://serials.unibo.it/cgi-ser/start/it/spogli/ds-s.tcl?authors=%22+Garland%2c+HO%22&language=ITALIANO
http://serials.unibo.it/cgi-ser/start/it/spogli/ds-s.tcl?authors=%22+Riccardi%2c+D%22&language=ITALIANO
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 No final do estudo não se observaram diferenças significativas nos níveis séri-

cos de glicemia e de triglicéridos em jejum, dos animais suplementados quando 

comparados com os não suplementados (hiperglicémicos ou não) 

 As perdas urinárias de cálcio, mas também a sua ingestão, foram significativa-

mente maiores nos animais hiperglicémicos suplementados ou não. 

Relativamente ao principal objetivo deste estudo complementar, foi possível concluir-

se que ao longo do estudo, os valores da glicemia em jejum, do grupo STZ, não foram cons-

tantes tendo diminuído cerca de 75% entre o 30º e o 51º dia e que o suplemento, possivel-

mente devido ao efeito da goma guar na absorção da glucose, contribuiu para uma diminuição 

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 experiência 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+OVX (198.00±21.65) e STZ (167.33±7.54) da experiência descrita no Capítulo 5. Esta 

diferença pode ser explicada com o facto destes últimos terem sido submetidos a laparotomia 

o que conduziu a picos pós-operatórios de hiperglicemia e consequentemente à morte dos 

animais que apresentavam à partida glicemias mais elevadas. 

Talvez tenham sido estes os motivos para ter sido difícil observar valores séricos de 

glicemia superiores a 130 mg/dL, nos animais hiperglicémicos ovariectomizados suplementa-

dos (STZ+OVX+S), tendo, por isso, sido apenas possível efetuar o estudo completo em 3 

animais deste grupo (capítulo 7). 

Esta experiência 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 

níveis significativamente elevados destes analitos não foi verificada uma diminuição significa-

tiva dos mesmos.   
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9. Síntese e conclusões 

 

 

Nos últimos anos, os estudos sobre a relação da osteoporose com a diabetes 

mellitus têm sido em grande número e têm vindo a crescer as evidências de que os 

doentes com DM2 apresentam alterações ósseas que parecem estar diretamente 

associadas aos níveis sanguíneos de glicemia (hemoglobina A1c). Contudo, o 

mecanismo fisiopatológico que está na base da fragilidade óssea que alguns doentes 

diabéticos apresentam, não está totalmente esclarecido (Karim & Bouxsein, 2016). 

Recentemente, alguns autores têm também apontado a acumulação de gordura nos 

vasos sanguíneos, ou no caso do osso, no canal medular ósseo, como uma possível 

causa para a alteração do metabolismo do tecido adiposo e do tecido ósseo (Seeman, 

2016).   

 
Este trabalho, teve como um dos objetivos, avaliar o efeito da hiperglicemia no 

tecido ósseo, ao nível ultraestrutural, metabólico e biomecânico, estudando um osso 

particularmente sensível à fratura – o osso osteoporótico, para procurar ajudar a 

responder à questão: Será o osso osteoporótico de animais com hiperglicemia crónica, 

diferente do ponto de vista ultraestrutural e biomecânico e mais suscetível à fractura 

óssea do que o osso osteoporótico de animais normoglicémicos? Pois, embora vários 

estudos tenham sido efetuados no rato (Qian, Zhu, Yu,  Jiang,&  Zhang, 2015; Picke, et 

al., 2016) para avaliar o efeito da diabetes no osso, nunca foi usado o modelo de rato 

osteoporótico, que se assemelha mais à condição humana da pós-menopausa.   

Por outro lado procurou-se responder também a duas outras questões: 

Será eficaz e segura, na osteoporose, a administração de um suplemento de cálcio 

(carbonato de cálcio do pó de concha de ostra) com elevada biodisponibilidade, numa 

dose inferior à da suplementação atualmente recomendada (cerca de 1/3), cuja dose 

parece não ser segura? E, se esse suplemento de cálcio for associado a uma fibra 

alimentar hidrossolúvel, goma guar, trará benefícios, ao nível metabólico e ósseo, nos 

animais osteoporóticos com hiperglicemia crónica? 

Relativamente às questões colocadas e com as limitações inerentes ao modelo 

experimental utilizado, o rato Wistar fêmea tornado hiperglicémico por administração de 

uma dose única de streptozotocina e com osteoporose induzida por ovariectomia, o 

trabalho efetuado permitiu chegar às seguintes conclusões: 

- A hiperglicemia crónica induz alterações ultraestruturais do osso cortical tornando-o 

menos frágil, quer pelo alargamento do canal medular que afasta a matriz óssea do eixo 

http://europepmc.org/search/?scope=fulltext&page=1&query=AUTH:%22Qian%20C%22
http://europepmc.org/search/?scope=fulltext&page=1&query=AUTH:%22Zhu%20C%22
http://europepmc.org/search/?scope=fulltext&page=1&query=AUTH:%22Yu%20W%22
http://europepmc.org/search/?scope=fulltext&page=1&query=AUTH:%22Jiang%20X%22
http://europepmc.org/search/?scope=fulltext&page=1&query=AUTH:%22Zhang%20F%22
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do osso conferindo-lhe maior resistência à fratura, mas também pelo aumento da 

produção de matriz óssea (colagénio tipo 1). Estas alterações na volumetria do osso 

contribuem para aumentar a sua resistência.  

A hiperglicemia induz ainda o aumento das lacunas ósseas que a longo prazo podem 

conduzir ao aumento da porosidade do osso cortical e contribuir para a crescente 

fragilidade óssea. Esta fragilidade pode ser agravada pela acentuada perda de cálcio 

que também se verifica e que conduz a uma progressiva desmineralização óssea. Este 

mecanismo pode explicar pelo menos em parte, o facto dos doentes diabéticos com 

elevada porosidade óssea serem mais propensos a fracturas de fragilidade. 

- A concha de ostra abundante na orla costeira Portuguesa, reduzida a pó, poderá ser 

utilizada como suplemento de cálcio, permitindo a utilização de doses mais baixas, dada 

a sua elevada biodisponibilidade.  

De facto o estudo efetuado permitiu chegar à conclusão de que a suplementação com 

pó de concha-de-ostra e goma guar, numa dose equivalente humana moderadamente 

baixa de cálcio (420 mg/dia), durante 53 dias, em animais deficientes em estrogénios, 

atenuou a hipocalcemia, a calciúria, a desmineralização e fragilidade ósseas, e o 

incremento da massa corporal, sem formação de depósitos vasculares, renais e 

hepáticos de cálcio. Efeitos semelhantes foram observados nos animais hiperglicémicos 

osteoporóticos, com exceção das alterações verificadas no peso corporal e na 

espessura do osso cortical da tíbia.   

Estes resultados confirmam a biodisponibilidade do cálcio do suplemento de concha-de-

ostra associado à goma guar e sugerem que o tratamento com este suplemento de 

cálcio, mesmo numa dose baixa, protege o osso cortical e diminui a probabilidade de 

fratura, pelo menos do osso femoral, comprovando que a personalização da 

suplementação com cálcio numa dose e formulação adequadas é um meio barato, 

seguro e eficaz de prevenção da fragilidade do osso associada á osteoporose por 

deficiência em estrogénios.  

- A goma guar, administrada numa dose também baixa (dose equivalente humana de 

414 mg/dia), parece ter favorecido, tal como já descrito (Hara, Susuki, Kasai, Aoyama & 

Ohta,1999), a absorção do cálcio presente no suplemento, já que se constatou a 

deposição óssea de cálcio, nos animais que foram suplementados.  

Contudo, embora se tenha verificado uma redução do ganho de peso nos animais 

normoglicémicos ovariectomizados suplementados, comparativamente aos não 

suplementados, o mesmo não aconteceu nos animais ovariectomizados 
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hiperglicémicos. A experiência complementar efetuada para verificar o efeito do mesmo 

suplemento em ratos só hiperglicémicos permitiu, contudo, verificar um menor 

incremento do peso corporal dos animais suplementados, apesar destes consumirem 

mais ração, do que os não suplementados. 

Por outro lado não foi possível comprovar o efeito da goma guar na diminuição da 

glicemia e dos triglicéridos, nos animais hiperglicémicos, embora no final da 

suplementação os valores da glicemia em jejum fossem cerca de 20% mais baixos nos 

animais suplementados comparativamente aos não suplementados. A razão 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 

pós-menopausa e para chamar a atenção da importância da suplementação com cálcio 

nesta condição patológica, para a prevenção da fratura óssea, recorrendo a fontes de 

cálcio com elevada biodisponibilidade e em doses seguras. 

 A elevada importância deste tema para a saúde pública, dado que a DM2 é a forma 

mais comum de diabetes e afeta cerca de 344 milhões de pessoas em todo o mundo 

(Guariguata, Nolan, Beagley, Linnenkamp & Jacqmain, 2013) justifica que se continue 

a investir no estudo dos mecanismos fisiopatológicos que estão na base das alterações 

ósseas que ocorrem na DM2, nomeadamente os aspetos hormonais a ela associados 

e o seu impacto na remodelação e integridade ósseas (exs.: osteocalcina e 

paratormona), de modo a poder desenvolver guidelines, que permitam avaliar o risco de 

fratura e simultaneamente encontrar soluções terapêuticas que permitam prevenir 

eficazmente as fraturas nestes doentes. 

 

Face aos resultados obtidos pode concluir-se que a concha de ostra, que constitui um 

resíduo da indústria alimentar poderá ser aproveitada como suplemento alimentar de 

cálcio, associada à goma guar com vantagens face aos outros suplementos de cálcio 

utilizados, em particular nos doentes diabéticos, permitindo assim acrescentar valor à 

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

 

 
 

 


