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RESUMO

FRANCO, Frederico Souzalima Caldoncelli, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, marco
de 2009. Efeitos da ovariectomia, ingestao de cafeina e exercicio aerdbico associados a
adequacio ou nao calcio alimentar na composi¢io corporal, no tecido 6sseo e no
balanco de calcio em ratas. Orientadora: Neuza Maria Brunoro Costa. Co-orientadores:
Antonio José Natali e Maria do Carmo Gouveia Peluzio.

Ratas Wistar adultas foram alocadas em 16 grupos num delineamento fatorial de 2 x
2 x 2 x 2 para os fatores: Ovariectomia (OVX ou SHAM), Cafeina (Placebo ou 6 mg
cafeina/dia), Exercicio (sedentario ou corrida em esteira a 16 m/min) e Calcio (ingestdo de
100 ou 50% da dose recomendada). Os objetivos deste estudo foram: 1) verificar os efeitos
da ovariectomia, ingestdo de cafeina e exercicio aerdbio na composicao corporal de ratas
consumindo a dose recomendada de calcio alimentar (Capitulo III); 2) verificar se o
consumo da metade da recomendacdo de calcio interferiria nos efeitos da ovariectomia,
cafeina e exercicio sobre a composi¢do corporal (Capitulo 1V); 3) verificar os efeitos da
ovariectomia, cafeina e exercicio no tecido 6sseo de ratas consumindo a dose recomendada
de calcio (Capitulo V); 4) verificar se o consumo da metade da recomendagao de calcio
afetaria os efeitos da ovariectomia, cafeina e exercicio sobre o tecido 6sseo (Capitulo VI); e
5) verificar os efeitos da ingestdo de calcio e de cafeina e da ovariectomia sobre o balango
de célcio em ratas sedentarias ou exercitadas (Capitulo VII). No capitulo III, verificou-se
que a ovariectomia promoveu maior ganho de peso e gordura corporal; o exercicio
aumentou a agua e proteina, além de reduzir a gordura e cinzas corporais; contudo, a

ingestao de cafeina ndo interferiu na composigao corporal. No capitulo IV, a baixa ingestao

Xvi



de calcio ndo alterou os efeitos da ovariectomia, exercicio e cafeina sobre a composicao
corporal, contudo, o exercicio e a abstinéncia de cafeina minimizaram as perdas de massa
magra promovidas pela ovariectomia. Os resultados do capitulo V evidenciaram que a
deficiéncia de estrogénio reduziu o conteido mineral e a resisténcia 0ssea, além de elevar a
mobilizagdo e diminuir a formagdo ossea. O exercicio atenuou os efeitos da ovariectomia,
porém, reduziu o zinco 6sseo. Ja a cafeina, apesar de ndo afetar a resisténcia 6ssea, elevou
as perdas urindrias e 0sseas de célcio e a mobilizagdo dssea. No capitulo VI, observou-se
que o baixo consumo de célcio potencializou a interagdo entre os fatores Ovariectomia e
Cafeina, afetando negativamente o tecido 6sseo; contudo, a pratica do exercicio melhorou
os parametros 0sseos analisados. No capitulo VII, observou-se que a inadequagao de calcio
elevou a eficiéncia da absor¢ao, porém, reduziu o seu balango. Observou-se ainda que a
ovariectomia diminuiu o balango e a absorcao de calcio; e que a ingestao de cafeina elevou
o balango e a absor¢do de calcio intestinal. O exercicio elevou a absor¢do de calcio e
reduziu sua perda fecal. Assim, conclui-se que ovariectomia elevou a deposicao de gordura
corporal e a mobilizagdo de calcio Osseo; que a ingestdo de cafeina nao afetou a
composi¢do corporal, mas quando associada a inadequagdo de calcio, prejudicou o tecido
0sseo, apesar de melhorar o balango de calcio; que a baixa ingestdo de calcio prejudicou o
tecido 6sseo e o balanco de calcio, ndo afetando a composicao corporal; e que o exercicio
fisico atenuou os efeitos negativos da ovariectomia. Portanto, a pratica de atividade fisica
reduziu o risco de obesidade e de fraturas osteopordticas, associadas a deficiéncia

estrogénica e inadequagao alimentar de calcio.
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ABSTRACT

FRANCO, Frederico Souzalima Caldoncelli, DSc., Universidade Federal de Vigosa,
March, 2009. Effects of ovariectomy, caffeine intake and aerobic exercise associated or
not with the adequate intake of calcium on body composition, on bone tissue and on
balance of calcium in rats. Advisor: Neuza Maria Brunoro Costa. Co-Advisors: Antonio
José Natali and Maria do Carmo Gouveia Peluzio.

Wistar adult female rats were allocated into 16 groups in a factorial 2 x 2 x 2 x 2
design: Ovariectomy (OVX or SHAM), Caffeine (Placebo or 6 mg caffeine/day), Exercise
(sedentary or treadmill running at 16 m/min) and Calcium (100 or 50% of the
recommended intake). The objectives of the current study were: 1) To evaluate the effects
of ovariectomy, caffeine intake and aerobic exercise on body composition of female rats
fed the recommended dose of dietary calcium (Chapter III); 2) To verify whether the intake
of 50% of the recommended dose of dietary calcium alters the effects of ovariectomy,
caffeine and exercise on body composition (Chapter IV); 3) To evaluate the effects of the
ovariectomy, caffeine and exercise on bone tissue of female rats fed the recommended dose
of dietary calcium (Chapter V); 4) To verify whether the intake of 50% of the
recommended dose of dietary calcium alters the effects of ovariectomy, caffeine and
exercise on bone tissue (Chapter VI); and 5) To evaluate the effects of calcium and caffeine
intake and ovariectomy on calcium balance in sedentary and exercised female rats (Chapter
VII). In Chapter III, it was observed that the ovariectomy promoted higher body weight
gain and raised body fat; the exercise raised body water and protein and reduced fat and

ash; however, the intake of caffeine did not affect body composition. In Chapter IV, the low
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intake of calcium did not alter the effects of ovariectomy, exercise and caffeine on body
composition; however, the exercise and caffeine abstinence minimized the lean mass losses
promoted by the ovariectomy. In Chapter V, it was verified that the estrogen deficiency
reduced bone mineral content and resistance, increased bone resorption and reduced bone
formation. The exercise attenuated the effects of ovariectomy, but, it reduced bone zinc.
Although caffeine intake have not affected bone resistance, it raised urinary and bone
calcium losses and bone resorption. In Chapter VI, it was observed that the low calcium
intake strengthened the interaction between ovariectomy and caffeine, in such way that
bone tissue was negatively affected; however, the exercise improved the bone parameters
analyzed. In Chapter VII, observed that inadequate calcium intake improved its absorption
efficiency in the gut, but reduced calcium balance. It was also observed that the
ovariectomy reduced calcium balance and absorption, and that caffeine intake raised
calcium balance and intestinal absorption. The exercise improved calcium absorption and
reduced its fecal output. In conclusion, the ovariectomy raised body fat deposition and bone
calcium resorption; the intake of caffeine did not affect body composition, but when
associated with inadequate calcium intake, it is harmful to bone tissue, although the
calcium balance was improved; the low calcium intake reduced its balance and was harmful
to bone tissue, but did not affect body composition; the exercise mitigated the negative
effects of ovariectomy. Thus, the exercise training reduced the risk of obesity and

osteoporosis fractures, associated with estrogen deficiency and inadequate calcium intake.
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CAPITULOI:

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. OSTEOPENIA E OSTEOPOROSE

1.1.1. Caracteristicas gerais

Osteopenia € uma patologia 0ssea, caracterizada pela reducdo na massa éssea devido a
mobilizagdo se tornar maior que a formagao 6ssea durante o seu remodelamento, resultado da
menor atividade dos osteoblastos ou maior dos osteoclastos (Hankenson, Cavaliere et al.,
2003). Porém, a mais conhecida condi¢do de perda 6ssea em humanos ¢ a osteoporose pos-
menopausa, que ¢ caracterizada pela reducdo da massa dssea e aumentos na fragilidade e risco
de fratura (Tosun, Bolukbasi et al., 2006; Hind e Burrows, 2007). Para a Organiza¢do
Mundial de Saude (OMS), individuos com densidade mineral 6ssea (DMO) maiores que 1,0
desvios padrdo abaixo da média sdo osteopé€nicos, e maiores que 2,5 desvios padrio sdo
osteoporoticos (Kelley e Kelley, 2006; Kanis, Burlet ez al., 2008).

A incidéncia de osteoporose tem crescido muito nos ultimos anos, apresentando altos
custos financeiros em seu tratamento. Nos Estados Unidos, a prevaléncia de osteoporose em
mulheres pds-menopausa ¢ de 38% e estima-se que 1,5 milhdes de fraturas sejam associados a
osteoporose, sendo esperado triplicar este indice no ano de 2040, decorrente do aumento na
expectativa de vida (Tosteson, Melton et al., 2008). O gasto anual americano, por pessoa, no
tratamento da osteoporose aproxima-se a U$60 mil, onde s6 o custo com drogas para
tratamento alcanca U$600 por paciente (Tosteson, Melton et al, 2008). Em 2000, foi
estimada na Europa cerca de 2,7 milhdes de novas fraturas 6sseas (quadril, antebraco, imero e

coluna vertebral) em mulheres e homens acima de 50 anos (Kanis, Burlet et al., 2008). Estas



fraturas representavam 34,8% de todas as fraturas mundiais (Johnell e Kanis, 2006), o que
acarretou um custo de 36 bilhdes de euros (Kanis, Burlet et al., 2008).

Em decorréncia dessa nova realidade, a década atual foi nomeada pela OMS como a
“Década do osso e articulagcdo”, tendo como objetivo compreender os avangos das pesquisas
em desordens musculo-esqueléticas para melhorar, prevenir e tratar tais patologias. Duas
condi¢des cronicas associadas a idade, osteoporose e osteoartrites, sdo as problematicas,
devido a complexa natureza histérica das doencas e a auséncia de tratamento de
restabelecimento (Hankenson, Cavaliere et al., 2003). Em virtude das condigdes musculo-
esqueléticas serem associadas a idade, a prevaléncia desta doenca estd inserida numa
propor¢do epidémica. Visando promover estudos mais avangados para a prevengdo ¢

tratamento destas patologias, modelos animais tém sido usados para a compreensdo do

desenvolvimento e restabelecimento destas desordens.

1.1.2. Modelo animal para osteoporose

O modelo animal ideal para estudos de patologias dsseas, como osteopenia ¢
osteoporose, deve ser capaz de induzir a mobilizagdo 6ssea na auséncia da secre¢do de
estrogénio. Esta deficiéncia hormonal promove perdas dsseas em mulheres, principalmente
pos-menopausa, por acarretar o desequilibrio do remodelamento 6sseo (Hankenson, Cavaliere
et al., 2003). Mackey et al. (1995) sugeriram que um modelo animal deve apresentar
caracteristicas fisioldgicas semelhantes as dos humanos, como, a presenga de ciclos
menstruais e padroes hormonais observadas em primatas ndo-humanos.

Recentes estudos observaram que a maioria dos modelos animais utilizados para
osteoporose baseia-se na cirurgia de ovariectomia (OVX)(Bonnet, Beaupied et al., 2007;
Fuchs, Shea et al., 2007; Renno, Silveira Gomes et al., 2007; Dai, Ma et al., 2008), pois a

supressao do estrogénio afeta direta ou indiretamente os osteoclastos, ao elevar citocinas, e



conseqiientemente, incrementar a mobilizacdo 6ssea (Feyen, Gobel et al., 2006; Nomura,
Shibahara et al., 2007). Outros modelos animais para osteoporose sdao induzidos por
administracao de glicocorticoides (Hankenson, Cavaliere et al., 2003); por desuso induzido
pelo repouso prolongado, paralisia ou imobilizagdo (Rittweger, Frost et al., 2005); pela falta
da gravidade em vodos espaciais (Shackelford, Leblanc et al., 2004), como também a
deficiéncia nutricional de célcio (Iwamoto, Takeda et al., 1998).

O informe da Conferéncia Internacional de Modelos Animais em Prevengdo e
Tratamento da Osteoporose realizada em Cairns (Australia, 1995) junto a varios estudos
relaciona varios modelos animais (Arias e Szejnfeld, 1997; Jerome e Peterson, 2001; Turner,
Maran et al., 2001). Os modelos mais comuns para a indu¢do da osteoporose sdo os da
gonadectomia, usados em camundongo (Hubal, Ingalls et al., 2005; Cano, Dapia et al., 2008),
ratos (Fuchs, Shea et al., 2007; Renno, Silveira Gomes et al., 2007; Dai, Ma et al., 2008),
coelhos, cachorro e primatas nao humanos (Jerome e Peterson, 2001).

Segundo Arias et al. (1997), um modelo animal adequado para estudar os efeitos da
osteoporose deve preencher os seguintes requisitos: 1) possibilitar a inducdo de osteopenia
por diferentes mecanismos em machos e fémeas; 2) permitir o estudo do metabolismo de
calcio e fosforo, como também a coleta das amostras; 3) responder a agdo das drogas
utilizadas para o tratamento da osteoporose; e 4) propiciar a pesquisa de técnicas diagnosticas
ndo invasivas para uso posterior em humanos. Mackey et al. (1995) relataram que além destes
fatores, o modelo animal deveria ser pequeno, apresentar taxas de remodela¢do que sejam
semelhantes a privacdo hormonal na mulher pdés-menopausa, ser facilmente encontrado,
manuseado e tratado, como também apresentar baixo custo para a experimentacdo. Até o
momento, tem-se verificado que ratos, camundongos e primatas nado humanos sao eficientes

em imitar estas condi¢cdes (Hankenson, Cavaliere ef al., 2003).



O padrao de carga mecanica suportada pelo esqueleto entre os modelos animais de
roedores (quadripede) e humanos (bipede) sdo diferentes. Entretanto, tem-se observado
similaridade da arquitetura 6ssea na vértebra e fémur entre ratos € humanos, sugerindo que
ratos podem ser uteis na caracterizagdo das alteracdes Osseas associadas com idade,
deficiéncia hormonal e efeitos terapéuticos. O modelo de ratas ovariectomizadas (OVX)
parece ser util aos estudos da prevengdo e tratamento da perda 6ssea seguida da deplegdo de
estrogénio, pois OVX induz maior furnover 6sseo no fémur e redugdo trabecular dssea,
similar & osteopenia e osteoporose, como observadas em humanos, reduzindo a forca

mecanica e agravando o risco de fratura (Li, Jee et al., 2003).

1.2. OVARIECTOMIA

A ovariectomia ¢ a cirurgia de retirada dos ovarios que tem sido usada para induzir os
efeitos da menopausa em animais por excluir a secre¢do do hormonio estrogénio (Bonnet,
Beaupied et al., 2007; Fuchs, Shea et al., 2007). A osteoporose poés-menopausa € a principal
patologia promovida pela disfungdo hormonal dos estrogénios, sendo caracterizada pela
reducdo da matriz organica, em funcdo da auséncia de estrogeno ¢ baixa atividade
osteoblastica (Guyton, 1997). Contudo, outro efeito colateral da disfun¢do do hormonio

estrogénio estd relacionado a obesidade, afetando diretamente a composi¢do corporal de

mulheres pds-menopausa.

1.2.1. Composi¢ao corporal.

Osteoporose, doencas cardiovasculares, sindrome metabolica e obesidade sdo co-
morbidades que ocorrem em funcdo das alteracdes metabolicas e corporais agravadas pela
menopausa em mulheres (Shinoda, Latour et al., 2002; Zhang, Dong et al., 2008). A

prevaléncia de obesidade cresceu rapidamente nos ultimos anos, podendo ainda ter seus niveis



incrementados pelo aumento na expectativa de vida. A obesidade ¢ um dos principais
problemas de saude publica, sendo associadas com maior risco de diabetes tipo II, hipertensao
e doengas cardiovasculares (Flier, 2004; Kobayashi-Hattori, Mogi et al., 2005), prejudicando
a qualidade de vida especialmente das mulheres pds-menopausa. Estudos com humanos e
animais (Flier, 2004; Han, Kai et al., 2004; Jansson, Moverare-Skrtic et al., 2006) mostraram
que a obesidade pos-menopausa acontece em fun¢do da maior ingestdo de alimentos e a
disfun¢do hormonal, elevando o peso e os estoques de gordura corporal (Shinoda, Latour et
al., 2002; Lemieux, Picard et al., 2003; Jansson, Moverare-Skrtic et al., 2006).

O aumento na gordura central e alteragdo do perfil lipidico e glicidico sangiiineo sdo
algumas das anormalidades metabdlicas que elevam o risco de doencas cardiovasculares e
sindrome metabolica em mulheres pds-menopausa ¢ animais deficientes de estrogénio
(Shinoda, Latour et al, 2002; Lemieux, Picard et al., 2003), afetando negativamente a
composicdo corporal. A reposi¢do hormonal, controle de dieta e exercicio fisico sdo as
terapias mais empregadas na preven¢do destas desordens metabolicas. Shinoda et al. (2002)
sugeriram que, em animais OVX, o treinamento de um programa de exercicio reduz os
estoques de gordura corporal, e conseqiientemente, melhora a composi¢ao corporal.

Embora o estrogénio seja conhecido como um supressor da gordura corporal,
sobretudo a visceral (Shinoda, Latour et al., 2002; Notomi, Okimoto et al., 2003; Jansson,
Moverare-Skrtic et al., 2006), pouco se tem estudado sobre os efeitos do treinamento de um
programa de exercicio aerdbico associado a auséncia do estrogénio causada pela ovariectomia

sobre a composicao corporal, especialmente quando associado ao consumo de cafeina.

1.2.2. Tecido 6sseo
O osso ¢ um tecido dindmico que ¢ renovado e remodelado durante toda a vida dos

mamiferos (Hankenson, Cavaliere ef al., 2003), sendo um tecido conjuntivo rigido, inflexivel,



ao qual a matriz extracelular ¢ preenchida com sais de calcio e fosfato por um processo
chamado de mineralizagdo. O osso ¢ altamente vascularizado e metabolicamente muito ativo,
apresentando fungdes como: suporte e protecdo para o corpo € seus o0rgaos, além de reserva
16nica de calcio e fosforo (Kierszenbaum, 2004).

O remodelamento 6sseo acontece por meio da mobilizagdo ossea pelos osteoclastos e
formagao pelos osteoblastos, apresentando uma taxa anual de remodelamento de 50% em
jovens, e de 5% em adultos (Swaminathan, 2001). Os ossos atuam como reservatério de
minerais, como de calcio, magnésio e fosforo, além de hidroxiapatitas [Ca;o(PO4)s(OH),],
potassio e sodio. O célcio € o principal mineral 6sseo, € quando em niveis baixos no sangue, é
mobilizado do osso para restabelecer seus niveis sangiiineos, o que pode promover um
desequilibrio negativo no processo de remodelamento 06sseo, agravando a osteoporose
(Martini e Wood, 2002; Costa e Peluzio, 2008).

Segundo Gurr (1999), o mecanismo de remodelamento dsseo promovido pela
deficiéncia de estrogénio ocorre em diversas etapas, na seguinte seqiiéncia: 1) niveis de
estrogeno reduzidos afetam o esqueleto, moldando a um aumento na mobilizagdo Ossea,
aumento do célcio ionizado circulante, diminui¢ao do 1,25 dihidroxivitamina D3 e reducao do
estimulo no transporte intestinal ativo de calcio; 2) a deficiéncia de estrogeno reduz a
eficiéncia de utiliza¢do do calcio, promovendo uma perda dssea relacionada a deficiéncia do
substrato de calcio; 3) o estrogénio tem efeito primario sobre o 0sso e intestino, assim, um
aumento na ingestao de calcio poderia aumentar a absor¢ao do céalcio nos 0ssos, mas ndo a sua
deposicdo. Dessa forma, um aumento na ingestao de célcio poderia corrigir este problema se a
deficiéncia de estrogeno reduzisse apenas a eficiéncia na absor¢do. Tais mecanismos
desenvolvem a mobilizacdo dssea acarretando maior fragilidade 6ssea e risco de fraturas

osteoporoticas.



A osteoporose ¢ uma complexa doenga atribuida a idade, deficiéncia estrogénica pos-
menopausa e desordens clinicas (Flier, 2004; Kobayashi-Hattori, Mogi et al., 2005). O
estrogeno promove um aumento na atividade osteoblastica e no crescimento 0sseo, por
incrementar a retengdo de célcio e os depositos da matriz dssea (Mcmanus, Davey et al.,
2008). Sua deficiéncia promove aumento no turnover 6sseo (Rapuri, Kinyamu et al., 2002;
Hubal, Ingalls et al., 2005; Park, Omi et al, 2008), produzindo um desequilibrio no
remodelamento 6sseo, onde a mobilizagdo sobrepde a sua formagao, resultando no incremento
da fragilidade e suscetibilidade a fratura (Hara, Kobayashi et al., 2007; Dai, Ma et al., 2008;
Huang, Chang et al., 2008; Park, Omi et al., 2008), devido a perda de massa 6ssea (Honda,
Sogo et al., 2003; Bonnet, Beaupied et al., 2007). As conseqiiéncias da deficiéncia de
estrogénio sobre o tecido 6sseo em mulheres pos-menopausa e ratas ovariectomizadas (OVX)
tem sido largamente estudadas (Chubak, Ulrich et al., 2006; Dai, Ma et al., 2008; Huang,
Chang et al., 2008; Park, Kim et al., 2008; Park, Omi et al., 2008), sendo bastante reportada
quando combinada a suplementagdo de calcio (Gala, Diaz-Curiel et al., 2001; Stear, Prentice
et al., 2003; Bischoff-Ferrari, Rees et al., 2008; Lambert, Eastell et al., 2008). No entanto,
pouco tem sido estudado quando associado ao baixo consumo de célcio (Iwamoto, Takeda et

al., 1998).

1.2.3. Balanco de calcio

O calcio dietético ¢ absorvido no duodeno por transporte ativo, sendo dependente da
1,25-dihidroxivitamina D3 e receptores intestinais, ¢ no ileo por difusdo passiva estimulada
pela presenca de lactose e acidez (Guyton, 1997). A absorcao fracional de calcio ¢ atenuada
com o passar da idade, onde criangas apresentam taxa proxima de 60%, jovens adultos de
25%, e mulheres pds-menopausa reduzem sua absor¢ao fracional em 0,21% ao ano (Heaney,

1989). A reducdo na absor¢do de calcio promove menor concentracdo de célcio circulante,



elevando a sintese e liberagao de hormonio da paratiredide (PTH), para restaurar seus niveis
sangiiineos, promovendo também a reabsor¢ao de célcio nos tubulos renais distais (Costa e
Peluzio, 2008).

Presume-se que a deficiéncia do hormonio estrogénio seja o principal fator de risco
para a osteoporose em mulheres pos-menopausa. Este tipo de osteoporose ¢ freqiientemente
associado com a ma absorg¢do intestinal de calcio, redugdo na sintese de vitamina D ativa ¢
balango negativo de calcio devido a redugdo na secrecio de estrogénio (Kobayashi, Hara et
al., 2002; Zhang, Dong et al., 2008). O balanco negativo de calcio promove perdas de massa
ossea e reducao no conteudo ¢ na densidade de mineral dsseo, elevando os riscos de fraturas
nessa populagdo (Kobayashi, Hara et al., 2002; Altimari, Moraes et al., 2006; Park, Omi et
al., 2008; Rodriguez, Dimarco et al., 2009).

O aumento na ingestdio de calcio poderia elevar sua absor¢do, mas ndo
necessariamente a deposi¢do dssea de calcio durante a menopausa. Dessa forma, a
suplementagdo de calcio ndo é o fator preponderante no tratamento da osteoporose, mas a
deficiente ingestao de calcio poderia intensificar esta patologia (Huang, Chang et al., 2008).
A ingestdo de calcio de mulheres brasileiras entre 40 e 80 anos de idade, varia entre 240 a 625
mg/dia (Velasquez-Meléndez, Martins et al., 1997; Montilla, Aldrghi et al., 2004; Batista,
Priore et al., 2006), representando uma inadequacao dietética de 48 a 80% desse mineral, de
acordo com as recomendagdes do [Institute of Medicine (Iom, 1998), o que expde esta
populacdo ao maior risco de balangco de calcio negativo e subseqiientes fraturas

osteoporoticas.

1.3. CAFEINA
A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) ¢ a substancia psicoativa mais consumida no mundo,

sendo encontrada em café, cha, refrigerantes sabor cola, entre outros (Paluska, 2003; Altimari,



Moraes et al., 2006; Rodriguez, Dimarco et al., 2009). A cafeina, uma substincia
lipossoluvel, alcanca seus niveis de pico no plasma entre 30 e 120 minutos apds sua ingestao,
e aproximadamente 100% da ingestdo oral podem ser rapidamente absorvidas pelo trato
digestorio (Braga e Alves, 2000). Todavia, a ingestdo de altas doses de cafeina, além
aumentar a diurese (Birnbaum e Herbst, 2004; Ruxton, 2008), pode causar prejuizo ao
organismo, tais como desordens reprodutivas e cognitivas (Paluska, 2003), aumento da
pressdo sangiiinea (James, Wilson et al., 2004), efeito carcinogénico (Caubet, Comte et al.,
2004), menor absor¢do de calcio (Heaney, 2002), e principalmente, elevagdo da excregdo de
calcio urinario (Massey e Sutton, 2004).

A cafeina ¢ muito consumida como suplemento nutricional, por atletas e praticantes de
atividade fisica, objetivando o incremento do desempenho. A ingestdo de cafeina apresenta
evidéncias de ser uma substancia ergogénica ao desempenho durante o exercicio aerdbico
(Hogervorst, Bandelow et al., 2008) quando consumida em doses baixas de 3-6 mg/kg peso
corporal/dia (Bell e Mclellan, 2002; Doherty, Smith et al., 2004). Sua agdo estd associada a
ativacdo de mecanismos de efeito central e periférico que desencadeiam importantes
alteracdes metabdlicas e fisioldgicas (Altimari, Moraes et al., 2006; Rodriguez, Dimarco et
al., 2009).

O principal efeito da cafeina sobre o desempenho fisica estd associado com sua acdo
direta no musculo esquelético, elevando a transmissdo de estimulos na interacdo neuro-
muscular (Kalmar e Cafarelli, 2004), como a capacidade de antagonismo aos receptores de
adenosina (Halldner, Aden et al., 2004; Altimari, Moraes et al., 2006). Tem sido sugerido que
a cafeina aumenta o tempo até a fadiga durante o exercicio (Kalmar e Cafarelli, 2004) em
fungio do aumento da liberagdo dos ions de calcio (Ca*") do reticulo sarcoplasmatico (RS)
(Germinario, Esposito et al., 2004; James, Wilson et al., 2004), da redugdo do limiar de

excitabilidade e prolongamento da duracdo da contragio, e inibi¢do da recaptura do Ca*" pelo



RS (Braga e Alves, 2000; James, Wilson et al., 2004). No entanto, esta substancia poderia
afetar o exercicio aerébico principalmente por elevar a mobilizacdo e oxidacdo de acidos
graxos e poupar os estoques de glicogénio muscular (Hespel, Op't Eijnde et al., 2002; Ruxton,
2008). Todavia, Rodriguez et al. (2009) relatam que o efeito ergogénico da cafeina ¢ mais
relacionado a sua capacidade de estimulacao do sistema nervoso central do que a percepgao
do esfor¢o como opositor ao seu papel na mobilizacdo de acidos graxos e poupar glicogénio
muscular. Tais beneficios da ingestdo de cafeina sobre o desempenho poderia entdo afetar

direta e/ou indiretamente, a composicao corporal e o tecido 6sseo.

1.3.1. Composicao corporal

A cafeina poderia alterar a composi¢ao corporal por reduzir o peso, a gordura e a agua
corporais (Birnbaum e Herbst, 2004; Ruxton, 2008), em fun¢do de elevar a taxa metabolica
basal, a mobilizacdo e oxidacdo de acidos graxos, como também devido a sua agdo diurética
(Hespel, Op't Eijnde et al., 2002; Birnbaum e Herbst, 2004; Kobayashi-Hattori, Mogi et al.,
2005; Ruxton, 2008).

A ingestdo de cafeina pode estimular o aumento na taxa de metabolismo basal, a
liberagdo de catecolaminas (Kobayashi-Hattori, Mogi et al., 2005; Altimari, Moraes et al.,
2006) e reduzir a taxa de glicogendlise muscular durante o exercicio aerdbico. Portanto, ela
pode poupar glicogénio devido ao aumento da mobilizagdo e oxidacdo da gordura intra e
extra-muscular (Hespel, Op't Eijnde et al., 2002; Mclellan e Bell, 2004), que levaria a
diminui¢do do peso e da gordura corporal. Além do mais, Wang et al. (2006) sugerem que a
cafeina pode reduzir a absor¢do de lipidios por reduzir o fluxo linfatico. Desta forma, a
ingestao de cafeina poderia minimizar o aumento de peso e de estoques de gordura promovido
pela deficiéncia de estrogénio, entretanto, pouco se sabe do impacto da ingestao de cafeina em

mulheres pés-menopausa.
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A possivel agao da cafeina em prolongar o exercicio até a fadiga (Kalmar e Cafarelli,
2004) poderia diretamente promover o maior desempenho do exercicio, e indiretamente
estimular a sintese proté€ica, elevando a massa magra na composi¢ao corporal. Todavia, estes
efeitos nao foram identificados por alguns autores (Acheson, Gremaud et al., 2004; Franco,
2004). Em nosso estudo prévio, observou-se que a ingestdo de cafeina associada a creatina
ndo interferiu no peso, gordura, proteina e agua da carcaca e visceras em ratos machos,
entretanto, ndo foi investigada a ingestdo isolada de cafeina (Franco, 2004). Portanto faltam
evidéncias que suportem as suposigdes da ingestdo da cafeina sobre a composi¢do corporal

em mulheres pds-menopausa.

1.3.2. Tecido 6sseo

O consumo de cafeina tem sido relacionado com a perda de massa 6ssea (Jasminka e
Kerstetter, 2000; Massey e Sutton, 2004; Tsuang, Sun et al., 2006), em fun¢do de o seu efeito
diurético elevar a excre¢do urinaria de calcio (Chen e Whitford, 1999; Heaney e Rafferty,
2001). Também ¢ mencionado que a cafeina poderia inibir a mineralizacdo Ossea,
diferenciagdo de osteoblastos e formacdo da matriz extracelular (Massey e Sutton, 2004),
podendo agravar o risco de osteoporose devido as alteragdes na microestrutura, redugdo na
densidade mineral 6ssea (DMO) e conteudo mineral 6sseo (CMO) (Chen e Whitford, 1999;
Dew, Day et al., 2007), resultando numa maior suscetibilidade a fratura (Rapuri, Gallagher et
al., 2001; Heaney, 2002; Tsuang, Sun et al., 2006). Todavia, outros estudos ndo identificaram
efeitos deletérios da cafeina sobre o tecido 6sseo (Lloyd, Johnson-Rollings et al., 2000; Rico,
Canal et al., 2002).

A administracdo de cafeina tem sido associada a acelerada perda 6ssea em mulheres
p6s-menopausa com baixa ingestdo de calcio (menos de 800mg/dia) e ingestdo de cafeina

referente a 2 ou mais xicaras de café¢ (Heaney, 2002). Contudo, o efeito negativo da cafeina
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sobre DMO poderia ser minimizado pela adi¢dao de calcio dietético (Iom, 1998). Tais efeitos
deletérios podem ser intensificados devido ao fato de o osso representar o maior reservatorio
corporal de calcio (Jasminka e Kerstetter, 2000), sendo o célcio 6sseo o primeiro a ser
excretado (Ashizawa, Fujimura et al., 1997). Apesar de autores sugerirem que o impacto da
ingestdo de cafeina sobre os metabolismos de célcio e 6sseo serem mais graves em individuos
com inadequagdo do calcio alimentar (Heaney, 2002; Wetmore, Ichikawa et al., 2008), nao
sdo encontrados estudos investigando o efeito da ingestdo de cafeina e baixo teor de calcio
alimentar em mulheres pés-menopausa, o que se faz necessario.

Huang et al. (2002), demonstraram que uma alta dose de cafeina aumentou o
comprimento dsseo, mas reduziu o peso e a DMO. No entanto, em nosso estudo anterior, foi
observado que a ingestdo de cafeina associada a creatina ndo alterou o comprimento,
espessura, peso e resisténcia ossea (Franco, 2004). Isto implica na necessidade de maiores
investigagdes, sendo necessario para tanto a utilizacdo de outros pardmetros de avaliacdo do
remodelamento 6sseo.

Marcadores bioquimicos sdo métodos ndo invasivos usados para identificar alteragdes
agudas no turnover 0sseo, pois refletem o processo de remodelamento, sendo uteis na
administracdo de doengas Osseas metabolicas (Swaminathan, 2001). A formagdo Ossea ¢
promovida pelos osteoblastos, que sintetizam e secretam diversas proteinas no soro como
marcadores de sua atividade, tendo como os mais comuns marcadores a fosfatase alcalina
Ossea, osteocalcina e peptideo carboxiterminal do procolageno tipo 1 (Watts, Jenkins et al.,
2001). A deoxipiridinolina e os produtos da degradacao dos teleopeptideos do coladgeno tipo I,
aminoterminal (NTx) e carboxiterminal (CTx), sd3o sensiveis marcadores de mobilizacao
6ssea promovida pelos osteoclastos (Scariano, Garry et al., 2003). Estes marcadores
bioquimicos sdo facilmente identificados por técnicas de imunoensaios no soro € na urina

(Swaminathan, 2001).
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Os resultados dos estudos com cafeina sobre o tecido dsseo ainda sdo controversos €
inconclusivos, especialmente quando associada a deficiéncia estrogénica. Isto sugere que
além dos parametros at¢ o momento avaliados, analises de marcadores Osseos, conteudo de

calcio e resisténcia dssea poderiam elucidar esta inconsisténcia nos resultados.

1.3.3. Balango de calcio

O efeito da ingestdo de cafeina ao longo prazo sobre o metabolismo de célcio ¢
complexo, podendo afetar inclusive sua absorc¢do intestinal (Jasminka e Kerstetter, 2000;
Heaney, 2002), reduzindo sua biodisponibilidade. Heaney et al. (2002) relataram perda de 5
mg de calcio por xicara de café, induzindo o seu balango negativo. Além do mais, a ingestao
de altas doses de cafeina (Chen e Whitford, 1999; Heaney, 2002; Massey ¢ Sutton, 2004) e
cafeina combinada a creatina (Franco, 2004) poderiam elevar a excrecdo de calcio urindrio,
interferindo negativamente nos estoques corporais de calcio (Huang, Yang et al., 2002),
principalmente em mulheres pos-menopausa. O efeito deletério da cafeina torna-se mais
pronunciado quando o calcio dietético ¢ inadequado (Heaney, 2002), onde a perda urinaria
ndo ¢ compensada apos 24 horas do consumo de cafeina (Jasminka e Kerstetter, 2000; Massey
e Sutton, 2004). Isto indica que mulheres brasileiras, as quais exibem inadequagdo de célcio
dietético, estariam sujeitas a maiores riscos de desordens do metabolismo de calcio,
especialmente por apresentarem elevado consumo de produtos ricos em cafeina.

Poucos estudos tém focado atencdo na influéncia da ingestdo de cafeina sobre o
balango e absorc¢do de calcio. Chen et al. (1999) relataram que a administragdo de cafeina (25
e 100 mg/kg/dia) em ratos Sprague-Dawley ndo afetaram o contetudo fecal e o balango de
calcio. Heaney et al. (1982), num estudo epidemioldgico pesquisando mulheres de meia
idade, nao verificaram alteragdo no balango e absorcdo de calcio em fungdo a ingestdo de

cafeina. Todavia, identificaram correlagdo negativa entre a ingestdo de cafeina e o balanco de
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calcio, mostrando uma tendéncia ao balanco negativo de calcio. Contudo, o impacto do
consumo de cafeina sobre o metabolismo de calcio ¢ complexo, onde a auséncia de estudos e
a inconsisténcia nos resultados evidenciam que os mecanismos de sua acdo ainda sdo

desconhecidos.

14. EXERCICIO

A Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) recomenda a pratica de exercicio aerdbico
(caminhar, pedalar, correr, etc.) pelo menos 5 sessdes por semana de 30 minutos/dia de baixa
a moderada intensidade como forma de melhorar a qualidade de vida.

O exercicio ¢ conhecido como um meio de prevenir as morbidades e mortalidade por
doengas cronicas. Estudos prospectivos em individuos adultos mostram que o baixo nivel de
aptidao fisica ¢ fortemente associado com doenca cardiaca coronariana, hipertensao, diabetes
tipo II, bem como mortalidade por doengas cardiacas, cancer, entre outras (Lohman, Ring et
al., 2008). Tem-se verificado que a baixa aptidao fisica ¢ associada com um perfil de fator de
risco para doengas cronicas, desde a juventude até idades mais avancadas. Por outro lado, a
pratica cotidiana de exercicio promove adaptacdes positivas sobre os sistemas cardiovascular
e locomotor (Bircher, Knechtle et al, 2005; Lohman, Ring et al, 2008) que resulta na
melhoria da capacidade funcional e qualidade de vida.

Um estudo recente mostra que mulheres buscam terapias alternativas para os sintomas
da menopausa, ao qual incluem o aumento ¢ manuten¢do do alto nivel de aptidao fisica. A
pratica de atividade fisica tem sido proposta para prevenir e atenuar sintomas vasomotores
relacionados a menopausa, bem como sintomas psicologicos, como ansiedade, estresse e

depressao (Nelson, Sammel et al., 2008).
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1.4.1. Composig¢ao corporal

Estudos com humanos (Bircher, Knechtle et al., 2005; Irving, Davis et al., 2008;
Nelson, Sammel et al., 2008) e animais (Hongu e Sachan, 2000; Iwamoto, Shimamura et al.,
2004) mostram que o exercicio de moderada intensidade apresenta beneficios a composi¢ao
corporal, caracterizando-se como Otima estratégia para reduzir o peso e¢ a deposicao de
gordura (Irving, Davis et al., 2008; Lohman, Ring et al., 2008). Estes beneficios do exercicio
sdo devidos ao aumento no gasto energético, sendo importante estratégia para modificar a
composi¢ao corporal e o tratamento da obesidade.

O grande interesse na prevengdo e tratamento da obesidade tem aumentado o numero
de estudos direcionados a perda de gordura para conhecer a intensidade ideal do exercicio
para maximizar a oxidacdo de gordura, em particular a gordura visceral abdominal (Bircher,
Knechtle et al., 2005; Irving, Davis et al., 2008). Segundo Irving et al. (2008), o treinamento
de um programa de exercicio de alta intensidade, entre 70 a 80% do consumo de VO,max,
seria o ideal para induzir um maior déficit de energia, reduzir o peso corporal ¢ perda de
gordura, por 2 razdes: 1) o exercicio de alta intensidade induz secre¢do dos hormdnios
lipoliticos, incluindo GH e epinefrina, o que poderia facilitar o maior gasto de energia e
oxidacdo de gordura; 2) em niveis equivalentes de gasto de energia, o exercicio de alta
intensidade favoreceria o balango energético negativo, quando comparado ao exercicio de
baixa intensidade.

Bircher et al. (2005) relataram que determinar o limiar de lactato seria um método
adequado para se identificar o nivel de intensidade do exercicio, e conseqiientemente,
controlar a intensidade do treinamento fisico. Estes autores identificaram em estudos recentes,
de acordo com género, tipo de exercicio e aptiddao do individuo, que a concentragdo sangiiinea
de lactato para a maior oxidagdo de gordura variava entre 1,5 e 3,5 mmol/L. Contudo estes

valores contrastaram aos valores de VO,max, sugerido para este fim que é de 35 a 75%.
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Em estudos com modelo animal, Ferreira et al. (2007) verificaram que o exercicio
aerobico de muito baixa intensidade em esteira (12 m/min) nao alterou a gordura e a
composi¢ao corporal de ratos; ja Shinoda et al. (2002) identificaram melhoria na composi¢ao
corporal quando ratos correram a 26 m/min, que ¢ considerado um exercicio de alta
intensidade. Contudo, ainda ndo se conhece o impacto da corrida aerdbia de baixa intensidade
(16 m/min) sobre a composi¢@o corporal, como também seus efeitos como anti-obesidade em

individuos com deficiéncia de estrogénio induzida pela ovariectomia.

1.4.2. Tecido 6sseo

O exercicio promove adaptagdes positivas ao esqueleto dsseo, especialmente para a
prevencdo e tratamento da osteoporose (Notomi, Okimoto et al., 2003; Park, Kim et al.,
2008). Tem sido sugerido que o estresse mecanico gerado pelo exercicio constitui um dos
mais importantes estimulos para a formagdo 6ssea (Hubal, Ingalls et al., 2005; Rittweger,
Frost et al., 2005; Turner e Robling, 2005; Bonnet, Beaupied et al., 2007), tendo um papel
decisivo na prevengdo da perda oOssea em mulheres pos-menopausa € em ratas OVX
(Barengolts, Kouznetsova et al., 1996; Honda, Sogo et al., 2003; Fuchs, Shea et al., 2007).
Nesta populacao, diferentes tipos de exercicio como o exercicio de for¢a (Notomi, Okimoto et
al., 2003; Hubal, Ingalls et al., 2005; Figard, Mougin et al., 2007), caminhada (Tosun,
Bolukbasi et al., 2006), corrida (Huang, Lin et al., 2003; Iwamoto, Shimamura et al., 2004;
Fuchs, Shea et al., 2007), natagdo (Hart, Shaw et al., 2001) e saltos verticais (Honda, Sogo et
al., 2003; Renno, Silveira Gomes et al., 2007) mostram beneficios sobre o tecido dsseo.
Beneficios estes que ocorrem sobre o peso (Huang, Lin et al., 2003), densidade e conteudo
mineral (Fuchs, Shea et al., 2007; Nordstrom, Hogstrom et al., 2008; Park, Kim et al., 2008),
resisténcia (Barengolts, Kouznetsova et al., 1996; Honda, Sogo et al., 2003; Huang, Lin ef al.,

2003) e marcadores de remodelamento 6sseos (Iwamoto, Shimamura et al., 2004; Tosun,
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Bolukbasi et al., 2006; Figard, Mougin et al., 2007; Park, Kim et al., 2008). Contudo, outros
autores nao verificaram alguns destes beneficios (Maimoun, Simar et al., 2005; Chubak,
Ulrich et al., 2006; Bonnet, Beaupied et al., 2007; Huang, Chang et al., 2008).

Estudos com animais OVX s3o usados para imitar a osteoporose em mulheres pos-
menopausa (Iwamoto, Shimamura et al., 2004; Figard, Mougin et al., 2007), sendo o efeito
osteogénico do exercicio sobre ratas OVX variado conforme a intensidade e duragdo
(Iwamoto, Takeda et al., 1998; Iwamoto, Shimamura et al., 2004; Fuchs, Shea et al., 2007),
bem como o tipo do exercicio (Hart, Shaw et al., 2001; Honda, Sogo et al., 2003; Renno,
Silveira Gomes et al., 2007).

Barengolts et al. (1994) mostraram que corrida em ratas Sprague-Dawler OVX de 9
meses de idade preveniu a perda de CMO na tibia e fémur, como também a perda da taxa
volume esponjoso/volume total da tibia. Honda et al. (2003) afirmaram que a corrida produz
maior beneficio ao osso em ratas deficiente em estrogénio por OVX do que nas SHAM,
sugerindo que o maior turnover 4sseo seria mais sensivel a carga mecanica. Para Hubal et al.
(2005), a DMO da tibia em camundongos OVX exercitadas ndo diferiu dos animais normais,
sugerindo que o exercicio atenuaria o declinio na DMO causada pela deficiéncia de
estrogénio. Li et al. (2003) sugeriram que a area de porosidade e o remodelamento cortical em
ratas OVX elevam drasticamente no colo femoral de forma similar em humanos.

O efeito do exercicio sobre o tecido 6sseo varia conforme o tipo, intensidade, duracio
e freqiiéncia do exercicio (Honda, Sogo et al., 2003; Renno, Silveira Gomes et al., 2007).
Fuchs et al. (2007) mostraram que o programa de corrida em esteira a 22-24 m/min, por 60
minutos, com 5° de inclinagdo elevou o CMO do fémur e vértebras em ratas OVX. Por outro
lado, estudos relatam inconsisténcia nos resultados de programas de treinamento de corrida
em esteira (12 m/min por 60 min; 12 m/min por 120 min ou 18 m/min por 60 min) sobre a

DMO e forga de fratura 6ssea (Iwamoto, Takeda et al, 1998). No entanto, ainda ndo sdo
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conhecidos os beneficios do exercicio de corrida aerdbia de baixa intensidade (16 m/min por
30 min/dia) sobre o tecido 6sseo em animais ovariectomizadas consumindo cafeina e baixos

teores de calcio.

1.4.3. Balancgo de calcio

O exercicio ¢ conhecido como um potente meio de reduzir os riscos de fraturas
osteoporoticas, por elevar a massa o0ssea (Huang, Lin ef al., 2003; Iwamoto, Shimamura et al.,
2004), onde alguns estudos relatam que este beneficio do exercicio poderia ser em fun¢do do
melhor balango de calcio (Leblanc, Evans et al., 1983; Lutz, Chen et al., 1987; Yeh e Aloia,
1990). LeBlanc et al. (1983) relataram redugdo no balanco de calcio apds animais pararem de
exercitar. Lutz et al. (1987) mostraram que a corrida for¢ada restabeleceu o balancgo de célcio
positivo apds 28 dias de sedentarismo. Isto sugere que o treinamento de um programa de
exercicio poderia elevar a absor¢do liquida e o balanco de célcio, resultando na melhoria da
qualidade de vida. Contudo, ainda ndo se conhece o impacto do treinamento de um programa
de corrida aerdbia sobre o balango de calcio em mulheres pds-menopausa ingerindo cafeina e

recebendo baixos teores de calcio dietético.

1.5. CALCIO

A ingestdo de calcio por mulheres brasileiras entre 40 e 80 anos de idade, varia entre
240 a 625 mg/dia (Velasquez-Meléndez, Martins et al., 1997; Montilla, Aldrghi et al., 2004;
Batista, Priore et al., 2006), representando a inadequagao dietética de 48 a 80% desse mineral,
de acordo com as recomendagoes do Institute of Medicine (Iom, 1998). Esta pratica alimentar
poderia afetar negativamente a composicdo corporal, o tecido 6sseo e o balanco de calcio

destes individuos.
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1.5.1. Composig¢ado corporal

Cada vez mais a obesidade tem sido reconhecida como um problema de origem
multifatorial, onde estdao envolvidos fatores ambientais, nutricionais, fisioldgicos e genéticos.
Dentro dessa complexidade, inimeros estudos cientificos atuais apontam para fatores cada
vez mais especificos, na tentativa de encontrar saidas para esse grande problema de satde
publica.

Recentes estudos tém apontado a baixa ingestdo de calcio como desencadeante de uma
disfungdo no metabolismo lipidico decorrente da regulacdo dos contetidos de calcio
intracelular (Shi, Dirienzo et al., 2001; Zemel, Thompson et al., 2004). Shi et al. (2001)
estudaram camundongos obesos consumindo dieta com 0,4 e 1,3% de calcio dietético, e
identificaram que animais ingerindo baixo teor de calcio recuperaram o peso ¢ a gordura
corporal apos restricdo caldrica, o que ndo ocorreu aos animais consumindo maior teor de
calcio. Zemel et al. (2004) estudaram por 24 semanas individuos obesos consumindo dieta
com varios teores de célcio (de 400 a 1300 mg/dia), e observaram que o maior teor de célcio
derivado de fonte lactea promoveu redugdo na gordura corporal. Tais achados parecem ser
decorrentes da agdo anti-lipogénica e lipolitica dos altos contetidos de calcio dietético. Uma
explicagdo para este efeito seria pela atuagdo dos hormdnios do metabolismo de célcio, cuja
menor ingestdo interferiria em seu metabolismo incrementando a deposi¢ao de gordura e
reduzindo sua oxidacdo. Por outro lado, ao ser ingerido em quantidades adequadas, o célcio
suprimiria a a¢do destes hormonios, e assim, o acimulo de gordura, estimulando a oxidagao
lipidica.

Estudos se fazem necessarios para investigar as possiveis alteracdes sobre a
composi¢ao corporal da baixa ingestdo de calcio, em razdo do seu potencial na génese da
obesidade. Pouco se sabe da influéncia da baixa ingestdo de célcio associada a administragao

de cafeina e pratica do exercicio aerobico, sugerindo-se que esta associagdo preveniria a
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deposicao de gordura corporal. Menos ainda ¢ conhecido sobre esta combinacdo de efeitos em
mulheres pds-menopausa, ao qual exibem maior retencdo de gordura corporal decorrente da

disfun¢ao hormonal.

1.5.2. Tecido 6sseo

A baixa ingestdo de calcio ¢ uma pratica alimentar entre as mulheres brasileiras, sendo
referido que estas mulheres consumem proximo a metade de sua recomendagdo dietética
diaria (Veldsquez-Meléndez, Martins et al., 1997; Montilla, Aldrghi ef al., 2004; Batista,
Priore et al., 2006). Este comportamento pode elevar o risco de um balango de calcio negativo
e agravar o risco de osteoporose (Huang, Chang et al., 2008), por afetar o metabolismo de
calcio e a homeostase 6ssea (Wetmore, Ichikawa et al., 2008).

A ingestdo dietética de calcio ¢ importante para a obtengcdo de um esqueleto forte.
Estudos tém mostrado que a baixa ingestdo de célcio resulta em multiplas deficiéncias
esqueléticas (Welch, Turner et al., 2008). Welch et al. (2008) estudando por 8 semanas ratas
Fisher 344 alimentadas com baixa e adequada recomendagao de calcio dietética sobre o tecido
0sseo, verificaram que a ingestdo inadequada de calcio diminuiu a DMO, porém, ndo afetou a
forca 6ssea quando comparada ao adequado consumo de célcio.

A deficiéncia do estrogénio na menopausa promove aumento no turnover 0OSS€o
(Rapuri, Kinyamu et al., 2002; Hubal, Ingalls et al., 2005; Park, Omi et al., 2008), produzindo
desequilibrio no seu remodelamento (Bonnet, Beaupied et al., 2007; Fuchs, Shea et al., 2007;
D'amelio, Grimaldi et al., 2008) e acarretando maior fragilidade (Hara, Kobayashi et al.,
2007; Dai, Ma et al., 2008; Huang, Chang et al., 2008; Park, Omi et al., 2008). Embora a
influéncia da ovariectomia sobre a excre¢do urinaria de calcio e metabolismo dsseo (Dick,
Devine et al., 2005; Park, Omi et al., 2008), como também suas conseqiiéncias associadas a

suplementagdo de célcio sobre o tecido dsseo tém sido reportadas (Gala, Diaz-Curiel et al.,
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2001; Stear, Prentice et al., 2003; Bischoff-Ferrari, Rees et al., 2008; Lambert, Eastell et al.,
2008), pouco se estudou até o momento sobre sua associagdo com o baixo consumo de calcio,

ao qual tem sido sugerido que a perda dssea ¢ acelerada, elevando o risco de fratura

(Iwamoto, Takeda et al., 1998).

1.5.3. Balanco de calcio

O caélcio ¢ o principal mineral 6sseo (Mitamura, Hara et al., 2002; Costa e Peluzio,
2008), cuja absorcdo liquida apresenta funcao linear a sua ingestao dietética (Bronner, Salle et
al., 1992). Estudos sugerem que a baixa ingestdo de calcio, apesar de elevar a eficiéncia na
absorcdo de calcio, reduz o balango de calcio ¢ a massa 6ssea, podendo agravar a saide Ossea
na osteoporose (Hitz, Eskildsen et al., 2005; Park, Omi et al., 2008; Zhang, Dong et al.,
2008).

A deficiéncia do calcio dietético pode reduzir sua absor¢do intestinal levando a
menores conteudos de calcio sangiiineos (Hitz, Eskildsen et al., 2005; Park, Omi et al., 2008;
Zhang, Dong et al., 2008). Este reduzido nivel de célcio circulante poderia estimular a
liberagdo de paratormonio (PTH) sangiiineo para restaurar seus niveis no sangue. Por sua vez,
o PTH, além de diminuir a excre¢do urinaria de calcio e elevar sua mobilizagdo Ossea,
promoveria maior absor¢do intestinal de calcio (Costa e Peluzio, 2008; Mcmanus, Davey et
al., 2008). Desta forma, este poderia ser um possivel mecanismo pelo qual o baixo teor de
calcio alimentar poderia elevar a eficiéncia de sua absor¢ao intestinal.

A osteoporose pos-menopausa € associada com balango negativo de célcio devido sua
insuficiente ingestdo dietética e deficiéncia estrogénica diminuirem a absor¢do intestinal de
calcio. O baixo consumo de calcio, constatado na populacdo de mulheres brasileiras, poderia
reduzir o balanco de célcio, podendo prejudicar mais ainda a homeostase Ossea.

Adicionalmente, o aumento na ingestdo de cafeina tem mostrado incrementar as perdas de
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calcio urinario, podendo afetar negativamente o seu balanco. Em contrapartida, o exercicio
aerobico parecer ser uma estratégia eficaz para a prevengao e tratamento da osteoporose em
mulheres pds-menopausa. Porém, existem poucas evidéncias de seus beneficios sobre o

balanco de calcio nesta populagao, aonde estudos se fazem necessarios.

1.6. JUSTIFICATIVAS

A deficiéncia de estrogénio pds-menopausa aumenta o risco de fraturas osteoporoticas
por reduzir a massa e resisténcia 6ssea, e diminuir a absor¢do e o balango de calcio. Além
disso, a composi¢do corporal sofre alteragdes pelo aumento da ingestdo alimentar, levando ao
acumulo de gordura e do peso corporal. Isto nos levou a investigar as alteracdes corporais
decorrentes da deficiéncia estrogénica em ratas submetidas a cirurgia de ovariectomia,
associando essa condi¢ao ao consumo de cafeina e de calcio e a pratica de atividade fisica.

A cafeina ¢ uma substancia psicoativa, cujo consumo tem sido incrementado devido a
alta ingestdo de produtos como café, chas, refrigerantes tipo cola, chocolate, entre outros na
alimentagdo humana. Em baixas doses (3-6 mg/kg), a cafeina pode elevar o desempenho
fisico, todavia, pode elevar a diurese e afetar negativamente o tecido dsseo. O consumo de
cafeina pode afetar a composi¢do corporal por poupar o glicogénio muscular ao elevar a
mobilizagdo e oxidacdo de acidos graxos, decorrente a maior liberagdo de catecolaminas e
inibi¢do da fosfodiesterase. Em razao ao seu efeito diurético, pode reduzir o contetido de agua
corporal, como também elevar a func¢ao renal, incrementando a perda de célcio na urina. Esta
maior perda de célcio pode promover sua mobilizacdo Ossea para atender as necessidades
fisiologicas corporais, elevando a fragilidade dos ossos. Além do mais, recentes estudos
mostraram que a cafeina pode inibir a mineralizagdo Ossea e a diferenciacdo dos osteoblastos.

A ingestdo de cafeina apresenta uma correlacdo negativa com o balango de célcio, o que pode
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prejudicar ainda mais o tecido 0sseo. Desta forma, o consumo de cafeina por individuos
deficientes de estrogénio pode reduzir os estoques de gordura corporal, a resisténcia dssea € o
balango de calcio.

O consumo de célcio dietético na populagdo brasileira de mulheres varia de 240 a 625
mg/dia, representando uma deficiéncia de 48 a 80% de suas recomendacdes diarias. O baixo
consumo de calcio alimentar pode, dentre outras coisas, elevar a deposicdo de gordura e o
peso corporal, visto que a baixa concentragdo de célcio intracelular estimula a lipogé€nese ¢
inibe a lipdlise. O balango de célcio ¢ diretamente relacionado a sua ingestdo, onde a baixa
ingestdo de calcio alimentar acarreta, conseqiientemente, baixos niveis sangiiineos. Isto
estimula a secrecao do hormonio da paratire6ide (PTH), que ativa a vitamina D e diminui a
excrecdo de calcio urinario ¢ aumenta a absorc¢do intestinal e a mobilizacdo dssea de calcio
para restabelecer seus niveis adequados no sangue. Desta forma, o baixo consumo de calcio
alimentar pode prejudicar o tecido dsseo por elevar sua mobilizagdo, tornando-o mais fragil.
Tais mecanismos desencadeados pela baixa ingestao de célcio podem ser potencializados pelo
consumo de cafeina promovendo maior fragilidade 6éssea em mulheres p6s-menopausa.

A Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) recomenda a pratica de exercicio aerdbico
(caminhar, pedalar, correr, etc.) pelo menos 5 sessdes por semana de 30 minutos/dia de baixa
a moderada intensidade como forma de melhorar a qualidade de vida. A pratica do exercicio
tem sido associada a prevencdo e tratamento de diversas morbidades, como as doencgas
cronicas ndo transmissiveis. Seus beneficios sobre a composi¢do corporal s3o atribuidos ao
maior gasto energético, reduzindo o peso e a gordura corporal. O exercicio de impacto eleva a
forca dssea e tem sido apontado como o principal estimulador do efeito osteogénico
promovido pela pratica de atividade fisica. O exercicio pode ainda elevar a absorcao intestinal
de calcio, incrementando a oferta deste mineral, e assim, favorecendo a resisténcia Ossea.

Contudo, pouco se conhece sobre os efeitos da pratica do exercicio aerdbico de baixa
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intensidade sobre a composi¢do corporal, o tecido dsseo e o balango de calcio quando
associados a deficiéncia de estrogénio, baixa ingestdo de calcio alimentar e consumo de

cafeina.

1.7. OBJETIVO GERAL
O objetivo principal deste estudo foi avaliar os efeitos da ovariectomia, ingestdo de
cafeina e exercicio aerdbico associados a adequagdo ou ndao de calcio alimentar sobre a

composi¢ao corporal, o tecido dsseo e o balango de calcio em ratas Wistar.

1.7.1. JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS ESPECIFICOS
1.7.1.1. CAPITULO 111

A prevaléncia da obesidade tem elevado, sendo o exercicio aerdbico uma Otima
estratégia para a sua preven¢ao e tratamento. Mulheres pds-menopausa e idosas normalmente
participam de programas de exercicios aerdbicos de baixa intensidade como caminhadas, ao
qual pouco se sabe dos seus efeitos sobre a composi¢ao corporal. O aumento na ingestdao de
cafeina poderia afetar a composic¢ao corporal diretamente e/ou indiretamente afetando a massa
magra corporal. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o impacto da cirurgia de
ovariectomia, do exercicio aerdbico de baixa intensidade em esteira e da ingestdo de cafeina

sobre a composic¢ao corporal em ratas Wistar.

1.7.1.2. CAPITULO IV
Estudos recentes sugerem que o baixo teor de calcio dietético apresenta efeito
lipogénico, elevando o risco de obesidade. Considerando a baixa ingestdo de célcio por

mulheres adultas brasileiras, os riscos de obesidade relacionados a deficiéncia estrogénica
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pos-menopausa, poderiam impactar a composi¢do corporal e qualidade de vida. Por outro
lado, o consumo de cafeina associado & pratica de exercicio poderia contrapor ou atenuar os
efeitos da baixa ingestdo de célcio e da deficiéncia estrogénica, reduzindo a deposicao de
gordura corporal e o risco de obesidade. Assim, o objetivo deste estudo foi investigar o efeito
da ovariectomia, do exercicio aerdbico de baixa intensidade e da ingestdo de cafeina sobre a

composi¢ao corporal em ratas Wistar com 50% da recomendagdo de calcio alimentar.

1.7.1.3. CAPITULOV

O efeito do exercicio sobre o tecido 6sseo varia conforme o tipo, intensidade, dura¢io
e freqiiéncia do exercicio. Estudos relatam que ratas treinadas em esteira exibiram aumento na
forca de fratura 6ssea quando exercitavam a 24 m/min por 60 min/dia, porém, tais beneficios
nao foram observados quando treinadas a 13 m/min por 60 min/dia. No entanto, ainda ndo se
conhece o efeito do programa de exercicio em baixa intensidade a 16 m/min, 30 min/dia, 5
dias/semana, sobre o tecido 0sseo, como também seus efeitos associados a deficiéncia de
estrogénio e consumo de cafeina. Assim, este estudo investigou o efeito da ovariectomia e
ingestdo de cafeina sobre o tecido Osseo em ratas treinadas aerobicamente conforme

recomendacdo da OMS para a melhoria da qualidade de vida.

1.7.1.4. CAPITULO VI

O baixo consumo de calcio aumenta o risco de fragilidade Ossea, principalmente
quando associadas ao consumo de cafeina e deficiéncia de estrogénio. O efeito osteogénico do
exercicio de impacto pode prevenir ou atenuar o risco de fratura ¢ssea. Desta forma, este
estudo objetivou avaliar os efeitos da deficiéncia de estrogénio, ingestdo de cafeina e do
exercicio aerdbico sobre o tecido 6sseo em ratas com 50% da recomendacdo de calcio

dietético.
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1.7.1.5. CAPITULO VII

A osteoporose pos-menopausa € associada com balango negativo de calcio em fungao
de sua ingestdo dietética insuficiente e deficiéncia estrogénica diminuirem a absor¢do
intestinal de calcio. O baixo consumo de célcio pode reduzir o seu balango e,
conseqilientemente, prejudicar mais ainda a homeostase 6ssea. Adicionalmente, o aumento na
ingestdo de cafeina eleva as perdas de célcio urindrio, podendo afetar negativamente o seu
balango. Em contrapartida, o exercicio aerodbico parece ser uma estratégia eficaz para a
prevencao e tratamento da osteoporose, porém, existem poucas evidéncias de seus beneficios
sobre o balango de calcio. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o impacto da
ovariectomia, da ingestdo de cafeina e do baixo consumo de célcio sobre o balanco de célcio

em ratas Wistar treinadas aerobicamente em esteira.
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CAPITULO II:
MATERIAIS E METODOS

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Animais Experimentais

O estudo foi realizado com 160 ratas Wistar adultas de 160 dias de idade (peso médio:
275,5 + 22,8 g; média=DP), provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias
Biolodgicas e da Satde da Universidade Federal de Vicosa — MG (Brasil), tendo os
procedimentos experimentais aprovados pela Comissdo de Etica do Departamento de
Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa — MG, parecer n° 80/2007.

Os animais foram alojados em gaiolas individuais, por 11 semanas, mantidos em
ambiente com temperatura de 22+2°C, umidade relativa de cerca de 60% e fotoperiodo de 12
horas. Os animais receberam diariamente de 18 a 20 gramas de dieta AIN-93M (Reeves,
Nielsen et al., 1993) e 4gua deionizada ad libitum.

Apos 3 semanas de recuperagdo das cirurgias de ovariectomia (OVX) ou laparotomia
(SHAM), as ratas foram alocadas em 16 grupos (n=10), num delineamento fatorial 2 x 2 x 2 x
2 para os fatores Exercicio, Ovario, Cafeina e Calcio (Quadro 2.1), permanecendo por mais 8
semanas nos respectivos tratamentos.

Para maior facilidade de analise e discussdo dos resultados, os tratamentos foram
apresentados, na tese, em dois sub-grupos, quais sejam, dos animais com 100% e dos animais
com 50% de adequacdo de célcio na dieta. Assim, nos capitulos que se seguem, foram
incluidos separadamente os grupos acima, contendo 80 animais, separados em 8 tratamentos

(n=10), num delineamento fatorial 2 x 2 x 2.
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Quadro 2.1. Delineamento experimental

Grupo Denominagdo Exercicio Ovario Cafeina Calcio
1 SS—Ca'” ) (+) ) 100%
2 SO-Ca'” ) ) ) 100%
3 SS—Ca™ (-) (+) ) 50%
4 SO-Ca™ -) (-) (-) 50%
5 SS—Ca'®Caf ) () (+) 100%
6 SO-Ca'”Caf ) ) (+) 100%
7 SS—Ca™Caf -) (+) (+) 50%
8 SO-Ca™Caf (-) ) (+) 50%
9 ES—Ca'® ) (+) ®) 100%
10 EO-Ca'” () ) ) 100%
11 ES—Ca™ ) (+) ) 50%
12 EO-Ca™ ) ) ) 50%
13 ES—Ca'*Caf (+) () (+) 100%
14 EO—Ca'”Caf (+) ) (+) 100%
15 ES—Ca™Caf (+) (+) (+) 50%
16 EO—Ca’Caf (+) ) (+) 50%

Legenda por Fatores: Exercicio [E(+): exercitadas ou S(-): sedentarias]; Ovario [O(-):

ovariectomizadas ou S(+): SHAM],; Cafeina [Caf(+): ingestdo de cafeina ou (sem o Caf(-)):

sem ingestdo de cafeina]; Cdlcio (Ca’’: adequagio de 50% ou Ca'”: adequacdo de 100%).

Legenda por Grupo: Grupo 1: ratas sedentarias, laparotomia (SHAM), sem ingestdo de

cafeina e adequagdo de 100% de calcio; Grupo 2: ratas sedentdrias, ovariectomizadas

(OVX), sem ingestdo de cafeina e adequagdo de 100% de calcio; Grupo 3: ratas sedentarias,
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SHAM, sem ingestdo de cafeina e adequagdo de 50% de calcio; Grupo 4: ratas sedentdarias,
OVX, sem ingestdo de cafeina e adequacdo de 50% de cadlcio; Grupo 5: ratas sedentarias,
SHAM, ingestdo de cafeina e adequagdo de 100% de cdlcio; Grupo 6: ratas sedentdrias,
OVX, ingestdo de cafeina e adequacdo de 100% de cdlcio; Grupo 7: ratas sedentarias,
SHAM, ingestdo de cafeina e adequacgdo de 50% de calcio; Grupo 8: ratas sedentarias, OVX,
ingestdo de cafeina e adequagdo de 50% de calcio; Grupo 9: ratas exercitadas, SHAM, sem
ingestdo de cafeina e adequagdo de 100% de cadlcio; Grupo 10: ratas exercitadas, OVX, sem
ingestdo de cafeina e adequagdo de 100% de cdlcio;, Grupo 11: ratas exercitadas, SHAM,
sem ingestdo de cafeina e adequagdo de 50% de calcio; Grupo 12: ratas exercitadas, OVX,
sem ingestdo de cafeina e adequagdo de 50% de cdlcio; Grupo 13: ratas exercitadas, SHAM,
ingestdo de cafeina e adequagdo de 100% de cdlcio; Grupo 14: ratas exercitadas, OVX,
ingestdo de cafeina e adequagdo de 100% de cdlcio; Grupo 15: ratas exercitadas, SHAM,
ingestdo de cafeina e adequagdo de 50% de cdlcio; Grupo 16: ratas exercitadas, OVX,

ingestdo de cafeina e adequagdo de 50% de calcio.

2.2. Cirurgia de Ovariectomia ou Laparotomia

Os animais dos grupos 1, 3, 5, 7,9, 11, 13 e 15 eram ratas inteiras, que sofreram a
cirurgia de laparotomia (SHAM), ou seja, promoveu-se a incisdo do abdome para induzir o
estresse cirurgico e seus efeitos, porém, sem a retirada dos ovarios. Os animais dos grupos 2,
4,6, 8,10, 12, 14 e 16 sofreram a cirurgia de ovariectomia (OVX), com incisdo abdominal
para retirada dos ovarios. Antes das respectivas cirurgias, cada rata recebeu anestesia com
Ketamina (70 mg/kg) e Xilazina (8 mg/kg) intramuscular. Nas primeiras 5 horas apos as
cirurgias, os animais permaneceram em camara aquecida, a fim de manter a temperatura
corporal. Apos este periodo pos-operatorio, as ratas foram alocadas em gaiolas individuais até

sua pronta recuperagdo, recebendo, nesse periodo, dieta comercial peletizada e agua
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deionizada ad libitum, como também anti-inflamatério (Ketofen: 2 mg/kg) por 3 dias e
antibiotico (Ampicilina sodica: 30 mg/kg) por 5 dias, ambos subcutineos. Todos os
procedimentos cirtrgicos do estudo foram desenvolvidos no Hospital Veterinario do
Departamento de Veterinaria da UFV, acompanhados pela Médica Veterinaria Paloma

Sayegh Arreguy Silva (CRMV-MG: 7593).

2.3. Ingestao de Calcio Alimentar

Diariamente, os animais dos grupos 1, 2, 5, 6, 9, 10, 13 e 14 receberam dieta AIN-
93M em po6 (Reeves, Nielsen et al., 1993) contendo 100% da recomendagdo de célcio para
ratos (0,5% de calcio da dieta). Os animais dos grupos 3, 4, 7, 8, 11, 12, 15 ¢ 16 receberam
dieta AIN-93M em pd (Reeves, Nielsen et al., 1993) contendo 50% da recomendagdo de
calcio para ratos (0,25% de calcio da dieta).

Os ingredientes da dieta AIN-93M estao descriminados no Quadro 2.2.

A dieta Calcio 100% possuia 3,5% da mistura de minerais (Quadro 2.2) contendo
14,29% de calcio, apresentando, entdo, uma concentracdo de calcio de 0,5%, ou seja, 5,0 g de
calcio por 1 kg de dieta. A dieta Calcio 50%, que tinha uma mistura de minerais com 7,145%
de calcio, exibia uma concentragdo de calcio de 0,25%, ou seja, 2,5 g de célcio por 1 kg de
dieta.

A diferenga das dietas em relacdo aos contetidos de calcio foi determinada pela
quantidade de carbonato de célcio presente na mistura de minerais, que era a fonte de célcio
desta dieta (Quadro 2.3). Na dieta Calcio 100% adicionou-se uma mistura de minerais
contendo 357 g de carbonato de célcio por quilograma de mistura de minerais, sendo que o
carbonato de calcio apresentava 40,04 % de calcio. J& na dieta Calcio 50%, a mistura de
minerais recebeu 178,5 g de carbonato de calcio por quilograma de mistura mais 0 mesmo

valor de sacarose para completar o volume de 1 kg de mistura de minerais. Desta forma, as
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misturas de minerais das dietas Célcio 100% e Célcio 50% possuiam uma concentragcdo de

calcio de 14,29 e 7,145%, respectivamente.

Quadro 2.2. Dieta AIN-93M

INGREDIENTES %
Caseina (85 % de proteina) 14,00
Amido Dextrinizado (92 % tetrassacarideos) 15,50
Sacarose 10,00
Oleo de Soja 4,00
Fibra (Celulose microfina) 5,00
Mistura de Minerais 3,50
Mistura de Vitaminas 1,00
L-Cistina 0,18
Bitartarato de Colina 0,25
Amido de Milho 46,57
TOTAL 100,00
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Quadro 2.3. Composi¢ao da Mistura de Minerais

INGREDIENTES g/kg mistura
Carbonato de Calcio Anidro (40,04 % Ca) 357,00
Fosfato de Potassio Monobasico (22,76 % P; 23,73 % K) 196,00
Citrato de Potassio, tripotassio, monohidrato (36,16 % K) 70,78
Cloreto de Sodio (39,34 % Na; 60,66 % Cl) 74,00
Sulfato de Potassio (44,67 % K; 18,39 % S) 46,60
Oxido de Magnésio (60,32 % Mg) 24,00
Citrato de Ferro (16,5 % Fe) 6,06
Carbonato de Zinco (52,14 % Zn) 1,65
Carbonato de Manganés (47,79 % Mn) 0,63
Carbonato de Cobre (57,47 % Cu) 0,30
Iodato de Potéssio (59,3 % I) 0,01
Selenato de Sodio Anidro (41,79 % Se) 0,01025
Paramolibdato de Amonia 4 Hidrato (54,34 % Mo) 0,00795
Meta Silicato de Sodio 9 Hidrato (9,88 % Si) 1,45
Sulfato de Cromo e Potassio 12 Hidrato (10,42 % Cr) 0,275
Cloreto de Litio (16,38 % Li) 0,0174
Acido Bérico (17,5 % B) 0,0815
Fluoreto de Sodio (17,5 % F) 0,0635
Carbonato de Niquel (45 % Ni) 0,0318
Vanadato de Amonia (43,55 % V) 0,0066
Sacarose 221,03
TOTAL 1000,00
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2.4. Administracao de Cafeina

Diariamente, os animais dos grupos 5, 6, 7, 8, 13, 14, 15 e 16 receberam
suplementagdo de 6 mg de cafeina em pd/kg de peso corporal, adicionada a dieta dos animais.
Os animais dos grupos 1, 2, 3, 4, 9, 10, 11 e 12 receberam apenas a dieta. As doses de
suplementacdo de cafeina (Chemistry® — China) foram identificadas em estudos recentes
como doses moderadas utilizadas em humanos e animais (Doherty, Smith ef al., 2004;
Hartley, Lovallo ef al., 2004; O'connor, Motl et al., 2004; Hadjicharalambous, Georgiades et

al., 2006; Chapman e Stager, 2008; Glaister, Howatson et al., 2008).

2.5. Protocolo de Exercicio

Os animais dos grupos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ¢ 8 eram animais sedentarios, ¢ foram
mantidos em suas respectivas gaiolas durante todo o periodo de experimento.

Ap6s um periodo de 2 semanas de recuperagdo da cirurgia, 80 animais foram
submetidos a um processo de adaptagdo ao exercicio de corrida em esteira (8 m/min, 10
min/dia por 5 dias). Em seguida, estes animais foram subdivididos em 8 grupos (9, 10, 11, 12,
13, 14, 15 e 16) e foram submetidos a um programa progressivo de exercicio aerdbico de
corrida em esteira (Insight — Brasil), 5 sessdes por semana, por um periodo de 8 semanas,
conforme adaptagdo de Iwamoto et al. (Iwamoto, Shimamura et al., 2004).

No 1° dia da 1* semana, os animais correram numa velocidade de 10 m/min por 10
minutos. Este tempo foi aumentando de 5 em 5 minutos diariamente até o 5° dia de exercicio
da semana, onde estes animais exercitaram por 30 minutos. No 1° dia da 2* semana, os
animais correram numa velocidade de 10 m/min por 30 minutos. Esta velocidade foi
aumentada de 2 em 2 m/min, diariamente, até chegar a 16 m/min, velocidade mantida durante

as demais semanas de experimento.
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2.6. Determinacao do Coeficiente de Eficiéncia Alimentar (CEA)

O peso corporal foi monitorado semanalmente sempre no mesmo horario do dia (9
horas), usando balanga eletronica digital (Marte - Brasil), onde o ganho de peso corporal foi
determinado pela diferenca entre os pesos no dia do sacrifico e o do 1° dia da 1* semana.

O consumo de dieta alimentar foi monitorado diariamente, para a determinagdo do
coeficiente de eficiéncia alimentar por percentagem. Diariamente, foram fornecidas de 18 a
20 g de dieta em pd nos comedouros dos animais, e ao final de cada semana, as sobras de
dietas nos comedouros, quando presentes, eram pesadas.

As analises de consumo de dieta e coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) por
percentagem foram realizados em 5 animais por grupo.

CEA% = (ganho de peso corporal / consumo de dieta) x 100

2.7. Determinac¢io da Composi¢iao Corporal

Ao final da 8" semana, os animais sofreram eutandsia com CO;, e toda a gordura
visceral foi retirada e pesada. A carcaga vazia (musculos e 0ssos) foi separada e armazenada
em freezer (-20°C) para a determinacdo das fragdes: dgua, gordura, proteinas e cinzas.

O percentual hidrico foi avaliado pelo método gravimétrico por evaporacao de agua
em estufa (Fanem — Brasil) a 105°C por 24 horas. Pratos de aluminio foram secos em estufa a
105°C por 1 hora. Apds este tempo, foram pesados e as carcagas dos animais colocadas dentro
dos mesmos para serem novamente pesados. A diferenga encontrada corresponde ao peso
umido do animal. Os pratos com as carcacas foram mantidos em estufa a 105°C por 24 horas
para que se evaporasse todo o conteudo de agua presente. Apods este periodo, os pratos com os
animais foram resfriados em dessecadores por 30 minutos até atingir temperatura ambiente, e

entdo, pesados novamente. Deste peso, descontou-se o peso do prato para se obter o peso do
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rato desidratado, que, por sua vez, quando subtraido do peso dos animais imido, determinava-
se o conteudo de agua dos animais.

A percentagem de gordura foi determinada pelo processo gravimétrico utilizando-se o
aparelho de Soxhlet, usando solvente éter etilico por 8 horas de extragcdo. Cartuchos de papel
de filtro foram confeccionados, secados em estufa a 105°C por 1 hora e pesados antes de
receberem as carcacas dos ratos desidratados. O animal desidratado foi macerado com um
pistilo de louga e colocado dentro dos cartuchos, sendo novamente pesados. Este peso foi
subtraido pelo peso do cartucho vazio para determinar o peso dos ratos com gordura. O
cartucho com o animal foi colocado no aparelho Soxhlet montado com extratores grandes e
baldes de 500 mL, onde foi colocado éter etilico até transbordar o sistema de refluxo. Em
seguida, foi adicionado mais éter, porém, desta vez ndo deixando transbordar o sistema de
refluxo. O aparelho foi entdo ligado, fazendo com que o éter evaporasse pelo sistema e
transbordasse no sistema de refluxo, ao qual carreava a gordura extraida para o baldo. Este
processo foi realizado por 8 horas de fluxo continuo ou intermitente quando necessario. Apos
este tempo, o cartucho foi escorrido e o excesso de éter foi evaporado até estabilizar o peso do
mesmo. O cartucho, entdo, foi pesado, e desse peso foi subtraido o peso do cartucho vazio
para determinar o peso do rato desengordurado. Este peso foi subtraido do peso do rato com
gordura para o calculo do conteudo de gordura da carcaga dos animais.

O rato desengordurado presente no cartucho foi utilizado para a analise do percentual
de proteina, que foi calculado em triplicata pelo método indireto de determinacdo do
nitrogénio (Proteina (g) = nitrogénio (g) x 6,25) pela metodologia de Kjeldahl (Aoac, 1998).
O contetdo do cartucho (rato desengordurado) foi triturado em um mix liquidificador até se
transformar em pd. Deste, pesou-se uma aliquota de aproximadamente 20 mg colocando em
papel manteiga para ser digerida num processo que continha 1 g de mistura digestora e 3 mL

de acido sulfurico. A digestao foi realizada por um programa progressivo de temperatura que
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se chegava a 420°C por 2 horas. Apos a amostra ser digerida e esfriada em temperatura
ambiente, destilou-se a amostra utilizando hidréxido de sodio (50%) no destilador de Kjeldahl
por 8 minutos cada amostra, ao qual se coletou o destilado em acido bdrico (4%). O produto
da destilacao retido no acido borico, entdo, foi titulado com acido cloridrico (0,05 N), sendo
registrado o volume gasto para a viragem de cor. O peso da amostra, o volume de HCI da
titulacdo e o fator do HCI foram usados para determinar a quantidade de nitrogénio presente
na amostra, e subseqiientemente, a percentagem de proteina.

O percentual de cinzas foi determinado por incineracdo a 600°C por 6 horas (Aoac,
1998). Inicialmente, os cadinhos foram aquecidos a 600°C por 1 hora, e posteriormente
resfriados em dessecador e pesados em balanca de precisdo. Em seguida, foram pesados nos
cadinhos 2,5 g do rato desengordurado e triturado para posterior incineragdo em mufla a
300°C por 1 hora até a carbonizagdo da amostra. Em seguida, a temperatura foi elevada para
600°C por mais 5 horas. Ap6s o término do tempo de incineracdo, reduziu-se a temperatura
para 150°C até que os cadinhos atingissem esta temperatura para, entdo, serem retirados e
transferidos para o dessecador. Os cadinhos foram re-pesados e, a diferenca do peso do
cadinho com a amostra incinerada subtraida do peso do cadinho tarado (vazio) correspondeu

ao peso das cinzas daquela amostra.

2.8. Avaliag¢ao do Desempenho: Concentraciio de lactato sangiiinea

Na ultima semana de experimento determinou-se a concentragdo do lactato sangiiinea
dos animais exercitados (grupos 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 e 16) durante a realizagdo de uma
sessdo de treino. As medidas foram realizadas em 3 momentos: repouso e apds 15 ¢ 30
minutos de corrida. Antes de iniciar o programa de exercicio, a extremidade da cauda sofreu
pequena incisdo com tesoura cirurgica e o sangue foi coletado para que a concentragdo de

lactato sangiiineo fosse analisada no equipamento Accusport BM-Lactate [Roche®
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Alemanha] por meio de fitas para determinagdo de lactato sangiiineo da mesma marca. O
volume de sangue coletado foi o suficiente para se cobrir a area de leitura da fita de analise, o
que correspondeu a uma ou duas gotas de sangue. Aos 15 minutos, o animal foi retirado da
esteira para coleta do sangue, e, em seguida, o animal foi reconduzido ao exercicio. Este
processo ndo ultrapassou 15 segundos. Ao final do exercicio (30 minutos), o animal foi
submetido a nova coleta de sangue, ¢ em seguida, levado para sua gaiola.

As analises das concentragdes de lactato sangiiineo foram realizadas em 5 animais de

cada grupo.

2.9. Avaliacao da Resisténcia Ossea

Apds a eutanasia com CO,, o fémur direito foi retirado com tesoura cirurgica e
imediatamente dissecado removendo todos os tecidos moles, sendo em seguida seco com
papel toalha. Os fémures foram colocados em potes plasticos e armazenados em refrigerador a
aproximadamente 4°C para analises futuras.

O comprimento do fémur, distdncia da borda superior da cabega até a borda inferior do
condilo medial, e a espessura, no ponto intermédio da medida do comprimento, foram
aferidos utilizando-se um paquimetro de aco inox (Stainless Hardened - China). O peso 6sseo
foi aferido em balanga de precisdo em miligrama (Marte - Brasil). O comprimento relativo,
espessura relativa e peso relativo foram calculados em relagdo ao peso corporal total do
momento do sacrificio.

Para a andlise da resisténcia a fratura 6ssea utilizou-se o teste de fratura por trés-
pontos no aparelho texturdmetro TA.HDi Texture Analyser (Stable Micro System Inc.-USA),
conectado a um computador equipado com o programa Texture Expert” empregando um
“probe” de 3 pontas (Figura 3.1). Cada extremidade ossea foi apoiada sobre hastes

inoxidaveis separadas por 2,0 cm de distancia e uma terceira haste, apoiada sobre o ponto
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intermédio Osseo, realizou uma forca necessaria para alcangar a fratura (Honda, Sogo et al.,
2003; Shiga, Hara et al., 2003; Bonnet, Beaupied et al., 2007; Fuchs, Shea et al., 2007
Renno, Silveira Gomes et al., 2007). A terceira haste imprimiu sobre o osso uma forca de 5
Newton a uma velocidade de 3 mm/s durante 15 segundos. O aparelho registrou o pico de
forga necessaria para que o osso fraturasse, e desta foi calculada a for¢a relativa de resisténcia

ao peso absoluto do fémur.

Figura 2.1. Aparelho texturdometro TA.HDi Texture Analyser (Stable Micro System Inc.-

USA).

2.10. Determinac¢ao do Conteudo Mineral Osseo

Apds a eutandsia, a tibia direita foi removida com tesoura cirrgica, dissecada
removendo todos os tecidos moles, pesada e armazenada em refrigerador a aproximadamente
4°C para futuras analises.

A tibia foi digerida em acido nitrico concentrado por 16 horas e, a seguir, diluida em
agua deionizada para posterior determinacdo de calcio, magnésio e zinco por

espectrofotometria de absor¢dao atomica, em aparelho GBC 908 AA (Perkin Elmer - USA)
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(Silva, 1990; Huang, Yang et al., 2002). As amostras foram preparadas segundo metodologia
preconizada pela Association of Official Analytical Chemists (Aoac, 1998).

Todas as vidrarias empregadas nestas analises foram desmineralizadas num processo
de 4 etapas: lavagem em agua corrente e detergente neutro, imersao por 24 horas em agua
com detergente seguida de enxaglie com agua deionizada, imersao em solucdo de acido
nitrico 10% por 24 horas, seguido de enxagiic com agua deionizada, e secagem da vidraria em
estufa. Todas as etapas de enxagiies foram realizadas em série de 3 repetigdes.

A tibia de cada animal foi colocada por inteiro em tubos de ensaio individuais
especificos para a digestdo de minerais. Em seguida, os tubos foram adicionados de 10 mL de
acido nitrico concentrado ¢ mantidos em capela de exaustdo de gases por aproximadamente 6
horas até que a tibia estivesse totalmente dissolvida, ou seja, sem identificar fragmentos
0sseos. Os tubos de ensaios foram entdo aquecidos por 16 horas no digestor a uma
temperatura inicial de 80°C. A cada 20 minutos a temperatura foi elevada progressivamente
em 20°C até alcangar 160°C. Apds as primeiras 8 horas de digestdo, foram adicionados outros
5 mL de &cido nitrico, evitando que a solugdo secasse. Ao final da digestdo, o produto da
digestao foi resfriado na estufa para dar continuidade a analise.

O conteudo do tubo, uma vez resfriado, foi transferido para um baldo volumétrico de
50 mL com tampa, e completado o volume com agua deionizada. Deste baldo volumétrico
retirou-se uma aliquota para a leitura dos minerais. Para as leituras de calcio e magnésio,
pipetou-se num tubo de ensaio de 10 mL, 100 pL da amostra digerida, 0,5 mL de cloreto de
estroncio a 4,9% e 5 mL de 4dgua deionizada. Para a leitura de zinco, pipetou-se 500 pL da

amostra digerida e 5 mL de agua deionizada. Estas analises foram realizadas em duplicata.
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2.11. Determinacio do Calcio Urinario

A urina dos animais foi coletada por 1 dia na 8 semana experimental num periodo de
24 horas utilizando-se gaiolas metabolicas individuais. Recipientes pléasticos foram colocados
embaixo dos funis das gaiolas metabdlicas para recolher a urina.

Ao final das 24 horas de coleta da urina, os animais foram retirados da gaiola
metabolica, retornando as suas gaiolas individuais de origem. Animais de experimentacao,
normalmente ao serem manipulados ficam estressados ¢ muitas vezes defecam e urinam.
Assim, antes de retirar os animais das gaiolas, estes foram manipulados dentro de suas gaiolas
metabolicas, para defecar e urinar, e ndo se perdesse parte da amostra. A gaiola metabolica de
onde foi retirado o animal foi borrifada com agua deionizada para retirar a possivel urina
retida nas paredes da mesma. O volume de urina coletado foi completado para 10 mL com
agua deionizada e centrifugado por 15 minutos a 2.865 gravidades (Excelsa-Fanem-Brasil).
Apoés a centrifugagdo, foi adicionado acido cloridrico a 50% (20 puL/mL de urina) para a
conservacdo da amostra, e esta armazenada em freezer a aproximadamente -20°C para
analises futuras.

Apods descongelar a amostra de urina a temperatura ambiente, uma aliquota do
sobrenadante da urina centrifugada (3 mL) foi digerida em acido nitrico concentrado (10 mL)
por 16 horas, conforme descrito acima no item 2.10. O produto da digestdo foi transferido
para um baldo volumétrico de 50 mL com tampa contendo 0,5 mL de cloreto de estroncio,
completado o volume com agua deionizada, e levado para a determinagdo de célcio por
espectrofotometria de absor¢dao atomica, em aparelho GBC 908 AA (Perkin Elmer - USA)
(Silva, 1990; Aoac, 1998; Huang, Yang et al., 2002).

Todas as vidrarias utilizadas para as andlises do célcio wurinario foram

desmineralizadas conforme processo descrito acima (item 2.10).
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Outra aliquota do sobrenadante da urina centrifugada (50 pL) foi pipetada numa
cubeta e diluida por 500 pL de agua deionizada para a determinagdo da creatinina urindria
através do método automatizado de espectrometria de UV/VIS, segundo Henry et al. (Henry,
Cannon et al., 1974). As analises foram realizadas utilizando kits da marca Bioclin® no

equipamento ALIZE® (Biomérieux-Franca).

2.12. Determinacio de Marcadores Bioquimicos Osseos

Apbs a eutandsia dos animais, amostras de sangue foram coletadas por pungdo
cardiaca, com auxilio de seringas descartaveis, transferidas para tubos de ensaios de 10 mL e
centrifugadas a 2.865 gravidades por 15 minutos (Excelsa-Fanem-Brasil). Deste centrifugado
retirou-se o soro em 3 aliquotas de 1,5 mL, que foram armazenados em fracos eppendorf e
armazenados em freezer a aproximadamente -20°C para futuras analises.

Uma das aliquotas do soro foi descongelada em temperatura ambiente e pipetada em
cubetas para a determinacio do contetido de fosfatase alcalina Ossea (Ostase”, Beckman
Coulter — USA) por meio de sistema imunoensaio (Access”, USA), pela técnica de
quimioluminescéncia indireta, a partir da curva padrdo de 6 pontos. Os resultados da fosfatase
alcalina 6ssea foram obitidos em picograma / mililitro (pg/mL).

Uma aliquota do sobrenadante da urina centrifugada de 24 horas, coletada e
armazenada a -80°C, foi utilizada para a determinacao do teor do teleopeptideo N-terminal do
colageno tipo I (NTx) por meio de teste ELISA usando kit Osteomark”™ (EIA, USA). Os
valores do NTx foram apresentados como nanomol de equivalente de colageno 6sseo /
milimol de creatinina (nM BCE/ mM Creatinina). O contetdo de creatinina urindria para este

calculo foi determinado conforme referido acima (item 2.11.).
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2.13. Determinacio do Balango de Calcio

Na 8 semana de experimento, os animais foram alocados em gaiolas metabodlicas por
24 horas para quantificar a ingestao da dieta e coletar fezes e urina, a fim de se determinar o
balango (Balanco = Ca Ingerido — Ca Fecal — Ca Urinario) e as percentagens de retengdo (%
Retencao = Balanco / Ca Ingerido) e de absorcao (% Absor¢do = Ca Ingerido — Ca Fecal / Ca
Ingerido) de célcio.

A quantidade de dieta foi controlada diariamente por quatro dias. Nesse periodo,
foram fornecidos 18 g de dieta por dia e ao final de 24 horas, as sobras foram pesadas nos
comedouros. Calculou-se a média diaria de dieta consumida pelos animais para ser utilizada
no calculo do balango de célcio. Uma dieta adicionada de carmim (200 mg/ 100 g de dieta) foi
fornecida com o objetivo de marcar as fezes com coloracdo de azul escuro, facilitando
identificar as fezes provenientes da dieta do dia de andlise. No primeiro dia de experimento
foi colocada dieta marcada com carmim. Nos dois dias seguintes foram oferecidas as dietas
sem marcag¢ao e, no quarto dia retornou-se com a dieta marcada com carmim no (Quadro 2.4).

O contetido de calcio ingerido foi determinado pela média da quantidade de dieta
consumida pelos animais no periodo de avaliagdo, multiplicado pelo teor de célcio de cada
dieta (0,5% para dieta com 100% de calcio e 0,25% para 50% de célcio).

As fezes foram coletadas em quatro dias. No segundo dia coletaram-se as fezes
marcadas com carmim, nos dois dias seguintes coletaram-se todas as fezes, e no quinto dia
coletaram-se apenas as fezes ndo marcadas com carmim (Quadro 2.4). O conteudo total de
fezes foi quantificado e dividido por quatro para se obter a média diaria. Estas fezes foram
trituradas para se analisar o conteido de célcio da mesma.

O volume de urina de 24 horas coletado foi completado para 10 mL com agua

deionizada e centrifugado por 15 minutos a 2.865 gravidades (Excelsa-Fanem-Brasil). Apos a
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centrifugacdo foi adicionado 4cido cloridrico a 50% (20 pL/mL) para a conservag¢do da
amostra, conforme descrito no item 2.11.

Aliquotas das fezes e do sobrenadante da urina centrifugada foram digeridas em acido
nitrico concentrado por 16 horas e, a seguir, diluidas em agua deionizada para posterior
determinagdo de célcio por espectrofotometria de absor¢ao atdmica, em aparelho GBC 908
AA (Perkin Elmer - USA) (Silva, 1990; Aoac, 1998; Huang, Yang et al., 2002), conforme

descrito no item 2.11.

Quadro 2.4. Cronograma da oferta de dieta e coleta de fezes e urina.

1° Dia 2° Dia 3° Dia 4° Dia 5° Dia
i Dieta com . i Dieta com
Dieta . Dietanormal Dieta normal .
carmim carmim
Coleta de Coleta de
Fezes Coleta de Coleta de N
fezes ) ) fezes ndo
fezes totais. fezes totais.
marcadas. marcadas
. Inicio da Final da
Urina coleta de coleta de
urina urina
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CAPITULO I1I:
EFEITOS DA OVARIECTOMIA E INGESTAO DE CAFEINA SOBRE A

COMPOSICAO CORPORAL EM RATAS WISTAR EXERCITADAS OU NAO.

3.1. INTRODUCAO

A osteoporose, as doencas cardiovasculares e a obesidade sdo co-morbidades que
ocorrem em funcdo das alteracdes metabdlicas e corporais agravadas pela menopausa em
mulheres (Shinoda M, Latour Mg et al.,, 2002; Zhang Y, Dong X-L et al, 2008). A
prevaléncia de obesidade cresce no mundo, e tem sido um dos principais problemas de saude
publica, e estd associada com maior risco de diabetes tipo II, hipertensdo e doencas
cardiovasculares (Flier, 2004; Kobayashi-Hattori, Mogi et al., 2005), prejudicando a
qualidade de vida, especialmente das mulheres pds-menopausa. Estudos com humanos e
animais (Flier, 2004; Han, Kai et al., 2004; Jansson, Moverare-Skrtic et al., 2006) mostraram
que a obesidade pos-menopausa acontece em funcdo da maior ingestdo de alimentos e a
disfungdao hormonal, elevando o peso e os estoques de gordura corporal (Shinoda M, Latour
Mg et al., 2002; Lemieux, Picard et al., 2003; Jansson, Moverare-Skrtic et al., 2006). Embora
o estrogénio seja conhecido como um supressor da gordura corporal, sobretudo a visceral
(Shinoda M, Latour Mg et al., 2002; Notomi, Okimoto ef al., 2003; Jansson, Moverare-Skrtic
et al., 2006), pouco se sabe do efeito da auséncia do estrogénio causada pela ovariectomia
sobre a composi¢ao corporal, principalmente sobre a gordura intramuscular.

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) ¢ a substancia psicoativa mais consumida no mundo,
sendo encontrada em café, cha, refrigerantes sabor cola, entre outros (Paluska, 2003;
Deslandes, Veiga et al., 2005; Altimari Lr, Moraes Ac et al., 2006). A cafeina ¢ uma
substancia ergogénica ao desempenho no exercicio aerdbico (Hogervorst, Bandelow et al.,

2008) quando consumida em doses baixas de 3-6 mg/kg peso corporal/dia (Bell ¢ Mclellan,
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2002; Doherty, Smith et al., 2004). Sua acdo esta associada a ativacdo de mecanismos de
efeito central e periférico que desencadeia importantes alteragdes metabolicas e fisiologicas
(Altimari Lr, Moraes Ac et al., 2006). A ingestao de cafeina pode estimular o aumento na taxa
de metabolismo basal, a liberagdo de catecolaminas (Kobayashi-Hattori, Mogi et al., 2005;
Altimari Lr, Moraes Ac et al., 2006) e pode reduzir a taxa de glicogendlise muscular durante
o exercicio aerdbico. Ela poupa glicogénio devido ao aumento da mobiliza¢do e oxidacao da
gordura intra e extra-muscular (Hespel, Op't Eijnde et al., 2002; Mclellan e Bell, 2004), o que
pode levar a diminuigdo do peso e da gordura corporal. Além do mais, Wang et al. (2006)
sugeriram que uma dose de cafeina correspondente a 2 xicaras de café, apds 5 horas de sua
ingestdo, poderiam reduzir o fluxo linfatico e a absor¢do de diversos acidos graxos (16:0,
18:0, 18:1, 18:2, 18:3 e 20:4) e do colesterol. Desta forma, a ingestdo de cafeina poderia
atenuar o aumento de peso e estoques de gordura promovido pela menopausa, no entanto,
pouco se sabe do impacto da ingestdo de cafeina em ratas com ovariectomia.

A cafeina ainda poderia alterar a composicao corporal por reduzir os conteudos de
agua corporal, em fun¢do a sua agdo diurética (Birnbaum e Herbst, 2004; Ruxton, 2008). A
possivel agdo da cafeina em prolongar o exercicio até a fadiga (Kalmar e Cafarelli, 2004)
poderia, diretamente, promover maior desempenho no exercicio, e, indiretamente, estimular a
sintese protéica, elevando a massa magra na composicao corporal. Todavia, estes efeitos nao
foram identificados por alguns autores (Acheson, Gremaud et al, 2004; Franco, 2004),
faltando evidéncias que suportem estas suposigdes da ingestdo da cafeina sobre a composi¢ao
corporal.

O exercicio ¢ conhecido como um meio de prevenir as morbidades e mortalidade por
doengas cronicas (Lohman, Ring ef al, 2008). O exercicio promove adaptacdes positivas
sobre os sistemas cardiovascular e locomotor que resultam em melhoria na capacidade

funcional e qualidade de vida. Estudos com humanos (Bircher, Knechtle et al., 2005; Irving,
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Davis et al., 2008) e animais (Hongu e Sachan, 2000; Iwamoto, Shimamura et al., 2004)
mostram que o exercicio de moderada intensidade apresenta beneficios a composi¢ao
corporal, sendo Otima estratégia para reduzir o peso e a deposicdo de gordura. Estes
beneficios do exercicio ocorrem em fung¢dao do aumento no gasto energético, o que o coloca
como importante estratégia para o tratamento da obesidade. Por outro lado, Ferreira et al.
(2007) verificaram que o exercicio aerobico de muito baixa intensidade em esteira (12 m/min)
ndo promoveu alteracdo sobre a composi¢do corporal de ratos; ja Shinoda et al. (2002)
identificaram melhoria na composi¢do corporal quando ratos correram a 26 m/min. Contudo,
ainda ndo se conhece o impacto da corrida aerobia de baixa intensidade a 16 m/min sobre a
composi¢ao corporal, além de seus efeitos como anti-obesidade em individuos com
menopausa induzida pela ovariectomia.

A prevaléncia da obesidade tem elevado rapidamente nos ultimos anos, podendo ainda
ter seus niveis mais incrementados pelo aumento na expectativa de vida, e conseqiientemente,
maior contingente de mulheres pos-menopausa, que exibem tendéncias a obesidade. O
exercicio aerobico parece ser uma 6tima estratégia para a prevengao e tratamento a obesidade,
porém, mulheres poés-menopausa e idosas normalmente participam de programas de
exercicios aerobicos de baixa intensidade como caminhadas, ao qual pouco se sabe dos seus
efeitos sobre a composi¢ao corporal nesta populagao especifica. Adicionalmente, o aumento
na ingestdo de alimentos ricos em cafeina poderia afetar a composi¢ao corporal diretamente
pelos sugeridos efeitos lipoliticos e diuréticos, e/ou indiretamente por melhorar o desempenho
no exercicio aerébico e subseqiiente elevacdo da massa magra corporal. Desta forma, o
objetivo deste estudo foi avaliar o impacto da cirurgia de ovariectomia, do exercicio aerdbico
de baixa intensidade em esteira e da ingestdo de cafeina sobre a composi¢ao corporal em ratas

Wistar.
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3.2. MATERIAIS E METODOS
3.2.1. Animais experimentais

O estudo foi realizado com 80 ratas Wistar adultas de 160 dias de idade (peso médio:
275,5 £ 22,8 g; média=DP), submetidas a cirurgia de ovariectomia (OVX) ou laparotomia
(SHAM). Os animais foram previamente anestesiados com Ketamina (70 mg/kg) e Xilazina
(8 mg/kg) intramuscular, recebendo no pos-operatdrio a administragdo subcutanea de anti-
inflamatorio (Ketofen: 2 mg/kg por 3 dias) e antibidtico (Ampicilina soédica: 30 mg/kg por 5
dias). Apds 3 semanas de recuperacdo, os animais foram alocadas em 8 grupos (n=10), num
delineamento fatorial 2 x 2 x 2. Os grupos foram, entdo, assim constituidos: SSP — SHAM
Sedentaria Placebo; SSC — SHAM Sedentaria Cafeina; SEP — SHAM Exercitada Placebo;
SEC — SHAM Exercitada Cafeina; OSP — OVX Sedentaria Placebo; OSC — OVX Sedentaria
Cafeina; OEP — OVX Exercitada Placebo; e OEC — OVX Exercitadas Cafeina.

Os animais foram alojados em gaiolas individuais, por 8 semanas, mantidos em
ambiente com temperatura de 22+2°C, umidade relativa de cerca de 60%, e foto-periodo de 12
de horas, além de receberam, diariamente, de 18 a 20 gramas de dieta AIN-93M (Reeves,
Nielsen et al., 1993) e 4gua deionizada ad libitum.

Os animais foram obtidos do Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da
Satude da Universidade Federal de Vigosa — MG (Brasil), e os procedimentos experimentais
foram aprovados pela Comissdo de Etica do Departamento de Veterinaria da Universidade

Federal de Vigosa — MG (Parecer n° 80/2007).

3.2.2. Administracao de cafeina
Diariamente, os animais dos grupos SSC, SEC, OSC e OEC receberam suplementacao
de 6 mg de cafeina/kg de peso corporal/dia, adicionada a dieta dos animais. Os animais dos

grupos SSP, SEP, OSP e OEP receberam apenas a dieta. As doses de suplementacdo de
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cafeina foram identificadas em estudos recentes como doses moderadas utilizadas em
humanos e animais (Doherty, Smith et al., 2004; Hartley, Lovallo et al., 2004; O'connor, Motl
et al., 2004; Hadjicharalambous, Georgiades et al., 2006; Chapman e Stager, 2008; Glaister,

Howatson et al., 2008).

3.2.3. Protocolo de exercicio

Apb6s um periodo de 2 semanas de recuperagdo da cirurgia, 40 animais foram
submetidos a um processo de adaptagdo ao exercicio de corrida em esteira (8 m/min 10
min/dia por 5 dias). Em seguida, estes animais foram subdivididos em 4 grupos (SEP, SEC,
OEP e OEC) e foram submetidos a um programa de exercicio aerdbico de corrida em esteira
exercitando numa velocidade de 16 m/min durante 30 minutos diarios, 5 sessdes por semana,

num periodo de 8 semanas, conforme adaptagao de Iwamoto et al. (2004).

3.2.4. Determinacao do coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA)

O peso corporal foi monitorado semanalmente, usando balancga eletronica digital
(Marte - Brasil), onde o ganho de peso corporal foi determinado pela diferenca entre os pesos
no dia do sacrifico e o da 1* semana. O consumo de dieta alimentar foi monitorado
diariamente, para a determinagao do coeficiente de eficiéncia alimentar por percentagem.

CEA% = (ganho de peso corporal / Consumo de dieta) x 100

As andlises de consumo de dieta e coeficiente de eficiéncia alimentar por percentagem

foram realizados em 5 animais de cada grupo.

3.2.5. Determinac¢do da composicao corporal
Ao final da 8" semana, os animais sofreram eutanasia com CO,, e toda gordura visceral

foi retirada e pesada. A carcaca vazia (musculos e ossos) foi separada e armazenada em
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freezer (-20°C) para a determinacdo das fragdes: agua, gordura, proteinas e cinzas. O
percentual hidrico foi avaliado pelo método gravimétrico por evaporacdo de agua em estufa
(Fanem — Brasil) a 105°C por 24 horas. O percentual de gordura foi determinado pelo
processo gravimétrico no aparelho de Soxhlet usando solvente éter etilico por 8 h/extragao. O
percentual de proteina foi calculado em triplicata pelo método indireto de determinagdo do
nitrogénio (Proteina (g) = nitrogénio (g) x 6,25) pela metodologia de Kjeldahl. O percentual

de cinzas foi determinado por incinera¢ao a 600°C por 6 horas (Aoac, 1998).

3.2.6. Avaliaciio do desempenho: Concentracio de lactato sangiiinea

Na ultima semana de experimento determinou-se a concentragdo do lactato sangiiineo
dos animais exercitados (grupos SEP, SEC, OEP e OEC) durante a realizagdo de uma sessao
de treino. As medidas foram realizadas em 3 momentos: repouso e apds 15 ¢ 30 minutos de
corrida. A extremidade da cauda foi cortada com tesoura cirirgica ¢ o sangue foi coletado
para que as concentragdes de lactato fossem analisadas no equipamento Accusport BM-
Lactate [Roche® - Alemanha] por fitas para determinacio de lactato sangiiineo da mesma
marca.

As analises das concentragdes de lactato sangiiineo foram realizadas em 5 animais de

cada grupo.

3.2.7. Analise estatistica

Apds submeter os dados ao teste de normalidade (teste de Kolmogorov-Smirnov),
aplicou-se andlise de varidncia [ANOVA: three-way para as interagdes e os 3 fatores; além de
one-way para grupos independentes ¢ combinagdes], Teste-t Pareado ou ANOVA One-Way
Medidas Repetidas para medidas do mesmo individuo, e testes de correlagdo de Pearson para

determinar a relacdo entre varidveis. Para as andlises de multiplas comparacdes post hoc foi
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utilizado o teste de Tukey em andlises paramétricas € Dunn’s em analises ndo-paramétricas.
Os calculos estatisticos foram realizados no software Sigma Stat 3.0 [SPSS], empregando o

nivel de significancia estatistica de P < 0,05.

3.3. RESULTADOS
3.3.1. Desempenho

A Figura 3.1 apresenta as concentragdes de lactato sangiiineo em repouso e apos 15 ¢
30 minutos de corrida. Verificou-se que o lactato sangiiineo elevou-se levemente (P < 0,05)
do repouso para o momento 15 minutos. Contudo, apesar do lactato elevar entre os 15 e 30

minutos, esta diferenca nao foi significante, sugerindo uma tendéncia em estabilizagao.

4,5+
4,0

3,54 d

30- =1 |
254 E /

204

Lactato sangiineo (mmol/L)

o
(=]

) 15 30
Tempo (min)

Figura 3.1 — Concentracdo de lactato sangiliineo dos animais exercitados no teste de
desempenho. Valores em média+DP. Significancia (P < 0,05): * vs. 1* semana para o Teste de

ANOVA Medidas Repetidas.
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3.3.2. Peso corporal

Nao foi observada diferenga (P > 0,05; Tabela 3.1) no peso inicial dos animais. Ao
final da 8 semana, ndo houve interagdo significativa entre os fatores (Ovario, Exercicio e
Cafeina) para o peso corporal final e ganho de peso. Porém, verificou-se que, tanto em
animais consumindo placebo quanto cafeina, a combinacdo de OVX e sedentarismo exibiram
maiores ganhos de peso corporal do que a combinacdo SHAM e exercicio (OSP vs. SEP e
OSC vs. SEC, Tabela 3.1; P < 0,05). Verificou-se que em animais sedentarios, a combinagao
OVX-Cafeina elevou o peso corporal quando comparado ao SHAM-Placebo (OSC vs. SSP; P
< 0,05). Ainda, observou-se que entre os animais Sedentarios-Placebo, os OVX exibiram
maiores ganhos de peso do que os SHAM (OSP vs. SSP; P < 0,05).

Em todas as variaveis dos trés fatores [OVARIO (OVX e SHAM), EXERCICIO
(Sedentarios ¢ Exercitados) e CAFEINA (Placebo ¢ Cafeina)] identificou-se que o peso
corporal elevou-se no decorrer do experimento (Figuras 3.2a, 3.2b e 3.2c). Em relagdo ao
fator Ovario, a partir da 1* semana, verificou-se que os animais OVX
(OSP+OSC+OEP+OEC) exibiram maior peso corporal (P < 0,001), comparado aos SHAM
(SSP+SSCH+SEP+SEC; Figura 3.2a). Para o fator Exercicio, verificou-se que a partir da
semana 3, os animais exercitados (SEP+SEC+OEP+OEC) mostraram peso corporal inferior
(P = 0,003), comparados aos sedentarios (SSP+-SSC+OSP+OSC; Figura 3.2b). Todavia, nao
houve alteracdo (P > 0,05), no peso corporal durante todo o experimento ao comparar 0s

animais placebo (SSP+SEP+OSP+OEP) e cafeina (SSC+SEC+OSC+OEC; Figura 3.2c¢).
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Tabela 3.1. Peso corporal inicial e final dos animais.

SSP OSP SSC OSC SEP OEP SEC OEC

Peso Inicial ~ 273,4+16,5"  279,2421,9*  272,6+17,4%  279,0+19,0°  270,7+254°%  278,9+26,2%  270,7+24,1°

278,7+33,5°
Ganho Peso  35,5+11,5%  64,7+14,9"  42,1+11,1* 63,6£8,1°  26,8427,7°°  543+28,1°  33,0£17,0°  40,7+20,0
Valores em média+DP. Significancia (P< 0,05): médias seguidas pela mesma letra na linha para cada pardmetro nao diferem entre si pelo teste F

SSP (SHAM Sedentario Placebo), OSP (OVX Sedentario Placebo), SSC (SHAM Sedentario Cafeina), OSC (OVX Sedentario Cafeina), SEP

(SHAM Exercitado Placebo), OEP (OVX Exercitado Placebo), SEC (SHAM Exercitado Cafeina), OEC (OVX Exercitado Cafeina).
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Figuras 3.2a, 3.2b e 3.2c. Peso corporal durante o experimento para os fatores Ovdrio,
Exercicio ¢ Cafeina, respectivamente. Significancia (P < 0,05): * vs. 1* semana para Teste de
ANOVA Medidas Repetidas, ® vs. SHAM (Figura 3.2a) ou Exercitado (Figura 3.2b) para

Teste ¢- Student.

3.3.3. Coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA)

Foi observada correlagdo positiva (Pearson, p = 0,542 ¢ P < 0,001) entre o ganho de
peso corporal (35,4+3,6 g; MédiatEPM) e o consumo de dieta (974,0+8,8 g) ao longo do
experimento. Assim, os dados de ganho de peso corporal foram normalizados pelo consumo
de dieta, sendo apresentados como coeficiente de eficiéncia alimentar em percentagem.

O ganho de peso corporal, o consumo de dieta e 0 CEA em percentagem nao exibiram
interagdo significativa entre os fatores.

Para as combinagdes de grupos, nos animais Placebos o ganho de peso, o consumo de

dieta e CEA em percentagem os animais OVX-sedentdrios exibiram maiores valores
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comparados aos SHAM-exerictados (P < 0,05). Para os mesmos parametros os animais
Sedentarios-Cafeina apresentaram maiores valores que os Exercitados-Placebo.

Na analise do efeito principal dos fatores observou-se que o ganho de peso, o consumo
de dieta ¢ o CEA em percentagem foram maiores nos animais OVX, sedentarios e cafeina
quando comparados aos animais SHAM, exercitados e placebo, respectivamente (Tabela 3.2),
exceto para o ganho de peso corporal e CEA em percentagem no fator Cafeina, nos quais nao

foram verificadas alteragdes significativas.

Tabela 3.2. Ganho de peso corporal (g), consumo de dieta (g) e coeficiente de eficiéncia

alimentar (%) para efeito principal dos fatores.

Efeito Principal dos Fatores

Ovario Exercicio Cafeina

SHAM (0%, ¢ Sedentario Exercitado Placebo Cafeina

Ganho de Peso

34,3429 55,8+3,3° 51,542,7° 38,7+4,0° 45 3+4,1° 44,8+2 9°
Corporal (n=20)

Consumo de
954,7+11,9*  9933+£11,6°  9903+12,1*  957,7+11,9°  1002,3+10,6° 945,6=10,9°
Dieta (n=20)

%CEA (n=20) 2,51+0,43% 4,63+0,47° 5,05+0,38" 2,09+0,39° 3,27+0,53* 3,87+0,49"

Valores em médiaxEPM. Significancia (P< 0,05): médias seguidas pela mesma letra
minuscula na linha para cada pardmetro ndo diferem entre si pelo teste F. SHAM
(SSP+SSC+H+SEP+SEC), OVX (OSP+OSCH+OEP+OEC), Sedentario (SSP+SSC+OSP+0OSC),
Exercitado  (SEP+SEC+OEP+OEC), Placebo (SSP+SEP+OSP+OEP) e  Cafeina
(SSC+SEC+OSC+OEC).

3.3.4. Composicao corporal
Nao foi observada interagdo estatistica (P>0,05) entre os fatores para todos os

parametros de composi¢do da massa magra estudados.
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Entre as combinacdes de grupos, identificou-se que os animais OVX-sedentarios
elevaram os contetidos de gordura visceral (OSP: 34,9+8,9 vs. SEP: 18,1+6,6 ¢ OSC:
30,3+11,9 vs. SEC: 23,2+7,0 g; P < 0,05) e da carcaca (OSP: 14,0+4,0 vs. SEP: 8,0£3,2 ¢
OSC: 13,4+3,6 vs. SEC: 7,842,6 g; P < 0,05) quando comparados aos SHAM-exercitados,
tanto para animais placebo quanto para os que consumiram cafeina.

As analises da composicdo da massa magra dos animais para os fatores Ovario,
Exercicio e Cafeina, separadamente, estdo apresentados na Tabela 3.3. Nao foi observada
alteracdo significativa (P < 0,05) na composi¢cdo da massa magra para o fator Cafeina.

Dentro do fator Ovario, identificou que os animais OVX apresentaram maior peso da
carcaga, conteudo de gordura visceral, conteudos de agua, gordura e proteina na carcaca e
percentagens de gordura na carcaca quando comparados aos animais SHAM. Porém, exibiram
menores valores nos parametros percentagens de dgua, proteina e cinzas.

Para o fator Exercicio, foi observado que os animais sedentarios apresentaram maiores
valores nos parametros conteudo de gordura visceral, conteudos de gordura e cinzas e
percentagens de gordura e cinzas, quando comparados aos animais exercitados. Contudo,

mostraram menores valores nos parametros percentagens de agua e proteina.
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Tabela 3.3. Composigao corporal para efeito principal dos fatores.

Efeito Principal dos Fatores

Ovario Exercicio Cafeina

SHAM (01, ¢ Sedentario Exercitado Placebo Cafeina
Gordura

24.8+1.4° 29,2d:1,5b 30,8+1,5% 23,2d:1,2b 272416 26,8+1.4"
Visceral (g)
Peso da

134,4+1,7° 143,6d:1,8b 139,8+1,7* 138,1+2,1* 138,4+1,8* 139,6+2,0°
Carcaga (g)
Conteudo de

89,1+1,4° 94,2d:1,2b 91,1+1,2*  922+1,5* 91,9+14* 91,5¢1.4°
Agua (g)
Agua na

66,3+0,3* 65,6d:0,3b 65,1+0,3* 66,8d:0,3b 65,840,3*  66,1+0,3*
Carcaga (%)
Conteudo de

9,5+0,5° 12,3d:0,5b 12,4+0,5% 9,4d:0,5b 11,0+0,5% 10,8+0,6%
Gordura (g)
Gordura na

7,140,4° 8,6+0,4° 8,9+04*  6,840,3" 7,74+0,4° 7,9+0,4°
Carcaga (%)
Conteudo de

27,6+0,4° 28,8ﬂ:0,4b 27,8404  28,5+0,5* 27.8+0,4*  28,6+0,4°
Proteina (g)
Proteina na

20,5402  20,040,2°  19,9£02*  20,7+0.2°  20,5+0,2°  20,1+0,2°
Carcaca (%)
Conteudo de

7,30+0,11*  7,47+0,13* 7,65+0,12° 7,11i0,10b 7,44+0,10° 7,33+0,14°
Cinzas (g)
Cinzas na

5,44+0,07° 5,21+0,08° 5,48+0,06° 5,17£0,08° 5,26+0,07° 5,39+0,08°
Carcaca (%)

Valores em média+DP. n = 10. Significancia (P<0,05): médias seguidas pela mesma letra

minuscula na linha para cada pardmetro ndo diferem entre si pelo teste F. SHAM

(SSP+SSC+SEP+SEC), OVX (OSP+OSC+OEP+OEC), Sedentirio (SSP+SSC+OSP+0SC),
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Exercitado  (SEP+SEC+OEP+OEC), Placebo (SSP+SEP+OSP+OEP) e  Cafeina
(SSC+SEC+OSCH+OECQ).

3.4. DISCUSSAO

Este estudo teve por objetivo avaliar o impacto da ovariectomia, do exercicio aerobico
e da ingestdo de cafeina sobre parametros da composicao corporal em ratas. Nossos resultados
mostraram que a ovariectomia promoveu aumento do peso da carcaga, contetido de gordura
visceral e percentagem de gordura, porém, reduziu as percentagens de agua, proteina e de
cinzas. O programa de exercicio elevou a percentagem de agua e proteina, mas reduziu as
percentagens de gorduras e cinzas. J& a ingestdo de cafeina ndo afetou nenhum dos parametros
analisados da composicao corporal.

Inicialmente, deve-se ressaltar que nossos dados sobre concentracdo de lactato
sangiliineo caracterizam o programa de treinamento utilizado como sendo de baixa
intensidade, onde a energia utilizada pelos animais durante a execucao do exercicio originou-
se, predominantemente, do metabolismo aerdbico, e que nosso regime de exercicio foi
efetivo. Os niveis de lactato sangiiineo elevaram do repouso para 15 e 30 minutos de corrida,
contudo, ndo extrapolaram os valores do limiar de lactato (Gobatto, De Mello et al., 2001;
Philp, Macdonald et al., 2005). Estes valores sdo semelhantes aos estudos com humanos
(Bircher, Knechtle et al., 2005) onde ha predominio da oxida¢do de gordura. Carvalho et al.
(Carvalho, Masuda et al., 2005) mostraram que um programa de corrida em esteira por 4
semanas em ratos Wistar numa velocidade ~15 m/min foi suficiente para melhorar a
capacidade aerdbia, sem elevar a concentracao de lactato acima do limiar de lactato.

Neste estudo observou que a ovariectomia e o sedentarismo promoveram maior peso
final e ganho de peso corporal durante o experimento, tanto nas andlises dos grupos

individualmente, como para os fatores separadamente (Figuras 3.2a e 3.2b e Tabela 3.2).
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Porém, a ingestao de cafeina ndo interferiu sobre estes parametros (Figura 3.2c e Tabela 3.2).
Apos 3 semanas de recuperacao pos-cirurgia € 1 semana de tratamento ja observou diferencga
significante no peso corporal entre os animais OVX e SHAM (Figura 3.2a), resultados estes
similares a estudo anterior (Jansson, Moverare-Skrtic et al., 2006). O aumento do peso
corporal em humanos e animais, em virtude da deficiéncia de estrogénio, estd bem
documentado na literatura (Shinoda M, Latour Mg et al., 2002; Lemieux, Picard ef al., 2003;
Jansson, Moverare-Skrtic et al., 2006; Zhang Y, Dong X-L et al., 2008). Estudos com
animais, ratas adultas Wistar (Han, Kai et al., 2004), Sprague-Dawley (Lemieux, Picard et al.,
2003) e camundongos (Jansson, Moverare-Skrtic et al., 2006), relataram que animais OVX
exibem maior peso corporal quando comparadas as SHAM. Esta elevagdo no peso corporal ¢
referida principalmente a disfungdo hormonal e ao maior acumulo de gordura (Jansson,
Moverare-Skrtic et al., 2006), devido a ovariectomia elevar a ingestdo alimentar (Shinoda,
Latour et al., 2002), e por conseqiiéncia, incrementar a eficiéncia energética (Lemieux, Picard
et al., 2003).

Um dos beneficios do exercicio aerdbico sobre a composi¢ao corporal é a reducdo no
peso corporal, provavelmente pela reducdo na massa gorda (Ormsbee, Thyfault et al., 2007;
Irving, Davis et al., 2008). No presente estudo o programa de exercicio empregado reduziu o
peso corporal dos animais (Figura 3.2b). Contudo, estudos com animais (Cortright, Chandler
et al., 1997; Ferreira, De Toledo Bergamaschi et al., 2005) e humanos (Irving, Davis et al.,
2008) relataram que se a intensidade do exercicio for muito baixa, a redug¢do de peso corporal
pode ndo acontecer. Ferreira et al. (2005) estudaram ratos machos Wistar correndo a 12
m/min por 1 hora durante 10 semanas, ndo observaram diferenca significante sobre o peso
corporal entre animais exercitados e sedentarios. Isto leva-nos inferir que a velocidade de 16
m/min empregada neste experimento foi suficiente para promover o aumento do metabolismo

aerdbico, sem extrapolar o limiar anaerdbio, promovendo uma redugdo no peso corporal.
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Além do mais, observou-se que o peso corporal dos animais exercitados foi significantemente
menor dos que os sedentarios a partir da 3 semana (Figura 3.2b), confirmando que o programa
de exercicio aerobico de baixa intensidade pode ser usado para beneficiar individuos obesos e
pos-menopausa, que desejam reduzir seu peso corporal.

Os animais OVX e sedentarios ganharam mais peso do que os SHAM e exercitados.
Estes fenomenos poderiam ser afetados pelo consumo alimentar, que se correlacionou
positivamente com o ganho de peso. Em virtude disto, calculou-se o coeficiente de eficiéncia
alimentar (CEA%, Tabela 3.2) para minimizar a interferéncia do consumo alimentar sobre o
ganho de peso corporal. Desta forma, os resultados de CEA% nos sugerem que independente
ao consumo alimentar os animais OVX e sedentarios apresentaram maior ganho de peso
corporal quando comparados aos SHAM e exercitados.

As propor¢des de agua, gordura, proteina e cinzas na carcaca vazia dos animais
encontradas neste estudo sdo coerentes com os de outros estudos (Cortright, Chandler et al.,
1997; Franco, Natali et al., 2007). Cortright et al. (1997) identificaram que ratas Sprague-
Dawley exercitando, em corrida voluntaria, exibiram as seguintes propor¢des nas fragodes:
agua (64%), gordura (8%), proteina (22%) e cinzas (4%). Franco et al. (2007) verificaram
uma propor¢do de agua (65%) e proteina (22%) em ratos Wistar sedentérios e exercitando
anaerobiamente.

Os resultados de composicdo corporal mostraram que a ovariectomia elevou o
conteudo de gordura visceral, peso da carcaca e sua percentagem de gordura, porém, reduziu
as percentagens de agua, proteina e cinzas. O estrogénio ¢ bem conhecido como um supressor
da gordura corporal, especialmente a visceral (Shinoda M, Latour Mg et al., 2002; Notomi,
Okimoto et al., 2003; Jansson, Moverare-Skrtic ef al., 2006). Notomi et al. (2003) observaram
que ratas adultas Sprague-Dawley OVX com 12 semanas de idade apresentaram ~30% a mais

de gordura abdominal do que as SHAM. Han et al. (2004) verificaram que ratas Wistar OVX
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com 8 semanas de idade exibiram maior contetido de tecido adiposo no paramétrio (~28%) do
que ratas simulando a cirurgia. Nossos resultados sdo coerentes aos do estudo anterior, pois
apesar de menor magnitude (18,8%), a ovariectomia elevou o conteido de gordura visceral.
Porém, observamos também que a deficiéncia de estrogénio eleva ndo s6 a gordura visceral,
mas também a deposi¢do de gordura intramuscular numa magnitude de 21,1% (Tabela 3.3).

Além da auséncia de acdo direta hormonal em fun¢do da deficiéncia estrogénica, outra
justificativa para este incremento na deposicdo de gordura corporal seria que a ovariectomia
promove maior consumo alimentar (Shinoda M, Latour Mg et al., 2002; Han, Kai et al.,
2004), e conseqiientemente, a deposi¢do de gordura. Contudo, nossos achados demonstraram
que o CEA% das ratas OVX foi maior significantemente do que das SHAM, sugerindo que o
ganho de peso corporal nestes animais independe do volume alimentar ter sido maior entre os
animais OVX, o que descarta esta possibilidade. Outro marcador da deposi¢do de gordura
corporal ¢ a leptina sérica (Jansson, Moverare-Skrtic et al., 2006). Jansson et al. (2006), ao
comparar ratas OVX com SHAM, relataram que a ovariectomia induziu um aumento de 3
vezes nos niveis séricos de leptina. No entanto, nosso experimento ndo analisou este
parametro.

Neste estudo observou-se reducdo nas percentagens de agua, proteina e cinzas em
funcao da ovariectomia. Apesar de Notomi et al. (2003) mostrarem que ratas Sprague-Dawley
OVX com 12 meses de idade ndo alteraram a massa muscular, ndo se conhece, até o
momento, mecanismos que pudessem justificar as redugdes na agua e proteina corporais.

Ja a reducdo na percentagem de cinzas (minerais) para as ratas OVX, poderia ser
justificada em decorréncia a auséncia de estrogénio estimular menor liberagdo de vitamina D,
reduzindo a eficiéncia na absor¢ao intestinal de célcio e promovendo um balango de célcio
negativo. Por conseqiiéncia, menor retencdo de calcio nos ossos (Zhang, Lai et al., 2006).

Além do balango negativo de calcio, a ovariectomia também poderia interferir na homeostase
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de outros minerais, como magnésio, zinco, fosforo, entre outros. Todavia, a amplitude da
redu¢do de minerais na carcaga dos animais OVX foi pequena e acredita-se que nao ¢
suficiente para afetar biologicamente individuos com deficiéncia estrogénica.

Por outro lado, as redugdes nas percentagens de agua, proteina e cinzas poderiam ser
explicadas em razdo aos dados serem apresentados em percentagem. Assim, quando se
aumenta a propor¢do de uma fracdo automaticamente reduz os valores das demais fracdes
pertencentes a este todo. Analisando os valores da carcaca, se forem somadas todas as
reducdes induzidas pela OVX nas percentagens de agua, proteina e cinzas, verifica-se que
estas sdo similares ao ganho na gordura observada nestes animais. Tais resultados sugeriram
que, em razdo da ovariectomia elevar o peso corporal final e peso da carcaca vazia, a
magnitude do incremento na gordura visceral e gordura intramuscular (gordura da carcaca)
sejam mais significantes biologicamente para a saude de individuos com deficiéncia de
estrogénio do que as redugdes das percentagens de agua, proteina e cinzas.

O programa de corrida em esteira de baixa intensidade empregado promoveu redugio
no peso corporal final dos animais exercitados. Isto pode ser explicado pela reducdo nas
gorduras visceral e intramuscular (carcaga vazia: musculos e 0ssos), como também pelo
aumento da fragdo protéica. Estes resultados sdo similares ao de Hongu et al. (2000), onde
ratos Sprague-Dawler com 7 semanas de idade correndo a 18 m/min por 5 semanas reduziram
0 peso e a gordura corporal. O programa de exercicio aerdbico pode elevar o gasto energético
e reduzir os estoques de gordura corporal (Harant, Marion-Latard et al., 2002; Ormsbee,
Thyfault et al., 2007), como também elevar a taxa de oxidagdo de gordura, poupando a
utilizagdo de glicogénio muscular (Aoki, Belmonte ef al, 2003; Bircher, Knechtle et al.,
2005; Ferreira, Rolim et al., 2007). Este aumento na oxida¢do de gordura ocorre devido o
treinamento fisico regular a utilizacdo de substratos no ciclo dos citratos e o transporte de

elétrons na cadeia respiratdria (Achten e Jeukendrup, 2003), onde acidos graxos sdo liberados
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dos adipocitos para serem utilizados pelo musculo como combustivel durante o exercicio
(Harant, Marion-Latard et al., 2002). Tais mecanismos seriam responsaveis pela redugao na
gordura corporal promovida pelo exercicio.

Irving et al. (2008) sugeriram que o exercicio aerobico apresenta efeitos benéficos
sobre a composicao corporal, sendo Otima estratégia para reduzir a gordura abdominal,
principalmente, a visceral. Nossos resultados corroboram esta afirmativa, pois ao comparar
animais exercitados versus sedentarios, identificou-se que o exercicio, além de reduzir os
conteudos de gordura visceral, diminuiu os conteudos de gordura intramuscular na mesma
proporc¢ao (32,8% e 31,9%; respectivamente, Tabela 3.3). Contudo, ainda existem duvidas
quanto a melhor intensidade e tempo de dura¢dao do exercicio para promover uma maior taxa
de oxidagdo de gorduras. Ferreira et al. (2005) relataram que a corrida em esteira a 12 m/min
por 1 hora durante 10 semanas ndo modificou a massa magra e a gordura em ratos Wistar.
Nosso estudo utilizou o0 mesmo modelo animal exercitando pela metade do tempo, porém, a
uma velocidade de 16 m/min, e encontrou menores contetidos de gorduras corporais. Isto nos
leva a acreditar que a intensidade desenvolvida no nosso estudo seria mais benéfica a
oxidacdo de gordura do que a utilizada pelo estudo anterior. Desta forma, sugere-se que
apesar de ser uma atividade de baixa intensidade, exercicios de intensidades mais proximas ao
limiar de lactato promoveriam uma maior taxa de oxidag¢do de gordura do que aqueles com
intensidades muito baixas, sendo assim, mais benéficos a individuos que desejam reduzir o
peso e a gordura corporal nos tratamentos da obesidade.

Outro possivel mecanismo de redugdo nos conteidos de gordura corporal, e
conseqiientemente do peso corporal, ¢ a elevacao da fragdo protéica na carcaca pelo exercicio.
Segundo Censi et al. (1998), a taxa metabolica basal ¢ elevada pelo aumento na massa magra
corporal, em razao do musculo demandar mais energia mesmo durante o repouso. O exercicio

aerdbico pode elevar a massa magra por apresentar um estimulo anabdlico elevando a sintese
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protéica (Short, Vittone et al., 2004; Pikosky, Gaine et al., 2006; Wong, Chia et al., 2008).
Conforme visto em nossos resultados, a porcentagem de proteina elevou nos animais
exercitados, provavelmente elevando a taxa de metabolismo basal destes animais, que elevaria
a utilizagdo de gordura e reduziria sua deposic¢ao corporal.

Estudos anteriores descrevem uma desaceleragao na taxa de utilizagdo do glicogénio
durante a realizacdo do exercicio aerdbico de longa duracdo, por demandar maior consumo de
gorduras (Aoki, Belmonte et al., 2003; Bircher, Knechtle et al., 2005; Ferreira, Rolim et al.,
2007). O aumento nas percentagens de agua em funcdo do exercicio poderia ser justificado
pelo programa de exercicio promover aumento nos estoques de glicogénio muscular, pois o
musculo estoca 2,7g de dgua para cada grama de glicogénio estocado (Lancha Jr, 2006). Ja a
reducdo na percentagem de cinzas (minerais) acredita-se que pelo exercicio envolver diversos
minerais em seus processos metabolicos. Além do mais, a sudorese decorrente do exercicio
fisico também poderia contribuir para aumentar a excre¢ao de minerais e, por conseguinte,
diminuir a retengdo na carcaga.

Os resultados do presente estudo ndo mostraram qualquer alteragdo sobre os
parametros da composi¢do corporal em funcdo da ingestdo de cafeina. Apesar deste estudo
ndo ter avaliado marcadores da mobilizagcdo e oxidacao de lipidios, tem sido sugerido que a
cafeina poderia alterar a composi¢ao corporal por elevar o gasto de gordura ao inibir a agdo da
fosfodiesterase. Esta, que tem a fung¢@o de converter cAMP em AMP, ao ser inibida pela
cafeina elevaria as concentragdes de cAMP inibindo a lipase hormonio-sensivel e ativando a
lipélise (Acheson, Gremaud et al., 2004). Outro mecanismo sugerido, ¢ que a cafeina
incrementaria a liberagdo de catecolaminas e assim, estimularia maior mobiliza¢do e oxidagao
de gorduras (Kobayashi-Hattori, Mogi et al., 2005; Altimari, Moraes et al., 2006). Nossos
resultados sdo coerentes com os de outros estudos em humanos e animais (Jacobson, Febbraio

et al., 2001; Acheson, Gremaud et al., 2004; Franco, 2004).
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Jacobson et al. (2001) identificaram que em um teste de ciclismo a 75% do VO2max,
a ingestdo de cafeina (6 mg/kg) ndo alterou a mobilizacdo de substrato durante o exercicio.
Franco (Franco, 2004) observou em ratos Wistar, que a ingestdo de cafeina (15 mg/kg)
associada a de creatina nao interferiu sobre o peso, a dgua, a gordura na carcaca e visceral,
entretanto, ndo investigaram a ingestdo de cafeina isoladamente. Todavia, outros estudos
mostraram efeitos positivos da ingestdo de cafeina. Han et al. (2004) estudaram ratas Wistar
OVX com 8 semanas de idade consumindo cafeina (89,5 e 177 mg/kg/dia) durante 9 semanas,
e verificaram apenas nos grupos com maior ingestao de cafeina uma redugao no peso corporal
e gordura no paramétrio, além de maior lipdlise basal. Kobayashi-Hattori et al. (2005)
verificaram que em ratas Sprague-Dawley consumindo alto teor de gordura, a ingestdo de
0,05% de cafeina/kg de dieta reduziu a gordura corporal ¢ 5 mg de cafeina/kg elevou as
concentragdes de catecolaminas e acidos graxos livres, incrementando a lipdlise. No estudo de
Han et al. (2004), os efeitos positivos sobre a composi¢do corporal com administracdo de
cafeina s6 foram vistos efeitos para a dose de 177 mg/kg, porém, ndo identificados para a
dose de 89,5 mg/kg. Estas doses seriam 30x ¢ 15x maiores que as usados pelo nosso estudo, e
atingidas apenas sobre prescri¢do farmacoldgica. Ademais, os resultados de Han et al. (2004)
para a dose de 89,5 mg/kg foram idénticos aos nossos quando analisados os grupos OVX vs.
SHAM. Estes resultados contraditérios entre os estudos talvez possam ser justificados em
funcdo aos diferentes protocolos, onde variam doses, forma de administragdo das doses,
combinagdes com outras substancias, entre outros. Contudo, observam-se efeitos positivos da
cafeina sobre os conteudos de gorduras corporais apenas para doses muito altas, aos quais ¢
bastante inviavel de ser alcangado com a ingestdo alimentar.

Em relagdo a percentagem de agua, sabe-se que a cafeina poderia reduzi-la, ja que
exerce agdo diurética (Ruxton, 2008). O efeito adverso da cafeina sobre a hidratagdo corporal

tem sido mencionado devido a elevacao do fluxo sangiiineo aos rins e inibir a reabsor¢ao de
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sodio, calcio e magnésio, incrementando a perda de agua (Birkner, Grucka-Mamczar et al.,
2006). No entanto, nossos resultados nao observaram alteragdao no conteudo e percentagens de
agua na carcaca em razdo do consumo de cafeina. Em estudo anterior realizado em nosso
laboratdrio (Franco, 2004) também ndo foi observado interferéncia da administragao de
cafeina associada a creatina sobre a perda de 4gua na carcaga de ratos Wistar. Desta forma,
nossos resultados ndo exibem evidéncias de que a cafeina promova efeito diurético, elevando
as perdas de dgua corporal.

Concluiu-se que a osteoporose induzida pela ovariectomia promoveu maior ganho de
peso corporal, por elevar a deposicao de gordura corporal, independente do maior consumo de
dieta. O programa de exercicio aerobico de baixa intensidade melhora a composi¢ao corporal,
por elevar a proteina e a agua, além de reduzir a gordura corporal; e a ingestdo de cafeina ndo

interferiu sobre a composi¢ao corporal.
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CAPITULO1V:
EFEITOS DA OVARIECTOMIA, EXERCICIO AEROBICO E INGESTAO DE
CAFEINA SOBRE A COMPOSICAO CORPORAL EM RATAS WISTAR COM 50%

DA RECOMENDACAO DE CALCIO ALIMENTAR.

4.1. INTRODUCAO.

A ingestdo de calcio por mulheres brasileiras, entre 40 e 80 anos de idade, varia entre
240 a 625 mg/dia (Velasquez-Meléndez, Martins et al., 1997; Montilla, Aldrghi et al., 2004;
Batista, Priore et al., 2006), representando uma inadequagdo dietética de 48 a 80% desse
mineral, de acordo com as recomendacdes do Institute of Medicine (Iom, 1998). Além da
baixa ingestdo de calcio elevar os riscos de osteoporose (Huang, Chang et al., 2008), recentes
estudos t€m apontado para a ocorréncia de disfungdo do metabolismo lipidico, em fun¢ao da
regulacdo dos contetidos de célcio intracelular (Shi, Dirienzo et al., 2001; Zemel, Thompson
et al., 2004). Shi et al. (2001) estudaram camundongos obesos que consumiram dieta com 0,4
e 1,3% de célcio dietético, e identificaram que animais que ingeriram baixo teor de célcio
recuperaram o peso ¢ a gordura corporal apds restricdo caldrica, 0 que nao ocorreu com
animais que consumiram maior teor de calcio. Tais achados parecem ser decorrentes da acao
anti-lipogénica e lipolitica dos altos contetidos de calcio dietético. Portanto, outros estudos
sd0 necessarios para investigar as possiveis alteragcdes sobre a composi¢ao corporal advindas
da baixa ingestdo de calcio, em razdo do seu potencial na génese da obesidade.

A obesidade ¢ uma das co-morbidades que ocorrem em fungdo das alteragdes
metabolicas e corporais promovidas pela pds-menopausa (Shinoda, Latour et al., 2002;
Huang, Chang et al., 2008; Zhang, Dong et al., 2008). A prevaléncia da obesidade cresce no

mundo, estando associada ao maior risco de diabetes, hipertensdo e doengas cardiovascular
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(Flier, 2004; Kobayashi-Hattori, Mogi et al., 2005). A obesidade na p6s-menopausa acontece
em funcdo da maior ingestdo de alimentos e a disfungdo hormonal, elevando o peso e os
estoques de gordura corporal (Shinoda, Latour et al., 2002; Lemieux, Picard ef al., 2003; Han,
Kai et al., 2004; Jansson, Moverare-Skrtic ef al., 2006). Embora o estrogénio seja conhecido
como um supressor da gordura corporal (Shinoda, Latour et al., 2002; Notomi, Okimoto et
al., 2003; Jansson, Moverare-Skrtic et al., 2006), pouco se sabe sobre os efeitos da auséncia
do estrogénio causada pela ovariectomia e da baixa ingestdo de célcio sobre a composi¢ao
corporal, especialmente quando associado ao consumo de cafeina.

A cafeina ¢ a substancia psicoativa mais consumida no mundo (Paluska, 2003;
Deslandes, Veiga et al., 2005). Sua ingestao em baixas doses poderia estimular o aumento na
taxa de metabolismo basal, a liberacdo de catecolaminas (Kobayashi-Hattori, Mogi et al.,
2005; Altimari, Moraes et al., 2006) ¢ aumentar o catabolismo de gordura intra e extra-
muscular (Hespel, Op't Eijnde et al., 2002; Mclellan e Bell, 2004), reduzindo o peso e a
gordura corporal. A cafeina também pode alterar a composi¢do corporal por reduzir os
conteudos de agua corporal, em fungdo da sua agdo diurética (Birnbaum e Herbst, 2004;
Ruxton, 2008), além de incrementar a massa magra corporal por melhorar indiretamente o
desempenho fisica (Kalmar e Cafarelli, 2004). Todavia, estes efeitos sdo ainda controversos
(Acheson, Gremaud et al., 2004; Franco, 2004), faltando evidéncias que suportem estas agdes
da cafeina sobre a composi¢do corporal de mulheres poés-menopausa com inadequagdo de
calcio alimentar.

A pratica de exercicio ¢ importante na melhoria do estilo de vida, promovendo
adaptacdes que elevam a capacidade funcional e a qualidade de vida (Lohman, Ring et al.,
2008). O exercicio de baixa intensidade apresenta beneficios a composi¢ao corporal, sendo
recomendado para reduzir o peso e a deposicio de gordura, constituindo-se,

conseqlientemente, uma estratégia no tratamento da obesidade (Iwamoto, Shimamura et al.,
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2004; Irving, Davis et al., 2008; Nelson, Sammel et al., 2008). Contudo, pouco se sabe da
acdo anti-obesidade do exercicio aerdbico de baixa intensidade sobre a composi¢ao corporal
em individuos pés-menopausa ingerindo baixo teor de calcio.

Estudos recentes sugerem que o baixo teor de calcio dietético apresenta efeito
lipogénico, elevando o risco de obesidade. Considerando a baixa ingestdo de calcio por
mulheres adultas brasileiras, os riscos de obesidade relacionados a deficiéncia estrogénica
pos-menopausa, poderiam impactar drasticamente sobre a composi¢ao corporal e qualidade de
vida desta populacdo. Por outro lado, o consumo de produtos ricos em cafeina, como café,
cha, entre outros, associado ao habito cotidiano da pratica de atividade fisica, poderia
contrapor ou minimizar os efeitos da baixa ingestdo de calcio e da deficiéncia estrogénica,
reduzindo a deposicdo de gordura corporal e o risco de obesidade. Assim, o objetivo deste
estudo foi investigar o efeito da ovariectomia, do exercicio aerébico de baixa intensidade e da
ingestao de cafeina sobre a composicao corporal em ratas Wistar com 50% da recomendagao

de calcio alimentar.

4.2. MATERIAIS E METODOS
4.2.1. Animais experimentais

O estudo foi realizado com 80 ratas Wistar adultas de 160 dias de idade (peso médio:
274,5 + 21,4 g; média=DP), submetidas a cirurgia de ovariectomia (OVX) ou laparotomia
(SHAM). Os animais foram previamente anestesiados com Ketamina (70 mg/kg) e Xilazina
(8 mg/kg) intramuscular, recebendo no pos-operatdrio a administragdo subcutanea de anti-
inflamatorio (Ketofen: 2 mg/kg por 3 dias) e antibidtico (Ampicilina sodica: 30 mg/kg por 5
dias). Apds 3 semanas de recuperacdo, os animais foram alocadas em 8 grupos (n=10), num

delineamento fatorial 2 x 2 x 2. Os grupos foram, entdo, assim constituidos: SSP — SHAM
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Sedentaria Placebo; SSC — SHAM Sedentaria Cafeina; SEP — SHAM Exercitada Placebo;
SEC — SHAM Exercitada Cafeina; OSP — OVX Sedentaria Placebo; OSC — OVX Sedentaria
Cafeina; OEP — OVX Exercitada Placebo; e OEC — OVX Exercitadas Cafeina.

Os animais foram alojados em gaiolas individuais, por 8 semanas, mantidos em
ambiente com temperatura de 22+2°C, umidade relativa de cerca de 60% e fotoperiodo de 12
horas. Os animais receberam diariamente de 18 a 20 gramas de dieta AIN-93M (Reeves,
Nielsen et al., 1993) com metade da recomendagdo de célcio para estes animais (0,25% de
calcio na dieta), além de dgua deionizada ad libitum.

Os animais de experimentacdo foram obtidos do Biotério Central do Centro de
Ciéncias Biologicas e da Satde da Universidade Federal de Vigosa — MG, e os procedimentos
experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica do Departamento de Veterinaria da

Universidade Federal de Vigosa — MG (Parecer n® 80/2007).

4.2.2. Administracao de cafeina

Diariamente, os animais dos grupos SSC, SEC, OSC e OEC receberam suplementacao
de 6 mg de cafeina/kg de peso corporal/dia, adicionada a dieta dos animais. Os animais dos
grupos SSP, SEP, OSP e OEP receberam apenas a dieta. As doses de suplementacdo de
cafeina foram identificadas em estudos recentes como doses moderadas utilizadas em
humanos e animais (Doherty, Smith et al., 2004; Hartley, Lovallo et al., 2004; O'connor, Motl
et al., 2004; Hadjicharalambous, Georgiades et al., 2006; Chapman e Stager, 2008; Glaister,

Howatson ef al., 2008).

4.2.3. Protocolo de exercicio
Apbés um periodo de 2 semanas de recuperagdo da cirurgia, 40 animais foram

submetidos a um processo de adaptagdo ao exercicio de corrida em esteira (8 m/min 10
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min/dia por 5 dias). Em seguida, estes animais foram subdivididos em 4 grupos (SEP, SEC,
OEP e OEC) e submetidos a um programa de exercicio aerdbico de corrida em esteira
exercitando numa velocidade de 16 m/min durante 30 minutos diarios, 5 sessdes por semana,

num periodo de 8 semanas, conforme adaptagdao de Iwamoto et al. (2004).

4.2.4. Determinacao do coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA)

O peso corporal foi monitorado semanalmente, usando balanga eletronica digital
(Marte - Brasil), onde o ganho de peso corporal foi determinado pela diferenca entre os pesos
no dia do sacrifico ¢ o da 1* semana. O consumo de dieta alimentar foi monitorado
diariamente, para a determinagao do coeficiente de eficiéncia alimentar por percentagem.

CEA% = (ganho de peso corporal / Consumo de dieta) x 100

As analises de consumo alimentar e coeficiente de eficiéncia alimentar por

percentagem foram realizados em 5 animais de cada grupo.

4.2.5. Determinacio da composicio corporal

Ao final da 8" semana, os animais sofreram eutanasia com CO,, e toda gordura visceral
foi retirada e pesada. A carcaca vazia (musculos e ossos) foi separada e armazenada em
freezer (-20°C) para a determinagdo das fragdes: agua, gordura, proteinas e cinzas. O
percentual hidrico foi avaliado pelo método gravimétrico por evaporagdo de agua em estufa
(Fanem — Brasil) a 105°C por 24 horas. O percentual de gordura foi determinado pelo método
gravimétrico no aparelho de Soxhlet usando solvente éter etilico por 8 h/extracdo. O
percentual de proteina foi calculado em triplicata pelo método indireto de determinacdo do
nitrogénio (Proteina (g) = nitrogénio (g) x 6,25) através da metodologia de Kjeldahl (Aoac,
1998). O percentual de cinzas foi determinado por incineragdo a 600°C por 6 horas (Aoac,

1998).
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4.2.6. Avaliaciao do desempenho: concentrac¢io de lactato sangiiineo

Na ultima semana de experimento determinou-se a concentragao do lactato sangiiineo
dos animais exercitados (grupos SEP, SEC, OEP e OEC), durante a realizagdo de uma sessao
de treino. As medidas foram realizadas em 3 momentos: repouso e apds 15 e 30 minutos de
corrida. A extremidade da cauda foi seccionada com tesoura cirrgica e o sangue foi coletado
para que as concentragdes de lactato fossem analisadas no equipamento Accusport BM-
Lactate [Roche® - Alemanha] por fitas para determinacio de lactato sangiiineo da mesma
marca. As analises das concentragdes de lactato sangiiineo foram realizadas em 5 animais de

cada grupo.

4.2.7. Analise estatistica

Apds submeter os dados ao teste de normalidade (teste de Kolmogorov-Smirnov),
aplicou-se andlise de varidncia [ANOVA: three-way para as interagdes e os 3 fatores; além de
one-way para grupos independentes ¢ combinagdes]|, Teste-t Pareado ou ANOVA One-Way
Medidas Repetidas para medidas do mesmo individuo, e testes de correlagdo de Pearson para
determinar a relagdo entre variaveis. Para as analises de multiplas comparagdes post hoc foi
utilizado o teste de Tukey em analises paramétricas ¢ Dunn’s em analises ndo-paramétricas.
Os calculos estatisticos foram realizados no software Sigma Stat 3.0 [SPSS], empregando o

nivel de significancia estatistica de P < 0,05.

4.3. RESULTADOS
4.3.1. Desempenho

Os valores das concentragdes de lactato sangiiineo em repouso e apds 15 ¢ 30 minutos
de corrida estdo exibidos na Figura 4.1. Verificou-se elevacdo significativa na concentragao

lactato sangiiineo entre os 3 momentos.
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Figura 4.1. Concentragdes de lactato sangiliineo nos animais exercitados durante o teste de

desempenho. Valores em média+DP. SignificAncia (P < 0,05): * vs. momento 0°, ° vs.

momento 15° (Teste ANOVA Medidas Repetidas).

4.3.2. Peso corporal

Nao foi observada diferenga (P > 0,05; Tabela 4.1) no peso inicial dos animais. Ao
final da 8" semana, ndo foi identificada intera¢do significativa entre os fatores (Ovario,
Exercicio e Cafeina) para o peso corporal final e ganho de peso. Porém, verificou-se que os
animais dos grupos OVX exibiram maior ganho de peso corporal do que os animais dos
grupos SHAM (OSP vs. SSP, OSC vs. SSC, OEP vs. SEP; P < 0,05). Constatou-se que nos
grupos Placebo e Cafeina, os animais OVX-sedentarios ganharam maior peso do que os
animais SHAM-exercitados (OSP vs. SEP e OSC vs. SEC; P < 0,05). Observou-se ainda que
nos grupos Sedentarios e Exercitados, os animais OVX-placebo apresentaram maior ganho de

peso do que os animais SHAM-cafeina (OSP vs. SSC e OEP vs. SEC; P <0,05; Tabela 4.1).
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Tabela 4.1. Peso corporal inicial e final dos animais.

SSP SSC OSP 0SC SEP SEC OEP OEC
Peso Inicial 273.848,9*°  270,4454°  2759+4.4°  2783+63%  271,1£72%  272,548,1%  273,7+72%  280,2+7,5°
Ganho Peso 25,4+57%4 20243 40 56,443,6° 50,64+5,1° 9,7+7,7° 15,0+6,0 % 41,8+6,4 % 35,243,4%

Valores em média+tEPM. Significancia (P< 0,05): médias seguidas pela mesma letra minuscula na linha para cada pardmetro ndo diferem entre si
pelo teste F. SSP (SHAM Sedentério Placebo), SSC (SHAM Sedentario Cafeina), OSP (OVX Sedentario Placebo), OSC (OVX Sedentério

Cafeina), SEP (SHAM Exercitado Placebo), SEC (SHAM Exercitado Cafeina), OEP (OVX Exercitado Placebo), OEC (OVX Exercitado
Cafeina).

94



Ao longo do experimento identificou-se que o peso corporal aumentou
estatisticamente em todos os animais (Figuras 4.2a, 4.2b e 4.2¢). A partir da semana 1,
verificou-se que os animais ovariectomizados (OSP+OSC+OEP+OEC) exibiram maior peso
corporal (P < 0,001) comparado aos SHAM (SSP+SSC+SEP+SEC), conforme ilustrado na
Figura 4.2a. Quanto ao exercicio, verificou-se que a partir da 6* semana, 0s animais
exercitados (SEP+SEC+OEP+OEC) apresentaram peso corporal inferior (P = 0,003) aos
sedentarios (SSP+SSC+OSP+OSC; Figura 4.2b). Contudo, ndo foi identificada alteragdo
significante no peso corporal ao longo do experimento entre os animais placebo

(SSP+SEP+OSP+OEP) e cafeina (SSC+SEC+OSC+OEC; Figura 4.2¢).
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Figuras 4.2a, 4.2b e 4.2c. Peso corporal durante o experimento para os fatores Ovario,
Exercicio e Cafeina, respectivamente. Significancia (P < 0,05): * vs. 1* semana para Teste de
ANOVA Medidas Repetidas, ® vs. SHAM (Figura 4.2a) ou Exercitado (Figura 4.2b) para

Teste ¢- Student.

4.3.3. Coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA)

Foi observada correlagdo positiva (Pearson, p = 0,711 e P < 0,001) entre o ganho de
peso corporal (39,6+4,0 g; MédiatEPM) e o consumo de dieta (986,5£8,9 g) ao longo do
experimento. Assim, os dados de ganho de peso corporal foram normalizados pelo consumo
de dieta, sendo apresentado como coeficiente de eficiéncia alimentar em percentagem.

Nao foi observada interagdo significante entre os trés fatores para o ganho de peso
corporal, consumo de dieta e CEA em percentagem.

O ganho de peso, o consumo de dieta e 0 CEA foram maiores para os animais OVX-
sedentarias comparadas aos SHAM-exerictadas (P < 0,05), tanto para nos grupos Placebo

quanto Cafeina. Verificou-se, ainda, que nos animais sedentarios-placebo esses indices foram
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maiores do que nos exercitados-cafeina, e que nos animais OVX-placebo foram maiores que
nos SHAM-cafeina.

Na analise do efeito principal dos fatores observou-se que o ganho de peso, o consumo
de dieta e o CEA foram maiores nos animais OVX, sedentarios e placebo quando comparados
aos animais SHAM, exercitados e cafeina, respectivamente (Tabela 4.2), exceto para o ganho

de peso corporal no fator Cafeina, onde nao foi verificada alteragdo significante.

Tabela 4.2. Ganho de peso corporal (g), consumo de dieta (g) e coeficiente de eficiéncia

alimentar (%) dos animais.

Efeito Principal dos Fatores

Ovario Exercicio Cafeina

SHAM (0%, ¢ Sedentario Exercitado Placebo Cafeina

Ganho de Peso

22,2+43.9° 57,0+4,1° 52,2453° 26,9+4 4° 41,3+5,9° 37,8+5.4°
Corporal (n=40)

Consumo de
958,2+13,1% 1014,8ﬂ:8,5b 1013,0+10,4° 960,1ﬂ:12,1b 1003,2+10,6° 969,8ﬂ:13,6b
Dieta (n=20)

%CEA (n=20) 2,26+0,38° 5,58+0,39° 5,1140,50" 2,73+0,43° 4,03+0,56° 3,81+0,51°

Valores em médiaxEPM. Significancia (P< 0,05): médias seguidas pela mesma letra
minuscula na linha para cada pardmetro ndo diferem entre si pelo teste F. SHAM
(SSP+SSC+H+SEP+SEC), OVX (OSP+OSCH+OEP+OEC), Sedentario (SSP+SSC+OSP+0OSC),
Exercitado  (SEP+SEC+OEP+OEC), Placebo (SSP+SEP+OEP+OEC) e Cafeina
(SSC+SEC+OSC+OEC).

4.3.4. Composicao corporal
Foi verificada interagdo significante entre os fatores Ovario e Exercicio (Tabela 4.3) e
entre os fatores Ovario e Cafeina (Tabela 4.4), quanto a percentagem de proteina na carcaca.

Quanto aos demais fatores, ndo foram identificadas interagdes significantes (P > 0,05).
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Nos grupos sedentérios, os animais OVX apresentaram menores percentagens de
proteina do que os animais SHAM, o que ndo foi identificado entre os animais exercitados.
Entre os animais OV X, verificou-se que os exercitados apresentaram maiores percentagens de
proteina na carcaga quando comparados aos sedentarios, o que nao foi visto entre os animais

SHAM.

Tabela 4.3. Percentagem de proteina na carcaca vazia dos animais para interagdo Ovario e

Exercicio.
Sedentario Exercitado
SHAM 20,7+0,2% 20,7+0,2°°
% Proteina (n=20)
ovX 19,5+0,25 20,5+0,2"°

Valores em média+EPM. Significancia (P<0,05): médias seguidas de pelo menos uma mesma
letra minuscula na linha e maiuscula na coluna para cada fator ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey. SHAM-Sedentario (SSP+SSC), SHAM-Exercitado (SEP+SEC), OVX-Sedentario
(OSP+0OSC), OVX-Exercitado (OEP+OEC). Independente da cafeina.

Nos grupos que receberam cafeina, os animais SHAM apresentaram estatisticamente
maiores percentagens de proteina na carcaga do que os animais OVX, efeito ndo observado
entre os grupos placebo. Nos grupos de animais OVX, verificou-se que aqueles que nao
consumiram cafeina (grupo placebo) exibiram maior percentagem de proteina na carcaga,
comparados aos que consumiram cafeina, contudo, essa alteracdo ndo foi encontrada nos

grupos SHAM (Tabela 4.4).
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Tabela 4.4. Percentagem de proteina na carcaca vazia dos animais para interacdo Ovario e

Cafeina.
Placebo Cafeina
SHAM 20,6+0,17% 20,840,144
% Proteina (n=20)
ovX 20,4+0,14 19,6:£0,15°

Valores em média+EPM. Significancia (P<0,05): médias seguidas de pelo menos uma mesma
letra minuscula na linha e maitiscula na coluna para cada parametro ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey. SHAM-Placebo (SSP+SEP), SHAM-Cafeina (SSC+SEC), OVX-Placebo
(OSP+OEP), OVX-Cafeina (OSC+OEC). Independente do exercicio.

As andlises da composi¢do da massa magra dos animais para os fatores Ovario,
Exercicio e Cafeina separadamente estdo apresentados na Tabela 4.5. Para o fator Cafeina nao
foi observada alteracdo significante (P > 0,05) nos parametros da composicdo da massa
magra.

Quanto ao fator Ovario, identificou-se que os animais OVX apresentaram maiores
valores de gordura visceral, peso da carcaca, conteidos de agua e gordura na carcaga e
percentagem de gordura na carcaga, quando comparados aos animais SHAM. Todavia,
exibiram menores percentagens de agua, proteina e de cinzas.

Para o fator Exercicio, foi verificado que os animais sedentarios apresentaram maior
conteudo de gordura visceral, percentagem e teor de gordura e cinzas, quando comparados aos
animais exercitados. No entanto, os resultados mostraram menor percentagem de adgua e de

proteina.
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Tabela 4.5. Composigao corporal para efeito principal dos fatores.

Efeito Principal dos Fatores

Ovario Exercicio Cafeina

SHAM (01, ¢ Sedentario Exercitado Placebo Cafeina
Gordura

24 3+8 3% 28,2d:7,8b 29,249 2% 23,315,8b 26,6+9.2° 25,9+7.2%
Visceral (g)
Peso da

134,3+9,3° 144,5d:11,7b 140,2+11,7* 138,6+11,8" 140,5+11,4* 138,2+12,0°
Carcaga (g)

Conteudo de
Agua (g)
Agua na
Carcaca (%)
Contetudo de
Gordura (g)
Gordura na
Carcaca (%)
Conteudo de
Proteina (g)
Proteina na
Carcaga (%)
Conteudo de
Cinzas (g)
Cinzas na

Carcaca (%)

89,8+5,9"

66,9+1,4"

8,542,6"

6,4+1,8"

27,8+2,3"

20,7+0,8"

7,07+0,70"

5,27+0,35"

95,149,1°

65,7+2,2°

12,240,2°

8,5+2.8°

28,9+3,2°

20,0+1,1°

7,20+0,61°

5,01+0,44°

91,7+8,0°

65,4+2,1°

12,3+3,8"

8,7+2,6"

28,2+2.6"

20,1£1,1°

7,31+0,73"

5,2340,43"

93,1+8,2°

67,2+1,3°

8,4+2,4°

6,1+1,7°

28,6+3,0°

20,6+0,8°

6,95+0,52°

5,05+0,38°

93,4+7,7°

66,5+1,8"

10,2+3,6"

7,2+2,5°

28,8+2,6"

20,5+1,0°

7,20+0,61°

5,16+£0,41°

91,5+8,3"

66,2+2,1°

10,5+3,9°

7,6+2,7°

27,9+2,9°

20,2+1,0°

7,07+0,70°

5,12+0,42°

Valores em médiatEPM. n = 10. Significancia (P<0,05): médias seguidas pela mesma letra

mintscula na linha para cada pardmetro ndo diferem entre si pelo teste F. SHAM

(SSP+SSC+SEP+SEC), OVX (OSP+OSC+OEP+OEC), Sedentirio (SSP+SSC+OSP+0SC),

100



Exercitado  (SEP+SEC+OEP+OEC), Placebo (SSP+SEP+OSP+OEP) e  Cafeina
(SSC+SEC+OSCH+OECQ).

4.4- DISCUSSAO

O objetivo do presente estudo foi investigar o efeito da ovariectomia, do exercicio
aerdbico e da ingestdo de cafeina sobre a composi¢cdo corporal em ratas com inadequagdo de
calcio dietético. Comparados aos padrdes de alteracdes observadas no capitulo anterior,
verificou-se que a baixa ingestdo de célcio (capitulo IV: 50% de cdlcio) ndo promoveu
alteracOes representativas quando comparadas a ingestdo adequada de calcio (capitulo III:
100% Calcio). Além dos mesmos resultados verificados no capitulo III, observou-se que a
percentagem de proteina na carcaga apresentou interacdes significantes entre os fatores
Ovario-Exercicio e Ovdrio-Cafeina. A proteina na carcaga reduziu significantemente em
funcdo da ovariectomia ¢ do sedentarismo; como também em funcdo da ovariectomia e do
consumo de cafeina.

Os resultados deste experimento mostraram que a concentracdo de lactato elevou
significantemente entre os 3 momentos (Figura 4.1), porém, ndo extrapolando os valores
determinados como limiar de lactato de ~4 mmol/L (Philp, Macdonald et al., 2005), conforme
apresentado no capitulo III. A deficiéncia de calcio dietético (ingestdo de 50% de célcio) ndo
alterou o padrdo de resposta ao lactato sangiliineo durante o exercicio realizado aqui, quando
comparado as respostas vistas no capitulo anterior.

A cirurgia de ovariectomia e o sedentarismo favoreceram um aumento no peso final e
ganho de peso corporal durante o experimento (Figuras 4.2a e 4.2b e Tabela 4.2). Contudo, a
ingestdo de cafeina ndo afetou estes indicadores (Figura 4.2¢c e Tabela 4.2). O tratamento dos

animais com metade de suas recomendacdes de célcio ndo alterou o padrdo de mudancas
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sobre o peso corporal em razao dos fatores Ovario, Exercicio e Cafeina, pois, estes resultados
foram idénticos aos observados no capitulo III.

Estes achados ndo suportam a hipotese de que a ingestdo deficiente de calcio dietético
eleva o peso corporal e a deposicao de gordura. Apesar de alguns estudos sugerirem que a
suplementagdo de calcio pode reduzir o peso corporal de individuos obesos (Zemel, Shi et al.,
2000; Shi, Dirienzo et al., 2001; Zemel, Thompson et al., 2004), em funcao do calcio regular
o metabolismo lipidico. Outros estudos com humanos (Koh-Banerjee, Ferreira et al., 2005;
Bass, Naughton et al., 2007) e animais (Welch, Turner et al., 2008; Zhang, Dong et al., 2008),
fornecendo diferentes teores de calcio na dieta, ndo demonstraram alteragdes significantes
sobre o peso corporal em virtude ao maior consumo de célcio dietético. Zhang et al. (2008),
estudando ratas Wistar OVX e SHAM consumindo 0,1, 0,6 ¢ 1,2% de calcio na dieta,
observaram que as ratas OVX apresentaram maior ganho de peso corporal comparadas as
SHAM, porém, ndo verificaram diferenga sobre o ganho de peso corporal para as diferentes
concentragdes de calcio na dieta. Assim, estudos investigando os efeitos de diferentes teores
de calcio alimentar sobre o balango e absorcdo de calcio, conteudo de calcio dsseo ¢
marcadores do metabolismo lipidicos, entre outros poderiam ajudar a elucidar as possiveis
explicagdes para estes resultados contraditorios.

O ganho de peso, o consumo de dieta e o coeficiente de eficiéncia alimentar dos
animais SHAM e exercitados foram menores quando comparados aos seus controles (Tabela
4.2). Os valores destes indicadores ndo variaram em grandes magnitudes em relacdo aos
dados do capitulo anterior, o que ndo poderia confirmar a suposta acdo anti-lipogénica e
lipolitica da maior quantidade de calcio intracelular. Isto evidencia que, independente da
adequagdo ou ndo de calcio dietético, a ovariectomia ¢ o sedentarismo seriam aspectos

diretamente relacionados com os riscos de obesidade.
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Verificou-se ainda que a ingestdo de cafeina reduziu o consumo de dieta e CEA,
entretanto, a amplitude desta diferenga seria muito pequena para extrapolar a efeitos
biologicos, principalmente por nao observar variagdes no peso corporal (Figura 4.2¢), ganho
peso (Tabela 4.2) e peso da carcaga e suas fragdes (Tabela 4.5) em funcdo ao consumo de
cafeina.

Neste estudo a soma das percentagens de agua, gordura, proteina e cinzas na carcaga
foi ~99,4% (Tabela 4.5), sendo os ~0,6% restantes sugerem a fracdo de glicogénio muscular,
ndo analisada neste experimento. Tais valores s3o similares aos encontrados por outros
autores (Cortright, Chandler et al., 1997; Franco, Natali et al., 2007).

Nossos resultados apontaram para interagdes significantes entre Ovario-Exercicio e
Ovario-Cafeina (Tabelas 4.3 e 4.4). As interagdes observadas sdo coerentes aos achados para
efeito principal dos fatores, exceto para o fator Cafeina. Estes achados propdem que a perda
de massa magra seria maior em individuos sedentarios deficientes de estrogénio, como
também em individuos deficientes de estrogénio consumindo cafeina. Desta forma, a pratica
do exercicio aerdbico de baixa intensidade e abstinéncia ao consumo de produtos ricos em
cafeina poderiam prevenir a perda de massa protéica muscular promovida pela deficiéncia
estrogénica, quando estes individuos apresentam uma inadequagdo alimentar de célcio.

O efeito preventivo da pratica do exercicio aerdbico sobre a massa magra pode ser
justificado devido ao fato do exercicio apresentar um estimulo anabodlico elevando a sintese
protéica (Short, Vittone et al., 2004; Pikosky, Gaine et al., 2006; Wong, Chia et al., 2008).
Short et al. (2004) demonstraram que o envelhecimento favorece a perda de massa magra, ¢
que o treinamento do exercicio aerdbico em cicloergdmetro a 70% da taxa cardiaca maxima
por 20 minutos 3 vezes por semana foi suficiente para prevenir a perda na massa magra
induzida pela idade. A quantidade de massa magra depende do turnover protéico e do balango

entre a sintese protéica e sua degradacdo. Desta forma, em nosso estudo identificou-se que o
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balanco protéico foi positivo, porém, ndo hd como afirmar se isto foi decorrente da maior
sintese ou da menor degradacao protéica.

A perda de proteina promovida pela ovariectomia observada neste estudo poderia ser
justificada em funcao da reducdo na massa magra induzida pela idade (Short, Vittone et al.,
2004). Balagopal et al. (1997) verificaram que um declinio na taxa de sintese da miosina de
cadeia pesada implicou numa redugdo da habilidade contratil muscular contribuindo para uma
diminui¢do na massa muscular e fun¢do contratil em idosos, justificando parcialmente nossos
achados. Porém, ndo ¢ possivel concluir com esse estudo se estas alteragcdes na fragdo protéica
foram promovidas pelos processos de envelhecimento ou pela deficiéncia de estrogénio
propriamente dita, e/ou subseqiiente cadeia de distirbios hormonais.

Nao se tem conhecimento dos possiveis mecanismos pelos quais a ingestdo de cafeina
prejudica a fracao protéica muscular. Além disso, a deficiéncia de célcio alimentar ndo afetou
a resposta da administracdo de cafeina sobre os demais pardmetros da composi¢do corporal
(Tabela 4.5). Assim, nestas circunstancias experimentais, ndo ha evidéncias dos supostos
efeitos da cafeina como inibidor da fosfodiesterase, estimulador da liberagdao e oxidacdo de
lipidios, e conseqiientemente, um potente agente anti-obesidade (Deslandes, Veiga et al.,
2005; Kobayashi-Hattori, Mogi et al., 2005; Altimari, Moraes et al., 2006).

Neste estudo, como no capitulo anterior, foi verificado que a gordura visceral e da
carcaga representaram as principais modificagdes observadas sobre a composi¢ao corporal em
funcdo da ovariectomia e da pratica do exercicio. A deficiéncia de estrogénio promove
disturbios hormonais (Shinoda, Latour et al., 2002; Han, Kai et al., 2004) e a pratica do
exercicio aerobico por eleva o gasto energético (Harant, Marion-Latard ef al., 2002; Ormsbee,
Thyfault et al., 2007). Contudo, neste experimento forneceu-se apenas a metade da
recomendacao de cdlcio para as ratas, o que pode afetar o metabolismo de lipidios. Segundo

Shi et al. (2001), o estado de calcio intracelular regula um incremento da lipogénese e inibe a
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lipolise, dai uma reduzida ingestao de calcio poderia elevar a deposi¢ao de gordura corporal.
Entretanto, Koh-Banerjee et al. (2005) avaliaram a suplementacao de piruvato de calcio (2500
mg de célcio) durante o treinamento sobre a composi¢ao corporal em mulheres com moderado
sobrepeso (33 anos de idade e IMC 27) durante 30 dias. Os autores ndo verificaram alteracao
do peso corporal, massa gorda e magra e % de gordura em razdo da suplementacdo de
piruvato de calcio. Como os valores das fragdes agua, gordura, proteina e cinzas da
composi¢ao corporal ndo modificaram no presente experimento, acredita-se que a agdo da
maior ingestdo de calcio em promover uma reducdo no peso e deposi¢ao de gordura seria
mediada por outros mecanismos.

Extrapolando nossos resultados para a realidade da populacdo brasileira poderiamos
inferir que individuos ingerindo 50% da recomendagdo de célcio dietético e deficiéncia de
estrogénio apresentariam maiores riscos de perda de massa magra corporal, podendo ser o
quadro atenuado pela pratica do exercicio aerdbico e a abstinéncia ao consumo de cafeina.
Independente de a maior ingestdo alimentar, a osteoporose induzida pela ovariectomia
estimulou a obesidade, e o treinamento fisico aerdbico favoreceu a perda de peso e gordura

corporal. Todavia, a administragdo de cafeina ndo promoveu a¢do anti-obesidade.
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CAPITULO V:
A INFLUENICA DA OVARIECTOMIA E DA INGESTAO DE CAFEINA SOBRE O

TECIDO OSSEO DE RATAS WISTAR EXERCITADAS OU NAO.

5.1. INTRODUCAO

A osteoporose ¢ uma doenga complexa atribuida a idade, deficiéncia estrogénica pos-
menopausa e desordens clinicas, tendo grande impacto socio-econdmico e de saude publica
(Flier, 2004; Kobayashi-Hattori, Mogi ef al., 2005). E caracterizada pela perda de massa 6ssea
(Honda, Sogo et al., 2003; O'loughlin e Morris, 2003; Bonnet, Beaupied et al., 2007),
resultando no incremento da fragilidade e suscetibilidade a fratura (Hara, Kobayashi et al.,
2007; Dai, Ma et al., 2008; Huang, Chang et al., 2008; Park, Omi et al., 2008). A deficiéncia
de estrogénio pos-menopausa causa aumento no turnover 6sseo (Rapuri, Kinyamu et al.,
2002; Hubal, Ingalls et al., 2005; Park, Omi et al., 2008), promovendo o desequilibrio no
remodelamento dsseo, onde a reabsorc¢ao sobressai a formacgao 0ssea (Bonnet, Beaupied et al.,
2007; Fuchs, Shea et al., 2007; D'amelio, Grimaldi et al., 2008). Suas conseqiiéncias sobre o
tecido 6sseo em mulheres pds-menopausa e ratas ovariectomizadas (OVX) tem sido
largamente estudadas (Chubak, Ulrich et al., 2006; Dai, Ma et al., 2008; Huang, Chang et al.,
2008; Park, Kim et al., 2008; Park, Omi et al., 2008), porém, ainda pouco investigadas
quando combinada a ingestao de cafeina, que tem sido associada a perda de massa dssea.

A cafeina, principal componente do café¢ e chd, ¢ a substincia psicoativa mais
consumida no mundo (Paluska, 2003; Deslandes, Veiga et al., 2005; Altimari, Moraes et al.,
2006). Seu consumo tem sido associado com a perda de massa 6ssea (Jasminka, Brownbill et
al., 2002; Massey e Sutton, 2004; Tsuang, Sun et al., 2006), em fun¢do da maior excregao de
calcio urinario (Chen e Whitford, 1999; Heaney e Rafferty, 2001). Também ¢ mencionado
que a cafeina poderia inibir a mineralizacao 0ssea, diferenciagdo de osteoblastos e formagao

da matriz extracelular (Massey e Sutton, 2004), podendo agravar o risco de osteoporose
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devido as alteracdes na microestrutura, redu¢do na densidade mineral 6ssea (DMO) e
conteido de mineral 6sseo (CMO) (Chen e Whitford, 1999; Dew, Day et al, 2007),
resultando numa maior suscetibilidade a fratura (Rapuri, Gallagher et al, 2001; Heaney,
2002; Tsuang, Sun et al., 2006). Todavia, outros estudos nao identificaram efeitos deletérios
da cafeina sobre o tecido 0sseo (Lloyd, Johnson-Rollings et al., 2000; Rico, Canal et al.,
2002). Portanto, os resultados dos estudos com cafeina sobre o tecido 6sseo sdo controversos
e ndo conclusivos, especialmente quando associada a deficiéncia estrogénica.

O exercicio promove adaptagdes positivas ao 0sso, especialmente para a prevengdo e
tratamento da osteoporose (Notomi, Okimoto et al., 2003; Park, Kim et al., 2008). O estresse
mecanico gerado pelo exercicio constitui um dos mais importantes estimulos para a formagao
Ossea (Hubal, Ingalls et al., 2005; Rittweger, Frost et al., 2005; Turner e Robling, 2005;
Bonnet, Beaupied et al., 2007), tendo um papel decisivo na prevengdo da perda o6ssea em
mulheres pds-menopausa ¢ em ratas OVX (Barengolts, Kouznetsova et al., 1996; Honda,
Sogo et al., 2003; Fuchs, Shea et al., 2007). Nesta populagdo, diferentes tipos de exercicio
como o exercicio de for¢a (Notomi, Okimoto et al., 2003; Hubal, Ingalls et al., 2005; Figard,
Mougin et al., 2007), caminhada (Tosun, Bolukbasi et al., 2006), corrida (Iwamoto, Yeh et
al., 2000; Huang, Lin et al., 2003; Fuchs, Shea et al., 2007), natacao (Hart, Shaw et al., 2001)
e saltos verticais (Honda, Sogo et al., 2003; Renno, Silveira Gomes et al., 2007) promovem
beneficios sobre o tecido dsseo. Beneficios estes que ocorrem sobre o peso (Iwamoto, Yeh et
al., 2000; Huang, Lin et al., 2003), densidade e contetido mineral (Fuchs, Shea et al., 2007;
Nordstrom, Hogstrom et al., 2008; Park, Kim et al, 2008), resisténcia (Barengolts,
Kouznetsova et al., 1996; Honda, Sogo et al., 2003; Huang, Lin et al., 2003) e marcadores de
remodelamento 6sseos (Iwamoto, Shimamura et al., 2004; Tosun, Bolukbasi et al., 2006;

Figard, Mougin et al., 2007; Park, Kim et al., 2008). Contudo, outros estudos ndo verificaram
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alguns destes beneficios (Maimoun, Simar et al., 2005; Chubak, Ulrich et al., 2006, Bonnet,
Beaupied et al., 2007; Huang, Chang et al., 2008).

A Organizacao Mundial da Saude (OMS) recomenda a pratica de exercicio aerdbico
(caminhar, pedalar, correr, etc.) de baixa intensidade, pelo menos 5 sessdes de 30 minutos por
semana como forma de melhorar a qualidade de vida. O efeito do exercicio sobre o tecido
6sseo varia conforme o tipo, intensidade, duragdo e freqiiéncia do exercicio (Honda, Sogo et
al., 2003; Renno, Silveira Gomes et al., 2007). Estudos relatam que ratas treinadas em esteira
exibiram aumento na forga de fratura dssea quando exercitavam a 24 m/min por 60 min/dia
(Fuchs, Shea et al., 2007), porém, ndo verificaram tais beneficios se treinadas a 13 m/min por
60 min/dia (Bonnet, Beaupied et al., 2007). No entanto, ainda ndo se conhece o efeito do
programa de exercicio em baixa intensidade (16 m/min, 30 min/dia, 5 dias/semana) sobre o
tecido 0sseo, como também seus efeitos em individuos deficientes de estrogénio consumindo
cafeina. Assim, este estudo investigou o efeito da ovariectomia e ingestdo de cafeina sobre o
tecido d0sseo em ratas treinadas aerobicamente conforme recomendagdo da OMS para a

melhoria da qualidade de vida.

5.2. MATERIAIS E METODOS
5.2.1. Animais experimentais

O estudo foi realizado com 80 ratas Wistar adultas de 160 dias de idade (peso médio:
275,4 £ 22,8 g; média + DP), submetidas a cirurgia de ovariectomia (OVX) ou laparotomia
(SHAM). Os animais foram previamente anestesiados com Ketamina (70 mg/kg) e Xilazina
(8 mg/kg) intramuscular, recebendo no pds-operatorio administragdo subcutdnea de anti-
inflamatorio (Ketofen: 2 mg/kg por 3 dias) e antibidtico (Ampicilina soédica: 30 mg/kg por 5

dias). Apds 3 semanas de recuperacdo, os animais foram alocadas em 8 grupos (n=10), num
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delineamento fatorial 2 x 2 x 2. Os grupos foram, entdo, assim constituidos: SSP — SHAM
Sedentaria Placebo; SSC — SHAM Sedentaria Cafeina; SEP — SHAM Exercitada Placebo;
SEC — SHAM Exercitada Cafeina; OSP — OVX Sedentaria Placebo; OSC — OVX Sedentaria
Cafeina; OEP — OVX Exercitada Placebo; e OEC — OVX Exercitadas Cafeina.

Os animais foram alojados em gaiolas individuais, por 8 semanas, mantidos em
ambiente com temperatura de 22+2°C, umidade relativa de cerca de 60% e fotoperiodo de 12
horas, além de receberem diariamente de 18 a 20 gramas de dieta AIN-93M (Reeves, Nielsen
et al., 1993) e 4gua deionizada ad libitum.

Os animais foram obtidos do Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da
Saude da Universidade Federal de Vigosa — MG (Brasil), e os procedimentos experimentais
foram aprovados pela Comissdo de Etica do Departamento de Veterinaria da Universidade

Federal de Vigosa — MG (Parecer n° 80/2007).

5.2.2. Administracio de cafeina

Diariamente, os animais dos grupos SSC, OSC, SEC e OEC receberam suplementacao
de 6 mg de cafeina/kg de peso corporal/dia, adicionada a dieta dos animais. Os animais dos
grupos SSP, OSP, SEP e OEP receberam apenas a dieta (placebo). As doses de
suplementagdo de cafeina foram identificadas em estudos recentes como doses moderadas
utilizadas em humanos e animais (Doherty, Smith et al., 2004; Hartley, Lovallo et al., 2004;
O'connor, Motl et al., 2004; Hadjicharalambous, Georgiades et al., 2006; Chapman e Stager,

2008; Glaister, Howatson ef al., 2008).

5.2.3. Protocolo de exercicio
Apb6s um periodo de 2 semanas de recuperagdo da cirurgia, 40 animais foram

submetidos a um processo de adaptagdo ao exercicio de corrida em esteira (8 m/min 10

114



min/dia por 5 dias). Em seguida, foram subdivididos em 4 grupos (SEP, OEP, SEC e OEC) e
submetidos a um programa de exercicio aerdbico de corrida em esteira exercitando numa
velocidade de 16 m/min durante 30 minutos diarios, 5 sessdes por semana, num periodo de 8

semanas, conforme adaptag¢ao de Iwamoto et al. (2004).

5.2.4. Avaliacao da resisténcia dssea

Apbs a eutanasia com CO,, o fémur direito foi imediatamente dissecado para analises
seguintes. O comprimento ¢ a espessura do fémur foram avaliados utilizando-se paquimetro.
O peso 06sseo foi aferido em balanga de precisdo em miligrama.

Para a analise da resisténcia a fratura 6ssea utilizou-se o teste de fratura por trés pontos
no aparelho texturdmetro TA.HDi Texture Analyser (Stable Micro System Inc. — USA). Cada
extremidade dssea ficou apoiada sobre hastes inoxidaveis separadas por 2,0 cm de distancia,
onde uma terceira haste, apoiada sobre o ponto intermédio 06sseo, realizou uma forga
necessaria para se alcancar a fratura (Honda, Sogo et al., 2003; Shiga, Hara et al., 2003;

Bonnet, Beaupied et al., 2007; Fuchs, Shea et al., 2007; Renno, Silveira Gomes et al., 2007).

5.2.5. Determinacio do conteudo mineral 6sseo

Apobs a eutandsia, a tibia direita foi retirada, pesada e digerida em dacido nitrico
concentrado por 24 horas, em seguida, transferido para um baldo volumétrico de 50 mL
contendo 0,5 mL de coreto de estroncio ao qual foi completado com agua deionizada para
posterior determinag¢do de calcio, zinco e magnésio por espectrofotometria de absorgdo
atomica, em aparelho GBC 908 AA (Perkin Elmer - USA) (Silva, 1990; Huang, Yang et al.,
2002). As amostras foram preparadas segundo metodologia preconizada por Association of

Official Analytical Chemists (Aoac, 1998).
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5.2.6. Determinacio do calcio urinario

A urina dos animais foi coletada por 1 dia na 8" semana experimental num periodo de
24 horas utilizando-se gaiolas metabdlicas individuais. O volume de urina coletado foi
completado para 10 mL com agua deionizada e centrifugado por 15 minutos a 2.865
gravidades (Excelsa-Fanem-Brasil). Apos a centrifugagdo foi adicionado acido cloridrico a
50% (20 pL/mL) para a conservagao da amostra.

Uma aliquota do sobrenadante da urina centrifugada foi digerida em acido nitrico
concentrado por 24 horas e, em seguida, transferido para um baldo volumétrico de 50 mL
contendo 0,5 mL de coreto de estroncio e completado com agua deionizada para posterior
determinagdo de calcio por espectrofotometria de absor¢ao atomica, em aparelho GBC 908
AA (Perkin Elmer - USA) (Silva, 1990). As amostras foram preparadas segundo metodologia
preconizada por Association of Official Analytical Chemists (Aoac, 1998).

Outra aliquota de 50 pL foi pipetada numa cubeta diluida por 500 pul. de agua
deionizada para a determinagdo da creatinina urindria pelo método automatizado de
espectrometria de UV/VIS, segundo Henry et al. (Henry, Cannon et al., 1974). As analises
foram realizadas utilizando kits da marca Bioclin® no equipamento ALIZE® (Biomérieux-

Franga) do Laboratério Biofarmacos da Universidade Federal de Vigosa.

5.2.7. Determinacio de marcadores bioquimicos 0sseos

Apoés a eutandsia, amostras de sangue foram coletadas por puncdo cardiaca para a
obtencdo do soro e posterior determinacdo do contetido de fosfatase alcalina dssea (Ostase”,
Beckman Coulter — USA) por imunoensaio (Access® - USA), pela técnica de
quimioluminescéncia indireta, a partir da curva padrdo de 6 pontos. Os resultados da fosfatase

alcalina 6ssea foram obtidos em picograma / mililitro (pg/mL).
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Uma aliquota da urina de 24 horas, coletada e armazenada a -80°C, foi analisada
quanto ao teor do teleopeptideo N-terminal do colageno tipo I (NTxX) por meio de teste ELISA
usando kit Osteomark® (EIA, USA). Os valores do NTx foram apresentados como nanomol
de equivalente de coldgeno 6sseo / milimol de creatinina (nM BCE/ mM Creatinina). O
conteudo de creatinina urinaria para este calculo foi determinado conforme referido no item

2.6.

5.2.8. Analise estatistica

Apds submeter os dados ao teste de normalidade (teste de Kolmogorov-Smirnov),
aplicou-se andlise de varidncia (ANOVA: three-way para as interagdes e os 3 fatores; além de
one-way para grupos independentes e combinagdes) e testes de correlacdo de Pearson para
determinar a relagdo entre variaveis. Para as andlises de multiplas comparagdes post hoc foi
utilizado o teste de Tukey em analises paramétricas ¢ Dunn’s em analises ndo-paramétricas.
Os calculos estatisticos foram realizados no software Sigma Stat 3.0 [SPSS], empregando o

nivel de significancia estatistica de P < 0,05.

5.3. RESULTADOS
5.3.1. Peso Corporal

Nao foi observada diferenga (P > 0,05; Tabela 5.1) no peso inicial dos animais. Ao
final da 8" semana, ndo foi identificada interacdo significativa entre os fatores (Ovario,
Exercicio e Cafeina) para o peso corporal final e ganho de peso. Porém, verificou-se nos
animais que consumiram cafeina ou ndo, que a combinacdo de OVX e sedentarismo
resultaram em maior ganho de peso corporal que o SHAM e exercicio (OSP vs. SEP e OSC

vs. SEC, Tabela 5.1; P < 0,05). Verificou-se ainda que em animais sedentarios, a combinagao
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OVX-Cafeina elevou o peso corporal quando comparado ao SHAM-Placebo (OSC vs. SSP; P
< 0,05), e que entre os animais Sedentarios-Placebo, os OVX exibiram maiores ganhos de

peso do que os SHAM (OSP vs. SSP; P <0,05).

5.3.2. Resisténcia ossea

Os dados de resisténcia 6ssea foram normalizados pelos pesos corporal e do fémur,
sendo apresentados de forma absoluta e relativa. Os valores do peso do fémur foram divididos
pelos valores do peso corporal e apresentados na forma de peso 6sseo relativo. Os valores de
espessura, comprimento e for¢a de fratura foram divididos pelos valores do peso do fémur
apresentados na forma de espessura, comprimento e forca de fratura ossea relativa.

Nao foram observadas interagdes significantes (P > 0,05) nos indicadores de
resisténcia dssea entre os fatores. Assim, as analises da resisténcia 6ssea dos animais para os
fatores Ovario, Exercicio e Cafeina separadamente estdo apresentados na Tabela 5.2. Nao foi
observada alteragao significante (P > 0,05) na resisténcia 6ssea para o fator Cafeina.

Quanto ao fator Ovdrio, os animais OVX apresentaram maior (P <0,05) espessura e
comprimento 0sseo relativo quando comparados aos animais SHAM. Porém, exibiram menor

peso absoluto e relativo, além de menor forca de fratura 6ssea absoluta e relativa.
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Tabela 5.1. Peso corporal inicial e final dos animais.

SSP SSC SEP SEC OSP OSC OEP OEC

Peso Inicial 273,4+45,2° 272,6+5,5° 270,748,0° 270,7£7,6° 279,246,9° 279,0+£6,0° 278,9+48,3%  278,7+10,6°

Ganho Peso 35,543,6™ 42,143,5% 26,8+8,8" 33,045,4% 64,7+4,7° 63,642,6 54,3+8,9% 40,7+6,3%

Valores em média=EPM. Significancia (P< 0,05): médias seguidas pela mesma letra mintscula na linha para cada parametro ndo diferem entre si
pelo teste F. SSP (SHAM Sedentario Placebo), SSC (SHAM Sedentario Cafeina), SEP (SHAM Exercitado Placebo), SEC (SHAM Exercitado

Cafeina), OSP (OVX Sedentario Placebo), OSC (OVX Sedentario Cafeina), OEP (OVX Exercitado Placebo), OEC (OVX Exercitado Cafeina).
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No que se refere ao Exercicio, os animais exercitados apresentaram maior peso
osseo relativo e forcas de fratura Ossea absoluta e relativa quando comparados aos

animais sedentarios.

Tabela 5.2. Resisténcia 6ssea do fémur para efeito principal dos fatores.

Efeito Principal dos Fatores

Ovario Exercicio Cafeina

SHAM (01, ¢ Sedentario Exercitado Placebo Cafeina

Peso Absoluto N

0,51+£0,01* 0,49+0,01° 0,50+0,01* 0,50+0,01* 0,50+0,01* 0,50+0,01*
(8
Peso Relativo b b

1,75+0,02* 1,52+0,02° 1,61£0,03" 1,66+0,03° 1,63+0,02* 1,65+0,03"
(g/8)
Espessura

4,14+0,01° 4,13+£0,01° 4,13+0,01* 4,14+0,01* 4,12+0,01° 4,15+0,01°
Absoluta (mm)

Espessura b
8,08+0,07* 8,54+0,09° 8,22+0,08" 8,39+0,09" 8,35+0,08" 8,27+0,09"
Relativa (mm/g)

Comprimento
33,4+0,1*  33,3+0,1° 33,5+0,1*° 33,3+0,1* 33,3+0,1° 33,5+0,1°
Absoluto (mm)

Comprimento N
65,3+0,6° 68,8+0,7° 66,6+0,7" 67,4+0,7° 67,6£0,7" 66,5+0,7"
Relativo (mm/g)

Forc¢a de Fratura b b
142,242,4* 108,7+3,8° 116,644,5" 134,4+3,2° 124,6+4,4" 126,4+3,9"
Absoluta (N)

Forc¢a de Fratura b b
277,9+4,8" 223,3+7,5° 2299+7,9* 271,3+5,8° 250,7+8,1* 250,5+7,3"
Relativa (N/g)

Valores em média+tEPM. n = 10. Significancia (P<0,05): médias seguidas pela mesma
letra mindscula na linha para cada parametro nao diferem entre si pelo teste F. SHAM
(SSP+SSC+SEP+SEC), OVX (OSP+OSC+OEP+OEC), Sedentério
(SSP+OSP+SSC+0OSC), Exercitado (SEP+SEC+OEP+OEC), Placebo
(SSP+OSP+SEP+OEP) e Cafeina (SSC+SEC+OSC+OEC).
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5.3.3. Conteudo mineral 0sseo

Os dados do conteudo mineral 6sseo foram normalizados pelos valores do peso
da tibia, sendo apresentados de forma absoluta e em percentagem do peso da tibia.

Nao foi observada interacao significante (P>0,05) entre os fatores para todos os
indicadores de contetido mineral 6sseo investigados. Os resultados do contetido mineral
0sseo dos animais para os fatores Ovario, Exercicio e Cafeina separadamente esta
apresentada na Tabela 5.3.

Quanto ao fator Ovario, os animais OVX apresentaram menor (P < 0,05)
conteudo e percentagem de calcio 6sseo quando comparados aos animais SHAM.

Para o fator Exercicio, foi observado que os animais exercitados apresentaram
maior conteido e percentagem de calcio 6sseo quando comparados aos animais
exercitados, porém, exibiram menor conteiido e percentagem de zinco.

Para o fator Cafeina, foi verificado que os animais consumindo cafeina
apresentaram maiores percentagens de célcio € magnésio, como também no contetido de

magnésio quando comparados aos animais dos grupos placebo.
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Tabela 5.3. Contetdo mineral na tibia para efeito principal dos fatores.

Efeito Principal dos Fatores

Ovario Exercicio Cafeina
SHAM OvX Sedentario Exercitado Placebo Cafeina
Peso 0sseo
380,2+£3,7°  372,1+4,4° 376,2+3,4° 376,1+4,7* 374,7+4,0° 377,7+4,2%
(mg)

Conteudo de b b
47,0£1,0°  43,5+0,6 43,5£0,9*  47,0+0,7 44,7£0,9*  45,8+0,9°

Calcio (mg)

Célcio Osseo . . .
12,5+0,1* 11,8+0,2 11,6+0,2% 12,6+0,1 11,840,2% 12,4+0,2

(%)

Conteudo de

Magnésio 0,98+0,03*  0,95+0,02* 0,95+0,02* 0,98+0,03* 0,92+0,02* 1,01%0,03"

(mg)

Magnésio b
, 0,26+£0,01*  0,26+0,01* 0,25+0,01* 0,26+0,01* 0,25+0,01* 0,27+0,01
Osseo (%)

Conteudo de b
0,16+£0,03* 0,20+£0,03* 0,19+£0,03* 0,14+0,02° 0,18+0,03* 0,22+0,03"

Zinco (mg)

Zinco Osseo b
0,06+£0,01* 0,05+£0,01* 0,08+£0,01* 0,04+0,01° 0,05+£0,01* 0,06+0,01°

(%)

Valores em médiaxEPM. n = 10. Significancia (P<0,05): médias seguidas pela mesma
letra mindscula na linha para cada parametro ndo diferem entre si pelo teste F. SHAM
(SSP+SSC+SEP+SEC), OovX (OSP+OSC+OEP+OEC), Sedentario
(SSP+OSP+SSC+OSC), Exercitado (SEP+SEC+OEP+OEC), Placebo
(SSP+OSP+SEP+OEP) e Cafeina (SSC+SEC+OSC+OEC).

5.3.4. Biomarcadores dsseos e excre¢cao de calcio urinario
Nao foi observada interacdo estatistica (P > 0,05) entre os fatores quanto a

excrecdo de calcio urinario e biomarcadores 6sseos. Os resultados da excre¢ao urinaria
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de calcio e biomarcadores Osseos para os fatores Ovdario, Exercicio e Cafeina,
separadamente, estdo apresentados na Tabela 5.4.

Quanto ao fator Ovario, os animais OVX apresentaram menores (P < 0,05)
valores de célcio urinario, taxa calcio/creatinina e ostase quando comparados aos
animais SHAM, porém, exibiram maiores teores de NTx.

O efeito do fator Exercicio foi oposto ao apresentado pelo fator Ovario, qual
seja, os animais exercitados apresentaram maiores (P < 0,05) valores de calcio urinario,
taxa de calcio/creatinina e ostase, quando comparados aos animais sedentarios, no
entanto, exibiram menores teores de NTx.

Para o fator Cafeina, foi constatado que os animais que consumiram cafeina
exibiram maiores contetdos de calcio urindrio e de NTx do que os animais dos grupos

placebo.
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Tabela 5.4. Excrecdo urinaria de calcio e biomarcadores 0sseos para efeito principal dos

fatores.
Efeito Principal dos Fatores
Ovario Exercicio Cafeina
SHAM OvVX Sedentario Exercitado Placebo Cafeina
Calcio
0,38+0,05* 0,28+0,03° 0,25+0,02* 0,41£0,03° 0,30£0,03* 0,37+0,03"
(mg/dL/24H)

Razao Cilcio
0,75+0,07*  0,504+0,04° 0,60+0,07° 0,67+0,05* 0,58+0,06° 0,67+0,05
/Creatinina
NTx (nM
BCE/ mM 483+0,8* 62,7408  60,2+0,8°  50,7+0,8°  51,7+0,8*  59,3+0,8°

Creatinina)

Ostase
103,5+1,1° 99,4i3,0b 99,5+2,9° 103,4d:1,8b 100,5+£2,0*°  102,4+2,9°
(pg/mL)

Valores em média+tEPM. n = 10. Significancia (P<0,05): médias seguidas pela mesma
letra mindscula na linha para cada parametro nao diferem entre si pelo teste F. SHAM
(SSP+SSC+SEP+SEC), OVX (OSP+OSC+OEP+OEC), Sedentario
(SSP+OSP+SSC+0OSC), Exercitado (SEP+SEC+OEP+OEC), Placebo
(SSP+OSP+SEP+OEP) ¢ Cafeina (SSC+SEC+OSC+OEC).

Neste estudo foram observadas correlagdes significantes entre os parametros
analisados. O peso femoral absoluto apresentou correlagdo “positiva” com a forga de
fratura dssea (p = 0,458 e p < 0,0001), peso da tibia (p = 0,790 e p < 0,0001), contetidos
de célcio (p = 0,291 e p < 0,0001) e magnésio na tibia (p = 0,425 e p < 0,0001). A forca
de fratura 6ssea mostrou correlagdo “positiva” com peso da tibia (p = 0,351 e p <
0,001), contetidos de célcio (p = 0,423 e p < 0,0001) e magnésio na tibia (p = 0,304 e p

< 0,01). O conteudo de calcio da tibia exibiu correlagdo “positiva” com o contetudo de
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magnésio (p = 0,613 e p < 0,0001). Ja o contetdo de NTx exibiu correlagdo “negativa”
com o peso femoral absoluto (p = -0,241 e p = 0,03), forca de fratura absoluta (p = -

0,523 e p <0,0001) e contetido de célcio na tibia (p =-0,330 e p < 0,01).

5.4. DISCUSSAO

Este estudo investigou a agdo da ovariectomia e ingestdo de cafeina sobre o
tecido 6sseo em ratas treinadas aerobicamente. Nossos resultados mostraram que a
ovariectomia reduziu o peso ¢ a for¢a capaz de promover a fratura dssea, os niveis de
calcio dsseo e urindrio, a taxa célcio/creatinina ¢ a Ostase sangiiinea, e elevou o NTx
urinario. O programa de exercicio aerobico aumentou o peso e a forga capaz de
promover a fratura 6ssea, os calcios dsseos e urinarios, ¢ a Ostase sangiiinea, contudo,
diminuiu o zinco 6sseo ¢ o NTx urindrio. Ja a ingestdo de cafeina elevou os valores de
calcio 6sseo e urinario, magnésio 6sseo ¢ NTx urinario. Contudo, ndo foi observada
interagdo entre os fatores estudados, sugerindo que o programa de exercicio nao
minimizou os efeitos deletérios da ovariectomia sobre o tecido 6sseo, € nem a ingestao
de cafeina potencializou estes prejuizos promovidos pela deficiéncia de estrogénio.

No presente estudo verificou-se que a ovariectomia reduziu o conteudo de célcio
tibial e o peso e a forca de fratura femoral (Tabelas 5.2 e 5.3), demonstrando resultados
similares aos expostos acima. Estes resultados confirmam achados anteriores de que a
deficiéncia de estrogénio acelera a perda de massa e a fragilidade dssea, podendo elevar
o risco de fraturas decorrentes da osteoporose (Chan e Swaminathan, 1998; Hara,
Kobayashi et al., 2007; Dai, Ma et al., 2008; Huang, Chang et al., 2008; Park, Omi et
al., 2008). Por exemplo, Chan et al. (1998) demonstraram em ratas Sprague-Dawley que

a ovariectomia reduziu o peso e o contetido de célcio do fémur de ratas adultas apds 12
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semanas. Hara et al. (2007) identificaram que ratas Fisher 344 OVX apresentavam
menores CMO na diafise. Outros autores, investigando ratas Sprague-Dawley (Dai, Ma
et al., 2008) e Wistar (Huang, Chang et al., 2008), observaram que a OVX reduziu a
resisténcia 6ssea comparada as SHAM apds 6 meses de cirurgia. Portanto, os achados
deste estudo confirmam que individuos pds-menopausa exibem maiores risco de fratura
6ssea por promover um desequilibrio no remodelamento 6sseo.

O incremento no furnover dsseo em virtude da deficiéncia de estrogénio (Rapuri,
Kinyamu et al., 2002; Hubal, Ingalls et al., 2005; Park, Omi et al., 2008) acelera o
remodelamento 6sseo por elevar a mobilizagdo e reduzir sua formagdo (Bonnet,
Beaupied et al., 2007; Fuchs, Shea et al., 2007; D'amelio, Grimaldi et al., 2008). Nossos
resultados ratificam esta suposicdo, pois a ovariectomia promoveu aumento no
marcador de mobilizacdo (NTx urinario) e reduziu o marcador de formagdo Ossea
(Ostase sanguinea, Tabela 5.4). Estes resultados sdo similares a estudos anteriores
(D'amelio, Grimaldi et al., 2008; Park, Omi et al., 2008). Por exemplo, D’ Amelio et al.
(2008) relataram que a deficiéncia de estrogénio em mulheres osteopordticas apresentou
relevante papel sobre a reabsor¢do e perda de massa Ossea, pois estimularam as células
T a aumentar a produgdo de citocinas (TNF-a e RANKL) e precursores de osteoclastos.
Este incremento na mobilizagdo 6ssea, desequilibrando o processo de remodelamento e
fragilizando o osso, foi aqui constatado pela correlagdo negativa do conteudo de NTx
com o calcio na tibia e a for¢a de fratura femoral, sugerindo que quanto maior a
mobilizagdo 6ssea menor teor de calcio se encontra nos 0ssos, reduzindo sua resisténcia.

Por outro lado, Park et al. (2008) verificaram que a OVX elevou um outro
marcador de mobilizagdo 6ssea (TRAP), contudo, aumentou a Ostase em ratas Sprague-
Dawley. Os autores sugeriram que este aumento na Ostase poderia ocorrer devido ao

acoplamento de agdes entre a mobilizagdo e formagdo Ossea no processo de
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remodelamento, onde osteoclastos iniciariam o processo mobilizando calcio e
estimulariam a ativagao dos osteoblastos para formar um novo osso. Contudo, nossos
resultados (Tabela 5.4) ndo mostraram este acoplamento do processo mobilizagdo-
formacgdo, pois, independente da mobilizagdao Ossea ter sido elevada, a formagdo dssea
foi reduzida em funcdo da deficiéncia de estrogénio.

A excrecdo urinaria de célcio tem sido associada a redugao de massa Ossea e
possivel aumento de sua fragilidade (Massey e Sutton, 2004). Estudos anteriores
relatam incremento na perda de célcio urindrio de 24 horas e da taxa célcio/creatinina
em ratas jovens (Islam, Chanda et al., 1998), 3 semanas ap6s a cirurgia de OVX
(O'loughlin e Morris, 2003) e 12 semanas apds a cirurgia (Park, Omi et al., 2008).
Entretanto, um achado intrigante do presente estudo, foi verificar que apds 8 semanas de
estudo, a excre¢do de calcio urinario e a taxa calcio/creatinina foram reduzidas nas ratas
OVX, quando comparadas as SHAM (Tabela 5.4). Resultado semelhante foi mostrado
por Chan et al. (1998), que avaliando ratas idosas 10 dias apds a cirurgia de
ovariectomia, constataram que a excre¢ao de calcio urinario elevou drasticamente nos
animais OVX, porém, apds 2 ¢ 4 semanas da cirurgia, estas perdas urinarias de calcio
diminuiram. Isto levou os autores a concluirem que maiores perdas de calcio urinario
em ratas OVX aconteceriam imediatamente apoés a cirurgia, ¢ estas perdas reduziriam
com o passar do tempo. Tais achados sdo contraditérios aos nossos, mostrando que o
impacto da deficiéncia de estrogénio sobre a excrecdo urinaria de calcio ainda ¢
controverso.

Um dos objetivos do presente estudo foi avaliar se um programa de exercicio de
baixa intensidade, realizado por 30 minutos diarios, seria capaz de promover beneficios
ao tecido dsseo em ratas OVX. Fuchs et al. (2007) constataram aumento no CMO e

forca de fratura dssea em ratas correndo em esteira a 24 m/min por 60 min/dia sob uma
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inclinacao de 5%. Porém, Bonnet et al. (2007) ndo verificaram alteragdes na forga de
fratura quando ratas corriam a 13 m/min por 60 min/dia. Os resultados do presente
estudo mostraram que o programa de corrida a 16 m/min por 30 min/dia promoveu
aumento no peso relativo e forga de fratura do fémur e no conteudo de calcio na tibia
(Tabelas 5.2 e 5.3). Comparados aos do estudo de Bonnet et al. (2007), estes resultados
sugerem que o impacto promovido pela maior intensidade da corrida neste estudo (16
m/min) foi determinante sobre a resposta 6ssea do que a menor duracio do exercicio. A
maior importancia do impacto do exercicio sobre o 0sso em comparagdo a sua duragao
também ¢ mencionado por outros autores (Notomi, Lee et al., 2000; Honda, Sogo ef al.,
2003). Estes resultados evidenciam que o programa de exercicio empregado no presente
estudo ¢ capaz de melhorar a massa e resisténcia dssea de ratas.

Um dos possiveis mecanismos para o aumento no CMO e resisténcia a fratura ¢
a maior taxa de deformacgdo da matriz dssea em resposta ao exercicio de maior impacto.
Tal efeito aumenta o fluido no sistema de rede lacunar-canalicular que, por sua vez,
estimula os osteocitos a desencadear uma cascata de eventos celulares, como elevagao
do calcio intracelular, expressao de fatores de crescimento e incremento na producao da
matriz dssea, potencializando o efeito osteogénico (Turner e Robling, 2005). O presente
estudo mostrou que o processo de formagdo 6ssea foi incrementado, como também o
conteudo de calcio 6sseo, sugerindo que este mecanismo de acdo poderia ser uma das
formas pelas quais o programa de exercicio promoveu melhoras a resisténcia dssea.

Outra possibilidade é que a maior capacidade contratil muscular, em resposta ao
exercicio, poderia elevar o estimulo osteogénico por aumentar a forca de tragdo sobre o
0ss0. Na unidade funcional musculo-esquelética, a massa, o tamanho ¢ a forga 6ssea sdao
alterados em fun¢do da maior forca produzida sobre o osso pela contragdo muscular

(Hubal, Ingalls et al., 2005; Daly, 2007; Renno, Silveira Gomes et al., 2007). No
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experimento do capitulo III observou-se que o programa do exercicio elevou o teor de
proteina muscular, o que provavelmente elevaria a capacidade de contragdo muscular, e
subseqiientemente, a for¢a de tragdo sobre o 0sso nos animais exercitados, podendo,
pelo menos em parte, justificar os beneficios aqui observados do programa de exercicio
sobre o tecido Osseo.

O programa de corrida em esteira empregado aqui promoveu um positivo
remodelamento dsseo, uma vez que suprimiu a reabsor¢ao (NTx urindrio) e estimulou a
formagao ossea (Ostase sangiiinea, Tabela 5.4). Estes resultados foram similares aos de
Iwamoto (Iwamoto, Shimamura et al., 2004) e Creighton (Creighton, Morgan et al.,
2001). Iwamoto (2004) verificou em ratas Wistar jovens correndo a 25 m/min por 60
min/dia que a corrida elevou a Ostase e osteocalcina, além de reduzir o TRAP e
deoxipiridinolina. Creighton et al. (2001) relataram que mulheres exercitando em alto e
moderado impacto, comparadas as exercitadas sem impacto, apresentaram maior
conteudo de osteocalcina, sem afetar o NTx urindrio, porém, estas alteragdes foram
suficientes para elevar a DMO. O incremento da carga mecanica durante o exercicio de
suportar peso tem sido associado com o aumento inicial, seguido por uma reducio na
reabsor¢do Ossea, enquanto a formagdo dssea ativa ¢ sustentada (Iwamoto, Shimamura
et al., 2004). Os resultados do presente estudo sugerem que os aumentos na massa €
resisténcia o0ssea podem ser alcangados ao combinar os beneficios promovidos pela
carga mecanica local com os dos hormoénios calcitrdpicos.

Um resultado intrigante deste estudo foi identificar que o contetido de zinco na
tibia reduziu em decorréncia do programa de exercicio. Estudos mencionam a
importancia do zinco como uma enzima empregada em diversas fungdes, como na
transcricdo genética, vias metabolicas energéticas, processo de crescimento e

cicatrizacdo (Williams, 2002; Wolinsky e Jhickson Jr., 2002; Lukaski, 2005; Chinevere,
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Kenefick et al., 2008). Contudo, ndo encontra relatos de mobiliza¢ao do zinco 6sseo em
virtude da pratica do exercicio fisico, apesar de autores afirmarem que o catabolismo
muscular ¢ acompanhado pela liberacdo de zinco no plasma (Wolinsky e Jhickson Jr.,
2002), e que o exercicio extenuante pode reduzir sua perda no suor (Chinevere,
Kenefick et al., 2008) e afetar a cinética do zinco (Volpe, Lowe et al., 2007). Seco et al.
(1998) investigaram os efeitos da corrida extenuante em ratos Wistar por 11 semanas, e
verificaram que o comprimento, peso, DMO e CMO diminuiram com a pratica do
exercicio, além de constatar que a suplementacdo de zinco (20% da recomendacdo)
preveniu tais prejuizos aos 0sseos. Porém, estes autores ndo analisaram os contetidos de
cada mineral 6sseo, ndo podendo afirmar que o menor CMO tenha ocorrido em fungdo a
reducdo do contetido de zinco no osso. Todavia, no presente estudo, a redugdo no
conteudo de zinco 6sseo devido ao programa de corrida aerdbia nao foi o suficiente para
interferir sobre as melhorias desencadeadas no tecido 6sseo pelo exercicio. Este assunto
deve ser motivo de maior atencdo em futuros estudos.

O programa de exercicio aerdbico de baixa intensidade por 30 minutos didrios
contrapds os efeitos deletérios da deficiéncia de estrogénio sobre o tecido Osseo. Isto
sugere que a pratica deste tipo de exercicio € benéfica na prevengdo e tratamento da
osteoporose decorrente da deficiéncia estrogénica.

A ingestdo de cafeina ndo modificou os parametros avaliados para resisténcia
Ossea (Tabela 5.2), porém, verificou-se que a ingestao de cafeina elevou ligeiramente os
teores de magnésio e a percentagem de célcio na tibia (Tabela 5.3). Apesar da ingestao
cronica de cafeina poder reduzir o CMO ¢ DMO (Chen e Whitford, 1999; Dew, Day et
al., 2007) e resisténcia o0ssea (Rapuri, Gallagher et al., 2001; Heaney, 2002; Tsuang,
Sun et al., 2006), nossos resultados nao suportam tal afirmagdo. O efeito da ingestdo de

cafeina sobre o tecido 6sseo ndo foi encontrado em mulheres jovens de 14-40 anos
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(Wetmore, Ichikawa et al., 2008) e pds-menopausa (Lloyd, Johnson-Rollings et al.,
2000; Rico, Canal et al., 2002). Em contrapartida, Chen et al. (1999) estudaram por 6
semanas o efeito da ingestao de cafeina (3, 25 e 100 mg/kg) sobre o tecido O6sseo em
ratas Sprague-Dawley, e observaram que apenas a ingestdao de 100 mg de cafeina/kg
reduziu o CMO. No presente estudo, utilizou-se a dose de cafeina de 6 mg/kg,
considerada como o consumo habitual para individuos de 70 kg de peso corporal. Esta
dose ndo afetou negativamente os parametros do tecido 6sseo avaliados, sugerindo que
em doses corriqueiras a cafeina ndo prejudicaria o tecido 6sseo. Por outro lado, no
capitulo VII, observou-se que a cafeina elevou a absor¢do intestinal de calcio, o que
poderia justificar o ligeiro aumento na percentagem de célcio da tibia e a manutengdo da
resisténcia Ossea, apesar de aumentar a excre¢do urinaria de calcio e o processo de
mobilizagao ossea.

Quanto ao efeito da ingestdo de cafeina sobre a homeostase de célcio, nossos
resultados mostraram que a cafeina elevou o conteido de célcio urinario (Tabela 5.4).
Resultados similares foram reportados por outros estudos (Chen e Whitford, 1999;
Heaney e Rafferty, 2001; Massey e Sutton, 2004). Apesar de ndo significante, a taxa
calcio/creatinina foi maior nos animais que consumiram cafeina, sugerindo que o
aumento da excregdo de calcio urinario foi independente de uma maior fungao renal. A
hipercalcitria induzida pela cafeina é no minimo em parte mediada pelos receptores de
adenosina, que agem como estimulador da reabsor¢do de célcio nos tibulos renais. A
cafeina, desta forma, bloquearia os receptores de adenosina A1l reduzindo a reabsorgao
de célcio nos tubulos distais, ¢ consequentemente, elevando suas perdas urinarias
(Massey e Sutton, 2004; Daly, 2007). Este poderia ser um mecanismo ao qual levou a

cafeina aumentar a excrecao de calcio na urina.
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Um resultado inédito do presente estudo, foi identificar que a ingestao de cafeina
aumentou o conteido de NTx urindrio, sugerindo que esta substancia elevaria o
processo de mobilizacdo Ossea, o que poderia moldar para um aumento na excrecao
urinaria de calcio, diminuicdo na massa 6ssea e incremento no risco de fratura. Um
estudo anterior observou a possivel reducao no processo de formacao Ossea, devido ao
aumento na taxa de apoptose dos osteoblastos (Tsuang, Sun et al., 2006), porém, nao
foram encontrados relatos da agdo da cafeina sobre a mobilizagdo dssea. Sakamoto et al.
(2001) estudaram ratos Wistar por 20 semanas consumindo 6,8 mg de cafeina/kg (por
meio de café) e ndo observaram alteragdo nos marcadores de mobilizagao
(deoxipiridinolina) e de formacdo Ossea (osteocalcina), nem na excrecdo de calcio
urindrio. Os efeitos da ingestdo de cafeina sobre o tecido dsseo sdo controversos e nao
conclusivos, pois em nossos resultados, apesar do aumento na excre¢ao de calcio e no
processo de mobilizagdo Ossea, além de constatar um ligeiro aumento nos teores de
calcio e magnésio na tibia, estas modificagdes promovidas pela administracdo de
cafeina nao foram suficientes para interferir na resisténcia dssea.

Concluiu-se que animais com deficiéncia de estrogénio apresentam conteudos de
minerais e resisténcia dssea reduzidos, devido ao incremento no processo de reabsorgao
e supressao no processo de formagdo 6ssea. A corrida de baixa intensidade, por 30
minutos, contrapds os efeitos da ovariectomia, apesar de ndo inibir seus efeitos
deletérios sobre o tecido 6sseo. Contudo, o exercicio também aumentou a perda de
zinco dsseo. Ja a ingestdo de cafeina, apesar de elevar as perdas urinarias de calcio e o
NTx urinario, elevou os teores de célcio e magnésio 6sseo, mas ndo interferiu na
resisténcia 6ssea. Todavia, ndo potencializou os efeitos deletérios da ovariectomia sobre

o tecido dsseo.
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CAPITULO VI:
IMPACTO DA OVARIECTOMIA, INGESTAO DE CAFEINA E EXERCICIO
AEROBICO SOBRE O TECIDO OSSEO DE RATAS WISTAR COM 50% DA

RECOMENDACAO DE CALCIO DIETETICO.

6.1. INTRODUCAO

A baixa ingestdo de calcio ¢ um comportamento alimentar entre as mulheres
brasileiras (Velasquez-Meléndez, Martins et al., 1997; Montilla, Aldrghi et al., 2004;
Batista, Priore et al., 2006), que pode elevar o risco de osteoporose (Huang, Chang et
al., 2008), por afetar o seu metabolismo e a homeostase 6ssea (Lanzillotti, Lanzillotti et
al., 2003; Wetmore, Ichikawa et al., 2008). A deficiéncia do calcio dietético pode
reduzir a sua quantidade absorvida no intestino, levando a menores niveis sangiiineos
(Hitz, Eskildsen et al., 2005; Park, Omi et al., 2008; Zhang, Dong et al., 2008). O
reduzido nivel de calcio circulante estimula a liberagdo de hormonio da paratiredide
(PTH) para restaurar seus niveis no sangue. Por sua vez, o PTH atua diminuindo a
excrecdo urinaria de calcio, além de elevar sua absorcao intestinal e mobilizagdo dssea
(Costa e Peluzio, 2008; Mcmanus, Davey et al., 2008). Contudo, poucos estudos t€ém
investigado se o baixo consumo de calcio associado a deficiéncia estrogénica afeta o
tecido 6sseo de individuos pos-menopausa.

A deficiéncia do estrogénio pds-menopausa promove aumento no turnover 4sseo
(Rapuri, Kinyamu et al., 2002; Hubal, Ingalls et al., 2005; Park, Omi et al., 2008),
produzindo um desequilibrio no remodelamento 6sseo, onde a mobilizagdo sobrepde a
formagao 6ssea (Bonnet, Beaupied et al, 2007; Fuchs, Shea et al., 2007; D'amelio,

Grimaldi et al., 2008), acarretando maior fragilidade (Hara, Kobayashi et al., 2007; Dai,
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Ma et al., 2008; Huang, Chang et al., 2008; Park, Omi et al., 2008). As conseqiiéncias
da deficiéncia de estrogénio sobre o tecido O6sseo em individuos recebendo
suplementagdo de célcio tém sido reportadas (Gala, Diaz-Curiel et al., 2001; Stear,
Prentice et al., 2003; Bischoftf-Ferrari, Rees et al., 2008; Lambert, Eastell et al., 2008),
no entanto, pouco tem sido estudado quando associado ao baixo consumo de célcio
(Iwamoto, Takeda et al., 1998). Além disso, o consumo de cafeina pode promover a
perda Ossea, agravando as conseqliéncias da deficiéncia estrogénica e do baixo consumo
de calcio sobre o tecido 6sseo.

A ingestdo de cafeina tem sido associada com a perda de massa dssea (Jasminka,
Brownbill et al., 2002; Massey e Sutton, 2004; Tsuang, Sun et al., 2006), em funcdo de
o seu efeito diurético elevar a excre¢do urinaria de célcio (Chen e Whitford, 1999;
Heaney, 2002), reduzindo a densidade mineral ¢ssea (DMO) e contetido mineral dsseo
(CMO)(Chen e Whitford, 1999; Dew, Day et al., 2007). Apesar de autores sugerirem
que o impacto da ingestdo de cafeina sobre os metabolismos de céalcio e 6sseo serem
mais graves em individuos com inadequacao do calcio alimentar (Wetmore, Ichikawa et
al., 2008), ndo sdo encontrados estudos sobre o efeito da ingestdo de cafeina e baixo
teor de célcio alimentar em mulheres p6s-menopausa.

A pratica do exercicio é recomendada para prevenir e tratar a osteoporose
(Notomi, Okimoto et al., 2003; Park, Omi et al., 2008), em virtude de o estresse
mecanico promover um estimulo osteogénico (Hubal, Ingalls et al., 2005; Rittweger,
Frost et al., 2005; Turner e Robling, 2005; Bonnet, Beaupied et al., 2007). O efeito do
exercicio sobre o tecido 6sseo varia conforme o tipo, intensidade, duracdo e freqiiéncia
do exercicio (Honda, Sogo et al., 2003; Renno, Silveira Gomes et al., 2007). Estudos
relatam inconsisténcia nos resultados de programas de corrida em esteira (12 m/min por

60’; 12 m/min por 120’ ou 18 m/min por 60°) sobre a DMO e forga de fratura dssea
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(Iwamoto, Takeda et al., 1998). Desta forma, este estudo objetivou avaliar os efeitos da
deficiéncia de estrogénio, ingestdo de cafeina e do exercicio aerdbico sobre o tecido

0sseo em ratas Wistar com 50% da recomendacao de calcio dietético.

6.2. MATERIAIS E METODOS
6.2.1. Animais Experimentais

O estudo foi realizado com 80 ratas Wistar adultas de 160 dias de idade (peso
médio: 274,5 + 21,4 g; média=DP), submetidas a cirurgia de ovariectomia (OVX) ou
laparotomia (SHAM). Os animais foram previamente anestesiados com Ketamina (70
mg/kg) e Xilazina (8 mg/kg) intramuscular, recebendo no pos-operatério a
administracdo subcutanea de anti-inflamatério (Ketofen: 2 mg/kg por 3 dias) e
antibiotico (Ampicilina sédica: 30 mg/kg por 5 dias). Apds 3 semanas de recuperacao,
os animais foram alocadas em 8 grupos (n=10), num delineamento fatorial 2 x 2 x 2. Os
grupos foram, entdo, assim constituidos: SSP — SHAM Sedentaria Placebo; SSC —
SHAM Sedentaria Cafeina, SEP — SHAM Exercitada Placebo; SEC — SHAM
Exercitada Cafeina; OSP — OVX Sedentaria Placebo; OSC — OVX Sedentaria Cafeina;
OEP — OVX Exercitada Placebo; e OEC — OVX Exercitadas Cafeina.

Os animais foram alojados em gaiolas individuais, por 8 semanas, mantidos em
ambiente com temperatura de 22+2°C, umidade relativa de cerca de 60% e fotoperiodo
de 12 horas. As ratas receberam diariamente de 18 a 20 gramas de dieta AIN-93M
(Reeves, Nielsen et al, 1993) com metade da recomendagdo de calcio para estes
animais (0,25% de calcio na dieta), além de agua deionizada ad libitum.

Os animais foram obtidos do Biotério Central do Centro de Ciéncias Biologicas

e da Satde da Universidade Federal de Vigosa — MG (Brasil), e os procedimentos
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experimentais foram aprovados pela Comissio de Etica do Departamento de Veterinaria

da Universidade Federal de Vigosa — MG (Parecer n°® 80/2007).

6.2.2. Administraciao de Cafeina

Diariamente, os animais dos grupos SSC, OSC, SEC e OEC receberam
suplementagdo de 6 mg de cafeina/kg de peso corporal/dia, adicionada a dieta dos
animais. Os animais dos grupos SSP, OSP, SEP ¢ OEP receberam apenas a dieta. As
doses de suplementacdo de cafeina foram identificadas em estudos recentes como doses
moderadas utilizadas em humanos e animais (Doherty, Smith et al., 2004; Hartley,

Lovallo et al., 2004; O'connor, Motl et al., 2004).

6.2.3. Protocolo de Exercicio

Apobs um periodo de 2 semanas de recuperacdo da cirurgia, 40 animais foram
submetidos a um processo de adaptacdo ao exercicio de corrida em esteira (8 m/min 10
min/dia por 5 dias). Em seguida, estes animais foram subdivididos em 4 grupos (SEP,
OEP, SEC e OEC) e submetidos a um programa de exercicio aerdbico de corrida em
esteira exercitando numa velocidade de 16 m/min durante 30 minutos diarios, 5 sessoes

por semana, num periodo de 8 semanas, conforme adaptagdo de Iwamoto et al. (2004).

6.2.4. Avaliacdo da Resisténcia Ossea
Apds a eutanasia com CO,, o fémur direito foi imediatamente dissecado para
analises seguintes. O comprimento ¢ a espessura do fémur foram avaliados utilizando-se
paquimetro. O peso dsseo foi aferido em balanga analitica com precisdo de 0,0001 g.
Para a analise da resisténcia a fratura dssea utilizou-se o teste de fratura por trés-

pontos no aparelho texturdmetro TA.HDi Texture Analyser (Stable Micro System Inc —
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USA). Cada extremidade ossea foi apoiada sobre hastes inoxidaveis separadas por 2,5
cm de distancia, onde uma terceira haste, apoiada sobre o ponto intermédio 0Osseo,
realizou uma forga necessdria para se alcancar a fratura (Honda, Sogo et al., 2003;

Shiga, Hara et al., 2003).

6.2.5. Determinac¢ao do Conteudo Mineral Osseo

Apoés a eutanasia, a tibia direita foi retirada, pesada e em seguida digerida em
acido nitrico concentrado por 24 horas. Logo apds, foi transferido para um baldo
volumétrico de 50 mL contendo 0,5 mL de coreto de estroncio ao qual foi completado
com agua deionizada para posterior determinacdo de calcio, zinco e magnésio por
espectrofotometria de absor¢do atomica, em aparelho GBC 908 AA (Perkin Elmer -
USA) (Silva, 1990; Huang, Yang et al., 2002). As amostras foram preparadas segundo
metodologia preconizada pela Association of Official Analytical Chemists (Aoac,

1998).

6.2.6. Determinacao do Calcio Urinario

A urina dos animais foi coletada por 1 dia na 8 semana experimental num
periodo de 24 horas utilizando-se gaiolas metabdlicas individuais. O volume de urina
coletado foi completado para 10 mL com agua deionizada e centrifugado por 15
minutos a 2.865 gravidades (Excelsa-Fanem-Brasil). Ao sobrenadante foi adicionado
acido cloridrico a 50% (20 pL/mL) para a conservag¢ao da amostra.

Uma aliquota do sobrenadante da urina centrifugada foi digerida em &cido
nitrico concentrado por 24 horas. Em seguida, foi transferido para um baldo volumétrico
de 50 mL contendo 0,5 mL de coreto de estroncio e completado com agua deionizada

para posterior determinagdo de calcio por espectrofotometria de absor¢do atdmica, em
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aparelho GBC 908 AA (Perkin Elmer - USA) (Silva, 1990). As amostras foram
preparadas segundo metodologia preconizada pela Association of Official Analytical
Chemists (Aoac, 1998).

Outra aliquota de 50 pL foi pipetada numa cubeta diluida por 500 puL de agua
deionizada para a determinagdo da creatinina urinaria pelo método automatizado de
espectrometria de UV/VIS, segundo Henry et al. (Henry, Cannon et al., 1974). As
analises foram realizadas utilizando kits da marca Bioclin® no equipamento ALIZE®

(Biomérieux-Franga) do Laboratorio Biofarmacos da Universidade Federal de Vigosa.

6.2.7. Determinaciio de Marcadores Bioquimicos Osseos

Apbs a eutanasia, amostras de sangue foram coletadas por pun¢ao cardiaca para
a obten¢do do soro e posterior determinacdo do conteudo de fosfatase alcalina dssea
(Ostase™, Beckman Coulter) por imunoensaio (Access” - USA), pela técnica de
quimioluminescéncia indireta, a partir da curva padrdo de 6 pontos. Os resultados da
fosfatase alcalina 0ssea foram obitidos em picograma / mililitro (pg/mL).

Uma aliquota da urina de 24 horas, coletada e armazenada a -80°C, foi analisada
quanto ao teor do teleopeptideo N-terminal do colageno tipo I (NTx) por meio de teste
ELISA usando kit Osteomark® (EIA — USA). Os valores do NTx foram apresentados
como nanomol de equivalente de coldgeno 6sseo / milimol de creatinina (nM BCE/ mM
creatinina). O conteudo de creatinina urindria para este calculo foi determinado

conforme referido no item 2.6.

6.2.8. Analise Estatistica
Apds submeter os dados ao teste de normalidade (teste de Kolmogorov-

Smirnov), aplicou-se analise de variancia (ANOVA: three-way para as interagdes € os 3
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fatores; além de one-way para grupos independentes e combinagdes) e testes de
correlagdo de Pearson para determinar a relacdo entre varidveis. Para as andlises de
multiplas comparacdes post hoc foi utilizado o teste de Tukey em anélises paramétricas
e Dunn’s em analises ndo-paramétricas. Os calculos estatisticos foram realizados no
software Sigma Stat 3.0 (SPSS), empregando o nivel de significancia estatistica de P <

0,05.

6.3. RESULTADOS
6.3.1. Peso Corporal

Nao foi observada diferencga (P > 0,05; Tabela 6.1) no peso inicial dos animais.
Ao final da 8* semana, ndo houve intera¢do significativa entre os fatores (Ovario,
Exercicio e Cafeina) para o peso corporal final e ganho de peso. Porém, verificou-se que
os animais dos grupos OVX exibiram maior ganho de peso corporal do que os animais
dos grupos SHAM (OSP vs. SSP, OSC vs. SSC, OEP vs. SEP; P < 0,05). Constatou-se
que nos grupos Placebo e Cafeina, os animais OVX-sedentarios exibiram maior ganho
de peso do que os animais SHAM-exercitados (OSP vs. SEP e OSC vs. SEC; P < 0,05).
Observou-se ainda que nos grupos Sedentarios ¢ Exercitados, os animais OVX-placebo
apresentaram maior ganho de peso do que os animais SHAM-cafeina (OSP vs. SSC e

OEP vs. SEC; P <0,05; Tabela 6.1).
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Tabela 6.1. Peso corporal inicial e final dos animais.

SSP OSP SSC OSC SEP OEP SEC OEC

Peso Inicial 273,8+8,9° 275,9+4,4° 270,4+5.4° 278,3+6,3° 271,147,2*° 273,7£7,2° 272,548,1° 280,2+7,5°

Ganho Peso 25,445 7 56,443,6° 20,2434 b 50,645,1° 9,7+7,7° 41,8+6,4 % 15,0+6,0 % 35,243,4%

Valores em média+tEPM. n = 10. Significancia (P< 0,05): médias seguidas pela mesma letra mintiscula na linha para cada pardmetro nao diferem
entre si pelo teste F. SSP (SHAM Sedentario Placebo), OSP (OVX Sedentario Placebo), SSC (SHAM Sedentario Cafeina), OSC (OVX

Sedentario Cafeina), SEP (SHAM Exercitado Placebo), OEP (OVX Exercitado Placebo), SEC (SHAM Exercitado Cafeina), OEC (OVX

Exercitado Cafeina).
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6.3.2. Resisténcia Ossea

Os dados de resisténcia 0ssea foram normalizados pelos valores de peso corporal e
peso do fémur, sendo apresentados de forma absoluta e relativa. Os valores do peso do
fémur foram divididos pelos valores do peso corporal e apresentados na forma de peso
Osseo relativo, ja os valores de espessura, comprimento e forga de fratura foram divididos
pelos valores do peso do fémur, e apresentados na forma de espessura, comprimento e for¢a
de fratura ossea relativa.

Foram verificadas interagdes significantes entre os fatores Ovario e Cafeina para
espessura relativa e for¢a de fratura ¢ssea absoluta (Tabela 6.2). Nos demais parametros
nao foram observadas interagdes (P > 0,05) entre os fatores.

Verificou-se nos grupos Placebo, que os animais OVX apresentaram menor forga de
fratura Ossea absoluta e maior espessura relativa do que os animais SHAM. Nos grupos
Cafeina, os animais OVX exibiram menor for¢a de fratura absoluta do que os placebos. Nos
grupos SHAM e OVX, constatou-se que os animais que consumiram cafeina reduziram a
forca de fratura dssea absoluta quando comparadas aos placebo. Nos grupos OVX
identificou-se que os animais que consumiram cafeina exibiram menores valores que de

espessura relativa do que os animais placebo.
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Tabela 6.2. Resisténcia 6ssea do fémur para interagdo Ovario e Cafeina.

Placebo Cafeina
SHAM 8,04+0,1 8,17+0,17
Espessura Relativa (mm/g)
ovX 8,83+0,1% 8,45+0,14°
SHAM 144,442,174 127,342,124
Forga Absoluta (N)
ovX 120,942,1% 113,9+2,1%°

Valores em médiatEPM. n = 10. Significancia (P<0,05): médias seguidas de pelo menos
uma mesma letra miniscula na linha e maiuscula na coluna para cada pardmetro nao
diferem entre si pelo teste de Tukey. SHAM-Placebo (SSP+SEP), SHAM-Cafeina
(SSC+SEC), OVX-Placebo (OSP+OEP), OVX-Cafeina (OSC+OEC). Independente do

exercicio.

As analises de for¢a de fratura dssea dos animais para os fatores Ovario, Exercicio e
Cafeina separadamente estao apresentados na Tabela 6.3.

Para o fator Ovario, identificou-se que os animais OVX apresentaram maior
espessura € comprimento 6sseo relativo quando comparados aos animais SHAM. Porém,
exibiram menor peso absoluto e relativo, além de forca de fratura 6ssea absoluta e relativa.

Quanto ao fator Exercicio, os animais exercitados apresentaram maior peso 0sseo
relativo e forca de fratura Ossea absoluta e relativa quando comparados aos animais nao
exercitados. No que se refere ao fator Cafeina, os animais que consumiram cafeina
apresentaram menor forga de fratura 6ssea absoluta e relativa quando comparados aos

animais placebos.
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Tabela 6.3. Resisténcia 6ssea do fémur para efeito principal dos fatores.

Efeito Principal dos Fatores

Ovario Exercicio Cafeina

SHAM OvX Sedentario Exercitado Placebo Cafeina

Peso Absoluto (g) 0,51+0,01° 0,49+0,01° 0,50£0,01° 0,50£0,01* 0,50+0,01* 0,50+0,01°

Peso Relativo
1,77+0,02° 1,51ﬂ:0,02b 1,61+0,03" 1,66ﬂ:0,02b 1,63+0,03* 1,64+0,03"
(mg/g)

Espessura
4,12+0,03* 4,18+0,03* 4,20+0,03" 4,10+0,03" 4,17+0,03* 4,12+0,03"
Absoluta (mm)

Espessura
8,11+0,08" 8,64+0,09° 8.44+0,10° 8,30+0,09° 8,43+0,10* 8,31+0,08"
Relativa (mm/g)

Comprimento
33,3+0,1*  33,6+0,1" 33,4+0,2° 33,5+0,1° 33,6+0,1° 33,4+0,1°
Absoluto (mm)

Comprimento
65,6£0,6°  69,6+0,5° 67,3£0,7° 67,940,5° 67,9+0,7* 67,3+0,6"
Relativo (mm/g)

Forga de Fratura
135,8+2,0* 117,4+1,5° 124,6+42,7* 128,6+1,8° 132,6+2,3* 120,6+1,8°
Absoluta (N)

Forca de Fratura
267,644,4% 242.943.7° 250,0+3,8° 260,5+3,1° 267,1£3.8* 243 .4+4.5°
Relativa (N/g)

Valores em média+EPM. n = 10. Significancia (P<0,05): médias seguidas pela mesma letra
minascula na linha para cada parametro ndo diferem entre si pelo teste F. SHAM
(SSP+SSC+SEP+SEC), ovX (OSP+OSC+OEP+OEC), Sedentario
(SSP+OSP+SSC+0OSC), Exercitado (SEP+SEC+OEP+OEC), Placebo
(SSP+OSP+SEP+OEP) e Cafeina (SSC+SEC+OSC+OEC).
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6.3.3. Contetido Mineral Osseo

Os dados do contetido mineral 6sseo foram normalizados pelos valores de peso da
tibia, sendo apresentados de forma absoluta e em percentagem do peso da tibia.

Nao foi observada interagdo significante (P > 0,05) entre os fatores para todos os
parametros avaliados de contetido mineral 0sseo. As andlises dos parametros de contetido
mineral 6sseo dos animais para os fatores Ovario, Exercicio e Cafeina, separadamente,
estdo apresentados na Tabela 6.4.

Quanto ao fator Ovdrio, os animais OVX apresentaram significantemente menor
contetido e percentagem de calcio 6sseo quando comparados aos animais SHAM.

Para o fator Exercicio, foi observado que os animais exercitados apresentaram
maior contetido e percentagem de calcio 6sseo quando comparados aos animais nao
exercitados, porém, exibiram menor conteudo e percentagem de zinco.

Para o fator Cafeina, foi verificado que os animais que consumiram cafeina
apresentaram menor conteudo e percentagem de calcio quando comparados aos animais

placebo.
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Tabela 6.4. Conteudo mineral 6sseo na tibia para efeito principal dos fatores.

Efeito Principal dos Fatores

Ovario Exercicio Cafeina
SHAM ovX Sedentario Exercitado Placebo Cafeina
Peso 6sseo
381,0+4,4" 369,9+3,9" 375,4+4,7"  375,6+£3,7° 374,5+4,1° 377,5+4,4°
(mg)

Conteudo de
47,1+0,6°  422+0,6°  43,5£0,6° 458+0,7°  458+0,5*  43,5+0,8°
Célcio (mg)

Calcio Osseo
12,4+02*  11,540,2°  11,6+£02*  12,240,2°  12,3+0,1*  11,5+0,2°
(%)

Conteudo de
Magnésio 0,98+0,03"  0,94+0,03* 0,91+0,03* 1,00+£0,04* 0,99+0,04* 0,93+0,03*
(mg)
Magnésio
’ 0,25+0,01* 0,25+0,01* 0,26+0,01* 0,24+0,01* 0,26+0,01* 0,25+0,01*
Osseo (%)
Conteudo de

0,224+0,03* 0,17+0,02* 0,30+0,03" 0,09i0,01b 0,20+0,03*  0,19+0,03*
Zinco (mg)
Zinco Osseo

0,060,01° 0,05+0,01° 0,08+0,01* 0,02+0,01° 0,05£0,01* 0,05+0,01
(%)

Valores em média+EPM. n = 10. Significancia (P<0,05): médias seguidas pela mesma letra
minuscula na linha para cada parametro ndo diferem entre si pelo teste F. SHAM
(SSP+SSC+SEP+SEC), ovX (OSP+OSC+OEP+OEC), Sedentario
(SSP+OSP+SSC+OSC), Exercitado (SEP+SEC+OEP+OEC), Placebo
(SSP+OSP+SEP+OEP) e Cafeina (SSC+SEC+OSC+OEC).
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6.3.4. Biomarcadores Osseos e Excrecio de Calcio Urinario

Nao foi observada interacdo estatistica (P > 0,05) entre os fatores Ovario, Cafeina e
Exercicio para os parametros de excrecdo de célcio urinario e biomarcadores 6sseos. Os
resultados para os fatores Ovario, Exercicio e Cafeina separadamente estdo apresentados na
Tabela 6.5.

Quanto ao fator Ovario, observou-se que os animais OVX apresentaram menor
valor de ostase quando comparados aos animais SHAM, porém, exibiram maior NTx.

Quanto ao fator Exercicio, foi identificado que os animais exercitados apresentaram
menor NTx quando comparados aos animais sedentarios.

Para o fator Cafeina, foi constatado que os animais que consumiram cafeina
mostraram maior conteido de calcio urinario, taxa calcio/creatinina ¢ NTx quando

comparados aos animais placebos.
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Tabela 6.5. Excregdo Urinéria de Célcio e Biomarcadores Osseos para efeito principal dos

fatores.
Efeito Principal dos Fatores
Ovario Exercicio Cafeina
SHAM (00, ¢ Sedentario Exercitado Placebo Cafeina
Calcio
0,24+0,04*  0,20+0,02° 0,20+0,02° 0,23+0,02° 0,18+0,01> 0,26+0,02°
(mg/dL/24H)

Taxa Calcio

0,43+0,04° 0,35+0,04° 0,36£0,04° 0,43£0,04° 0,3240,04* 0,47+0,04°

/Creatinina

NTx (nM

BCE/ mM 48,9+1,5°  551+1,8°  552+42,0° 49.8+12° 49,8421  543+1,2°

Creatinina)

Ostase

137,149,6*  102,6+1,3" 126,5+9,9° 113,8+1,7* 116,0+3,2* 123,7+9,9"

(pg/mL)

Valores em média+EPM. n = 10. Significancia (P<0,05): médias seguidas pela mesma letra
minascula na linha para cada parametro nao diferem entre si pelo teste F. SHAM
(SSP+SSC+SEP+SEC), ovX (OSP+OSC+OEP+OEC), Sedentario
(SSP+OSP+SSC+0OSC), Exercitado (SEP+SEC+OEP+OEC), Placebo
(SSP+OSP+SEP+OEP) e Cafeina (SSC+SEC+OSC+OEC).

Neste estudo foram observadas correlagdes significantes entre os parametros
analisados. O peso femoral absoluto apresentou correlacdo “positiva” com a forca de
fratura dssea (p = 0,310 e p < 0,001), peso da tibia (p = 0,793 e p < 0,0001), contetidos de
calcio (p = 0,364 e p < 0,001) e magnésio (p = 0,303 e p < 0,001) na tibia. A forga de

fratura absoluta 6ssea mostrou correlagdo “positiva” com o contetido de célcio na tibia (p =
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0,471 e p < 0,0001). O contetido de calcio da tibia exibiu correlagdo “positiva” com o
contetido de magnésio (p = 0,381 e p < 0,0001). Ja o contetido de NTx exibiu correlagao
“negativa” com a for¢a de fratura absoluta (p = -0,437 e p < 0,0001) e contetido de célcio

na tibia (p =-0,364 e p < 0,001).

6.4. DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo investigar o efeito da ovariectomia, da
ingestdo de cafeina e do exercicio aerdbico sobre o tecido dsseo em ratas com inadequacdo
alimentar de calcio. Confrontados aos resultados constatados no capitulo anterior (capitulo
V, com 100% das necessidades de calcio), observou-se que a baixa ingestdo de calcio, ou
seja, 50% das necessidades diarias, desencadeou alteracdes representativas sobre o tecido
osseo. Neste estudo verificou-se que a ovariectomia ndo afetou os teores urinarios de
calcio, que o exercicio ndo interferiu na excre¢dao de calcio urinario e Ostase sangiiinea, e
que a ingestdo de cafeina reduziu a forca de fratura e o contetido de calcio dsseo, além de
elevar a taxa calcio/creatinina. Contudo, o principal achado foi observar uma interagao
entre a ovariectomia e a ingestdo de cafeina, potencializando a redugdo da resisténcia 0ssea
em animais que ingeriram 50% do calcio recomendado.

Neste estudo foram verificadas correlagdes “positivas” da forca capaz de promover
a fratura 6ssea com o peso do fémur e o conteudo de célcio da tibia, como também
correlagdes “negativas” do conteudo de NTx urindrio com a for¢a de fratura do fémur e o
contetido de calcio da tibia. Tais resultados evidenciam que a massa Ossea ¢ diretamente

relacionada a resisténcia Ossea, ¢ ambas sdo inversamente relacionadas ao processo de

155



mobiliza¢do dssea, apresentando indicios de que a elevacdo da massa dssea previamente
pode ser um importante passo na prevenc¢ao de futuras fraturas decorrentes da osteoporose.

A deficiéncia de estrogénio pode afetar negativamente o CMO e a resisténcia dssea
devido ao desequilibrio no remodelamento ¢sseo (Hara, Kobayashi et al., 2007; Dai, Ma et
al., 2008; Huang, Chang et al., 2008; Park, Omi et al., 2008), por elevar a mobilizacdo e
reduzir a formagdo Ossea (Bonnet, Beaupied et al, 2007; Fuchs, Shea et al., 2007,
D'amelio, Grimaldi et al., 2008). Nossos resultados mostraram que esta hipotese acima
também ¢ verdadeira quando animais ingerem baixos teores de calcio, uma vez que, em
animais que consumiram metade da recomendacdo de calcio, a auséncia do hormdnio
estrogénio reduziu o peso e forca de fratura no fémur, os teores de célcio na tibia e o
conteudo de Ostase sangiiinea, além de elevar o contetido de NTx urinério (Tabelas 6.3, 6.4
e 6.5). Tais resultados foram similares aos observados no capitulo V, onde as ratas
consumiram 100% do célcio recomendado.

Nao foi encontrado estudo com ratas adultas OVX ou mulheres pds-menopausa
sobre os efeitos da ingestdo de baixos teores de calcio sobre o CMO, a resisténcia e os
marcadores 6sseos. No entanto, nossos resultados sdo, em parte, similares aos de Park et al.
(2008), que estudando ratas OVX jovens que consumiram 0,1% de calcio na dieta,
constataram que além de reduzir a DMO, animais OVX com ingestao de baixos teores de
calcio aumentaram os niveis de TRAP. Os achados do presente estudo confirmam a
proposicao de que a deficiéncia de estrogénio em individuos que consomem baixos teores
de calcio promove desordem no metabolismo de calcio afetando negativamente o tecido
0ss€0.

Os niveis de excrecdo urinaria de calcio e a taxa calcio/creatinina observados deste

estudo foram menores que os identificados em animais que consumiram quantidades de
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calcio adequadas (Capitulo V). Isto sugere que a menor oferta de célcio alimentar leva a
uma menor concentragdo de calcio circulante, e conseqiientemente, estimula o aumento dos
niveis de PTH sangiiineo, que inibe as perdas urindrias de calcio para manter seus niveis
sangiiineos mais proximos do adequado (Costa e Peluzio, 2008; Mcmanus, Davey et al.,
2008). Este comportamento na perda de calcio urinario foi observado para os trés fatores
aqui estudados (Ovério, Exercicio e Cafeina; Tabela 6.5), quando comparados aos dados de
excre¢do urinaria do capitulo anterior.

A excreg¢do urinaria de calcio tem sido associada a redugdo de massa 6ssea devido a
osteoporose (Massey e Sutton, 2004). No presente estudo, a ovariectomia ndo afetou a
perda de calcio urinario em ratas que ingeriram baixo teor de calcio (Tabela 6.5). Contudo,
os niveis de calcio urindrio em animais que ingeriram 50% de calcio (capitulo VI) foram
abaixo dos observados em animais que ingeriram 100% de calcio (capitulo V). Isto sugere
que, em animais OVX, a menor ingestdo de calcio minimizou suas perdas urinarias em
razdo de sua menor biodisponibilidade, a fim de manter maiores niveis de calcio circulante.

A ingestdo de cafeina tem sido associada com a perda de massa Ossea (Jasminka,
Brownbill et al., 2002; Massey e Sutton, 2004; Tsuang, Sun et al., 2006), em funcdo ao
aumento na excre¢do de calcio urinario (Chen e Whitford, 1999; Heaney, 2002), resultando
numa maior suscetibilidade a fratura (Rapuri, Gallagher et al., 2001; Heaney, 2002;
Tsuang, Sun et al., 2006). Esta suposicao foi confirmada por este estudo em animais que
ingeriram baixos teores de calcio dietético, onde a ingestdo de cafeina reduziu o conteudo
de calcio na tibia e a forca de fratura do fémur, por elevar a excrecao de calcio e o marcador
de reabsor¢ao Ossea na urina (Tabela 6.3, 6.4 ¢ 6.5). Todavia, estes resultados sobre a

massa ¢ resisténcia 6ssea nao haviam sido verificados no capitulo anterior (100% de
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calcio), sugerindo que a baixa ingestdo de calcio tenha potencializado a acdo da cafeina
sobre o tecido 0sseo.

Um possivel mecanismo para esta acao da cafeina sobre o tecido 6sseo em ratas que
ingeriram baixo conteudo de cdlcio seria que o aumento na excre¢ao de calcio urinario
induzido pela cafeina, poderia diminuir ainda mais a concentragdo de célcio circulante, que
deveria estar baixa em funcdo de sua inadequada ingestdo dietética, uma vez que esta
reduziria quantitativamente a absor¢do intestinal. O inadequado conteudo de célcio
circulante estimula a liberacdo de PTH sangiiineo para restaurar seus niveis circulantes. O
PTH, por sua vez, promove o aumento na absor¢ao intestinal e mobiliza¢do do célcio 6sseo,
além de diminuir a excre¢ao de calcio urinario (Costa e Peluzio, 2008; Mcmanus, Davey et
al., 2008). Uma evidéncia em favor deste mecanismo ¢ que no experimento do capitulo VII
constatou-se que absorcao intestinal de calcio elevou em razdo do consumo de cafeina, e
que neste estudo, os conteudos de calcio e resisténcia 6ssea diminuiram em virtude da
ingestao desta substancia.

Apesar de estudos anteriores sugerirem que a administragdo de cafeina ofereceria
maior risco a perda de massa Ossea por elevar a diferenciacdo dos osteoblastos (Massey e
Sutton, 2004) e aumentar sua taxa de apoptose (Tsuang, Sun et al., 2006), nos resultados
deste estudo, nao foi observada alteracdo significante do marcador de formagdo Ossea
(Ostase) em funcdo do consumo de cafeina. Entretanto, verificou-se que o marcador de
mobilizagdo 6ssea (NTx urinario) elevou ap6s 8 semanas do consumo de 6 mg/kg de
cafeina, sugerindo que a cafeina acelera o processo de remodelamento dsseo por estimular
o processo de mobiliza¢do, mas ndo o de formagao 6ssea. A inconsisténcia de resultados do

impacto da cafeina sobre o tecido 6sseo ainda ¢ grande, porém, os resultados deste estudo
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apontam que a acdo deletéria da cafeina sobre o tecido O0sseo ¢ mais eminente em
individuos com inadequacao de calcio dietético.

Um dos mais importantes resultados deste estudo foi identificar uma interacao
significante entre os fatores Ovario e Cafeina sobre a resisténcia 6ssea. Observou-se que
tanto a deficiéncia de estrogénio quanto a ingestdo de cafeina reduziram a forga necessaria
para promover a fratura 6ssea, sendo que estes efeitos se potencializaram reduzindo ainda
mais a resisténcia Ossea (Tabela 6.2). Estes resultados foram constatados apenas em
animais que ingeriram metade da recomendagdo de calcio alimentar (capitulo VI), mas nao
nas ratas que consumiram 100% do célcio recomendado (capitulo V). Isto evidencia que
mulheres pds-menopausa com padrdo dietético de baixa ingestdo de calcio, associado ao
consumo de alimentos ricos em cafeina, poderdo apresentar riscos de fraturas dsseas
aumentados. Esta ¢ a situacdo tipica das mulheres adultas e idosas brasileiras, que
apresentam ingestao de célcio entre 240 a 625 mg/dia, o que representa 20,0 a 52,1 % da
sua recomendacao didria (Velasquez-Meléndez, Martins et al., 1997; Montilla, Aldrghi et
al., 2004; Batista, Priore et al., 2006), e exibem um aumento no consumo de produtos
cafeinados.

Este estudo também avaliou se o programa de exercicio aerobico de baixa
intensidade promoveria beneficios aos animais que ingeriram baixo teor de caélcio
alimentar. O programa de exercicio aplicado aos animais com deficiéncia de célcio
dietético provocou aumentos no peso e forca de fratura do fémur e conteudo de calcio na
tibia, além de reduzir o contetdo de zinco na tibia e o contetido de NTx urinario (Tabelas
6.3, 6.4 ¢ 6.5). Estes achados foram também observados em animais que consumiram 100%
da recomendacdo de célcio (capitulo V). Entretanto, o programa aplicado ndo afetou a

excre¢do de célcio urindria e a Ostase sangiiinea nos animais que ingeriram baixo teor de
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calcio, o que havia sido observado em ratas consumido 100% de calcio alimentar (capitulo
V).

O estresse mecanico gerado pelo exercicio de suportar peso tem sido o fator mais
eficaz na formagdo e crescimento 0sseo (Rittweger, Frost et al., 2005; Turner e Robling,
2005; Bonnet, Beaupied et al., 2007; Welch, Turner et al., 2008), tendo um papel decisivo
na prevengdo e tratamento da osteoporose (Notomi, Okimoto et al., 2003; Fuchs, Shea et
al., 2007; Park, Omi et al., 2008), porém, existem poucos relatos do exercicio de corrida em
ratas OVX com baixa ingestdo de calcio dietético (Iwamoto, Takeda et al., 1998). Iwamoto
et al. (1998) estudaram ratas Wistar OVX, com osteopenia induzida pela baixa ingestdo de
calcio, correndo em esteira (12 m/min por 60 min), e verificaram que o exercicio elevou a
DMO e forca de fratura da tibia. Estes resultados corroboram os observados no presente
estudo, que mostrou que a intensidade e duracdao do exercicio empregado foram suficientes
para promover beneficios ao tecido 6sseo em animais deficientes de calcio dietético. Além
do mais, no presente estudo, ratas exercitadas e com ingestdo de 50% de célcio mostraram
reduzir o marcador de reabsor¢do, mas, ndo afetou o de formacdo dssea. No capitulo
anterior, verificou-se que ratas consumiram 100% da recomendacdo de célcio elevaram o
contetido da Ostase, de forma similar a um estudo anterior (Gala, Diaz-Curiel ef al., 2001).
Tais achados nos indicam que a defici€éncia de calcio alimentar teria inibido a elevagdo do
processo de formagao 6ssea promovido pelo exercicio de baixa intensidade. Porém, ainda
nao se conhece o mecanismo desta agao.

Como visto anteriormente, os niveis da excre¢ao de calcio urinario nos animais que
consumiram baixos teores de calcio apresentaram-se menores quando comparados aos
resultados do capitulo anterior (100% de calcio). A baixa ingestdo de calcio promovendo

uma reduzida absorg¢do intestinal, e subseqiiente, menores niveis de célcio circulante pode
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ter sido o motivo pelo o qual a perda urinaria de calcio em funcdo ao programa de
exercicio, foi minimizada neste estudo quando comparada ao capitulo V. Esta menor perda
de célcio poderia ser um mecanismo protetor do organismo, a fim de poupar os niveis de
calcio séricos para suas funcdes fisioldgicas, no entanto, este mecanismo ainda precisa ser
esclarecido.

Como no capitulo anterior (Célcio 100 %), neste estudo constatou-se que o
treinamento fisico reduziu o contetido de zinco na tibia. Comparando os resultados do
capitulo V (Célcio 100 %) com os do atual estudo (Calcio 50 %), verifica-se que os valores
da percentagem de zinco 6ssea ndo exibem grandes modificagcdes que pudessem sugerir que
a deficiéncia de calcio afetaria seus estoques Osseos. Desta forma, os resultados aqui
verificados sdo atribuidos especificamente a realizacdo do exercicio. Nao foram
encontrados relatos de mobilizagdo do zinco 6sseo em virtude da pratica de exercicio,
apesar de alguns autores mencionarem que o exercicio extenuante pode reduziu o CMO
(Seco, Revilla et al., 1998) e o zinco no suor (Chinevere, Kenefick et al., 2008). Isto sugere
que o mecanismo da agdo do exercicio sobre o conteido do zinco dsseo precisa ser
investigado futuramente.

Em conclusdo, no presente estudo observou-se que animais que ingeriram a metade
da recomendagao de célcio dietético, que a deficiéncia de estrogénio e a ingestdo de cafeina
reduziram a massa ¢ a resisténcia dssea. A ovariectomia afetou o remodelamento 6sseo por
estimular a mobilizagdo e reduzir a formagdo dssea, ja a ingestdo de cafeina elevou a
excre¢do urinaria de célcio e a mobilizacdo Ossea. Estes efeitos se potencializaram
diminuindo ainda mais a resisténcia ossea, sugerindo que a ingestdo de baixo teor de calcio,
associado ao consumo de produtos cafeinados potencializa os riscos de fraturas 6sseas na
deficiéncia estrogénica. A intensidade e duragdo do programa de exercicio aqui empregado
foram suficientes para beneficiar o tecido 6sseo em animais com deficiéncia de calcio

alimentar.
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CAPITULO VII:
IMPACTO DA OVARIECTOMIA E DA INGESTAO DE CAFEINA E CALCIO

SOBRE O BALANCO DE CALCIO EM RATAS WISTAR.

7.1. INTRODUCAO

A osteoporose ¢ o principal problema de saude publica em mulheres pods-
menopausa, as quais freqiientemente apresentam ma absorcao intestinal e balanco negativo
de calcio devido a redug@o no hormonio estrogénio (Kobayashi, Hara et al., 2002; Zhang,
Dong et al., 2008). O balanco negativo de calcio promove perdas de massa 6ssea e redugao
no conteudo e na densidade de mineral 6ssea, elevando os riscos de fraturas (Kobayashi,
Hara et al., 2002; O'loughlin e Morris, 2003; Park, Omi et al., 2008).

O célcio ¢ o principal mineral dsseo (Mitamura, Hara ef al., 2002; Costa e Peluzio,
2008), cuja absorcao liquida apresenta funcao linear a sua ingestao dietética (Bronner, Salle
et al., 1992). Estudos sugerem que a baixa ingestdo de calcio, apesar de elevar a eficiéncia
na absorcao de calcio, reduz o balanco de calcio e a massa Ossea, agravando a osteoporose
(Hitz, Eskildsen et al., 2005; Park, Omi et al., 2008; Zhang, Dong et al., 2008). Velasquez-
Meléndez et al. (1997) mostraram que mulheres brasileiras exibem ingestdo de célcio
proximo a metade de suas recomendagdes didrias, o que expde estas mulheres a maiores
riscos de balanco negativo de célcio e desordens metabolicas 6sseas. Desta forma, embora a
influéncia da ovariectomia sobre a excre¢ao de calcio urinaria ¢ metabolismo 6sseo tenha
sido extensivamente estudada (O'loughlin e Morris, 2003; Dick, Devine et al., 2005; Park,

Omi et al., 2008), o impacto da deficiéncia de estrogénio combinada a baixa ingestdo de
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calcio dietética sobre o balango de calcio demanda mais investigagdes, especialmente
quando associada ao consumo de cafeina.

O efeito da ingestdo de cafeina ao longo prazo sobre o metabolismo de calcio ¢
complexo, podendo afetar inclusive sua absor¢do intestinal (Jasminka e Kerstetter, 2000;
Heaney, 2002). Heaney (2002) relataram perda de 5 mg de célcio por xicara de café
consumida, induzindo o balango de calcio negativo. Além do mais, a ingestdo de altas
doses de cafeina (Ashizawa, Ouchi et al., 1998; Sekiguchi, Kawata et al., 2003) podem
elevar a excrecdo de célcio urindrio, interferindo negativamente nos estoques corporais de
calcio (Huang, Yang et al., 2002), principalmente em mulheres pds-menopausa. O efeito
deletério da cafeina torna-se mais pronunciado quando o calcio dietético ¢ inadequado
(Heaney, 2002), onde a perda urinaria ndo ¢ compensada apds 24 horas do consumo de
cafeina (Jasminka e Kerstetter, 2000; Massey e Sutton, 2004). Isto indica que mulheres
brasileiras, as quais exibem inadequagdo de calcio dietético, estariam sujeitas a maiores
riscos de desordens metabolicas dsseas, especialmente se ndo praticantes de atividade fisica
regular.

O exercicio ¢ conhecido como meio importante para reduzir os riscos de fraturas
osteoporoticas, por elevar a massa 0ssea (Huang, Lin ef al., 2003; Iwamoto, Shimamura et
al., 2004) e o balango de célcio (Leblanc, Evans ef al., 1983; Lutz, Chen ef al., 1987; Yeh e
Aloia, 1990). LeBlanc et al. (1983) relataram redug¢do no balango de calcio em animais
apods pararem de exercitar. Lutz et al. (1987) mostraram que a corrida forcada restabeleceu
o balango de calcio positivo apés 28 dias de sedentarismo. Isto sugere que o treinamento
fisico poderia promover adaptagdes positivas sobre o balango de cdlcio, resultando na

melhoria da qualidade de vida. Contudo, ainda ndo se conhece o impacto de programas de

169



corrida aerdbica sobre o balanco de calcio em mulheres deficientes de estrogénio ingerindo
cafeina e recebendo baixos teores de calcio dietético.

A osteoporose poOs-menopausa ¢ associada com balango de calcio negativo em
funcdo de sua ingestdo dietética insuficiente e deficiéncia estrogénica diminuirem a
absorcao intestinal de célcio. O baixo consumo de calcio, constatado na populacdao de
mulheres brasileiras, poderia reduzir o balango de calcio, conseqiientemente, prejudicar
mais ainda a homeostase Ossea. Adicionalmente, o aumento na ingestdo de cafeina tem
mostrado incrementar as perdas de calcio urinario, podendo afetar negativamente o seu
balango. Em contrapartida, o exercicio aerobico parece ser uma estratégia eficaz para a
prevencdo e tratamento da osteoporose em mulheres pds-menopausa. Porém, existem
poucas evidéncias de seus beneficios sobre o balanco de calcio nesta populacdo. Desta
forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o impacto da ovariectomia e da ingestdo de
cafeina, associada ao baixo consumo de calcio sobre o balanco de calcio em ratas Wistar

treinadas aerobiamente em esteira.

7.2. MATERIAIS E METODOS
7.2.1. Animais Experimentais

Foram utilizadas 80 ratas Wistar adultas de 160 dias de idade (peso médio: 275,5 +
22,8 g; média+DP). Os animais foram alojados em gaiolas individuais, por 8 semanas,
mantidos em ambiente com temperatura de 22+2°C, umidade relativa de cerca de 60% e
foto-periodo de 12 horas.

Os animais foram obtidos do Biotério Central do Centro de Ciéncias Biologicas e da

Saude da Universidade Federal de Vigosa — MG 7, e os procedimentos experimentais foram
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aprovados pela Comissio de Etica do Departamento de Veterinaria da Universidade

Federal de Vicosa — MG (Parecer n° 80/2007).

7.2.1.1. Experimento I — Animais sedentarios

Apbs 3 semanas de recuperagdo das cirurgias, 40 ratas foram alocadas em 8 grupos
(n=5): SPCal00 — SHAM Placebo Célcio 100%; OPCal00 — OVX Placebo Célcio 100%;
SCCal00 — SHAM Cafeina Calcio 100%; OCCal00 — OVX Cafeina Calcio 100%; SPCa50
— SHAM Placebo Calcio 50%; OPCa50 — OVX Placebo Calcio 50%; SCCa50 — SHAM
Cafeina Calcio 50%; e OCCa50 — OVX Cafeina Calcio 50%. O peso corporal foi
monitorado semanalmente, usando balanga eletronica digital (Marte - Brasil). O consumo

de dieta alimentar foi monitorado diariamente.

7.2.1.2. Experimento II — Animais exercitados

Outras 40 ratas, ap6s 3 semanas de recuperagao das cirurgias, foram alocadas em 8
grupos (n=5): ESPCal00 — Exercitado SHAM Placebo Calcio 100%; EOPCal00 —
Exercitado OVX Placebo Calcio 100%; ESCCal00 — Exercitado SHAM Cafeina Calcio
100%; EOCCal00 — Exercitado OVX Cafeina Calcio 100%; ESPCa50 — Exercitado
SHAM Placebo Calcio 50%; EOPCa50 — Exercitado OVX Placebo Calcio 50%; ESCCa50
— Exercitado SHAM Cafeina Calcio 50%; e EOCCa50 — Exercitado OVX Cafeina Calcio
50%. O consumo de dieta foi monitorado diariamente e o peso corporal monitorado
semanalmente.

Duas semanas apds a cirurgia, os animais foram submetidos a um processo de
adaptacdo ao exercicio de corrida em esteira (§ m/min, 10 min/dia por 5 dias). Em seguida,

foram submetidos a um programa progressivo de corrida aerobica em esteira exercitando
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numa velocidade de 16 m/min durante 30 minutos diarios, 5 sessdes por semana, num

periodo de 8 semanas, conforme adaptacao de Iwamoto et al. (2004).

7.2.2. Cirurgia de Ovariectomia

As ratas foram submetidos a cirurgia de ovariectomia (OVX) ou laparotomia
(SHAM), apds anestesia com Ketamina (70 mg/kg) e Xilazina (8 mg/kg) intramuscular,
recebendo no pds-operatorio a administracdo subcutanea de anti-inflamatorio (Ketofen: 2
mg/kg por 3 dias) e antibidtico (Ampicilina sédica: 30 mg/kg por 5 dias), conforme estudos
anteriores (Kobayashi, Hara et al., 2002; Shinoda, Latour et al., 2002; Mcmanus, Davey et

al., 2008).

7.2.3. Administracio de Cafeina e Ingestiao de Calcio

Diariamente, os animais dos grupos SCCal00, SCCa50, OCCal00, OCCa50,
ESCCal00, ESCCa50, EOCCal00 e EOCCa50 receberam suplementacdo de 6 mg de
cafeina/kg de peso corporal, adicionada a dieta dos animais. Os animais dos grupos
SPCal00, SPCa50, OPCal00, OPCa50, ESPCal00, ESPCa50, EOPCal00 ¢ EOPCa50
receberam apenas a dieta (placebo). As doses de suplementagdo de cafeina foram
identificadas em estudos recentes como doses moderadas utilizadas em humanos e animais
(Doherty, Smith et al., 2004; Hartley, Lovallo et al., 2004; O'connor, Motl et al., 2004;
Hadjicharalambous, Georgiades et al., 2006; Chapman e Stager, 2008; Glaister, Howatson
et al., 2008). Todos os animais receberam agua deionizada ad libitum.

Os animais dos grupos SPCal00, OPCal00, SCCal00, OCCal00, ESPCal00,
EOPCal00, ESCCal00 e EOCCal00 receberam diariamente de 18 a 20g de dieta AIN-

93M (Reeves, Nielsen et al., 1993) contendo 100% da recomendagdo de calcio para ratos
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(0,5% de calcio da dieta). Os animais dos grupos SPCa50, OPCa50, SCCa50, OCCa50,
ESPCa50, EOPCa50, ESCCa50 ¢ EOCCa50 receberam diariamente de 18 a 20 gramas de
dieta AIN-93M (Reeves, Nielsen et al., 1993) contendo 50% da recomendagdo de calcio

para ratos (0,25% de calcio da dieta).

7.2.4. Determinaciao do Balanco de Calcio

Na 8* semana de experimento, os animais foram alocados em gaiolas metabolicas
por 24 horas para a coleta de fezes e urina, a fim de se determinar o balango (Balango = Ca
Ingerido — Ca Fecal — Ca Urinario) e as percentagens de retencao (% Retengdo = Balango /
Ca Ingerido) e de absor¢ao (% Absor¢ao = Ca Ingerido — Ca Fecal / Ca Ingerido) de célcio.

O contetdo de calcio ingerido foi determinado pela média do consumo de deita dos
animais no periodo de avaliacdo multiplicado pelo teor de célcio de cada dieta (0,5% para
dieta com 100% de célcio e 0,25% para 50% de calcio).

O conteudo de dieta foi controlado diariamente por quatro dias, e calculou-se a
média didria de dieta consumida pelos animais para ser utilizada no calculo do balango de
calcio. Uma dieta adicionada de carmim (200 mg/ 100 g de dieta) foi fornecida com o
objetivo de marcar as fezes com coloracdo de azul escuro, facilitando identificar as fezes
provenientes da dieta do dia de analise. No primeiro dia de experimento foi colocada dieta
marcada com carmim. Nos dois dias seguintes foram oferecidas as dietas sem marcacao e,
no quarto dia retornou-se com a dieta marcada com carmim no (Quadro 7.1).

As fezes foram coletadas com pinga individualmente durante 4 dias. No 2° dia
coletaram-se as fezes marcadas com carmim, nos 2 dias seguintes coletaram-se todas as
fezes, e no 5° dia coletaram-se apenas as fezes nao marcadas com carmim (Quadro 7.1). O

contetdo total de fezes foi quantificado, seco em estufa a 105°C por 24 horas e novamente
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quantificado. Os valores do contetido de fezes foram divididos por 4 para se obter a média

diaria. Em seguida, a fezes foram trituradas para se analisar o contetido de calcio da mesma.

Quadro 7.1 — Cronograma da oferta de dieta e coleta de fezes e urina.

1° Dia 2° Dia 3° Dia 4° Dia 5° Dia
i Dieta com . ) Dieta com
Dieta ) Dieta normal Dieta normal )
carmim carmim
Fezes Coletar fezes Coletar fezes Coletar fezes  Coletar fezes
marcadas. totais. totais. ndo marcadas
) Inicio da Final da
Urina coleta de coleta de
urina urina

O volume de urina coletado foi completado para 10 mL com &4gua deionizada e
centrifugado por 15 minutos a 2.865 gravidades (Excelsa-Fanem-Brasil). Apds a
centrifugacdo foi adicionado acido cloridrico a 50% (20 pL/mL) para a conservagdo da
amostra.

Aliquotas das fezes e do sobrenadante da urina centrifugada foram digeridas em
acido nitrico concentrado por 16 horas e, a seguir, diluidas em agua deionizada para
posterior determinacao de calcio por espectrofotometria de absor¢ao atdomica, em aparelho
GBC 908 AA (Perkin Elmer - USA) (Silva, 1990; Huang, Yang et al., 2002). As amostras
foram preparadas segundo metodologia preconizada pela Association of Official Analytical

Chemists (Aoac, 1998).
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7.2.5. Analise Estatistica

Apo6s os dados serem submetidos ao teste de normalidade (teste de Kolmogorov-
Smirnov), aplicou-se andlise de varidncia (ANOVA: three-way para as interagdes e os 3
fatores) e testes de correlacdo de Pearson para determinar a relacdo entre variaveis. Para as
analises de multiplas comparagdes post hoc foram utilizados o teste de Tukey em analises
paramétricas e Dunn’s em andlises ndo-paramétricas. Os cdalculos estatisticos foram
realizados no software Sigma Stat 3.0 [SPSS], empregando o nivel de significincia

estatistica de P < 0,05.

7.3. RESULTADOS
7.3.1. Experimento I- Animais sedentarios

Para os fatores Ovario e Calcio foram observadas interagdes estatisticas nos
parametros conteudo de calcio fecal, balango de célcio, % retengdo, % absor¢do e razao
calcio/fezes (Tabela 7.1). Constatou-se que tanto nos grupos SHAM e OVX, os animais que
consumiram 100% apresentaram maior (P<0,05) conteudo de célcio fecal, balango de
calcio e razao calcio/fezes do que os animais que consumiram 50%, entretanto, os animais
dos grupos OVX com 100% de célcio exibiram menores percentuais de retencdo e de
absorcao, comparados aos que receberam 50% de calcio na dieta. Nos grupos 100% de
calcio, os animais OVX mostraram maior conteido de calcio fecal e razdo calcio/fezes,

além de menor balango, % retencao e % absor¢do do que os SHAM.
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Tabela 7.1. Balango de calcio para interagdo Ovario e Calcio.

100% 50%

SHAM 45,8+1,7% 23,3+1,7°°
Calcio Fecal (mg/dia)

OVX 57,5+1,7%° 25,4+1,7°°

SHAM 35,8+1,9% 16,7+1,9%°
Balanco de Célcio (mg/dia)

ovX 23,6+1,9%° 17,4+1,9%°

SHAM 43 342,54 41,54+2,5"
% Retengao de Calcio

ovX 28,8+2,5° 40,142,5*°

SHAM 44,1424 42,0+2,4%
% Absor¢ao de Calcio

ovX 29,242 45 40,6+2,4°°

SHAM 13,0:£0,6™ 8,7+0,6™°
Razao Calcio/Fezes (mg/g)

ovX 15,8+0,65° 8,3+0,6™°

Valores em médiatEPM. n = 10. Significancia (P<0,05): médias seguidas de pelo menos
uma mesma letra mintiscula na linha e maiuscula na coluna para cada pardmetro nao
diferem entre si pelo teste de Tukey. SHAM-Calcio100% (SPCal00+SCCal00), SHAM-
Calcio50%  (SPCa50+SCCa50), OVX-Calciol00% (OPCal00+OCCal00), OVX-
Célcio50% (OPCa50+0OCCa50). Independente da Cafeina.

Para os fatores Calcio e Cafeina foi constatada interagdo estatistica no balango de
calcio (Tabela 7.2). Identificou-se que tanto nos grupos Placebo como nos que consumiram
Cafeina, os animais que consumiram 100% de calcio exibiram maior balango de calcio
(P<0,05) do que os animais que consumiram 50% de célcio. Nos grupos 100% de célcio, os

animais que ingeriram cafeina mostraram maior balango de célcio do que o placebo.
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Tabela 7.2. Balango de calcio para interagdao Calcio e Cafeina.

100% 50%
Placebo 24,842 11 16,7+£2,17°
Balanco de Calcio (mg/dia)
Cafeina 34,642,158 17,442,170

Valores em médiatEPM. n = 10. Significancia (P<0,05): médias seguidas de pelo menos
uma mesma letra mintiscula na linha e maiuscula na coluna para cada pardmetro nao
diferem entre si pelo teste de Tukey. Placebo-Calcio100% (SPCal00+OPCal00), Placebo-
Célcio50% (SPCa50+0PCa50), Cafeina-Calciol00% (SCCal00+OCCal00), Cafeina-
Célcio50% (SCCa50+0CCa50). Independente do Ovario.

Quanto aos demais pardmetros das andlises de balanco de célcio ndao foram
identificados interacdes estatisticas (P > 0,05) entre os fatores. Os resultados de balanco de
calcio para os fatores Ovario, Calcio e Cafeina separadamente estdo mostrados na Tabela
7.3.

Quanto ao fator Ovario, foi observado que os animais OVX apresentaram maior
(P<0,5) contetdo de calcio fecal e razdo célcio/fezes quando comparados aos animais
SHAM, no entanto, exibiram menor contetido urinario, balango, % retencao e % absor¢ao
de calcio.

Para o fator Calcio, os animais que consumiram 100% da recomendacao dietética
mostraram maiores (P<0,5) conteudos de célcio ingerido, fecal, urindrio e fezes, razao
calcio/fezes e balanco quando comparados aos animais consumindo 50%, contudo,
apresentaram menor percentual de retencao e de absorcao de célcio.

Para o fator Cafeina, identificou-se que os animais que consumiram cafeina

exibiram maiores valores (P<0,5) de balango de calcio, percentual de retengdo e de
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absor¢do quando comparados aos animais placebos, todavia, demonstraram menor

conteudo de calcio fecal e razdo calcio/fezes.

Tabela 7.3. Balango de calcio para efeito principal dos fatores.

Efeito Principal dos Fatores

Ovario Calcio Cafeina
SHAM OvVX 100% 50% Placebo Cafeina
Calcio
Ingerido 61,2+5,0° 62,2+4,6° 81,8£1,6" 41,6ﬂ:0,9b 60,9+4,6° 62,5+5,0°
(mg/dia)
Calcio Fecal b b b
34,5+2.8* 41,4439 51,6£2,0°  24,4+0,7 39,843,8*  36,2+3.0
(mg/dia)
Calcio b b
0,42+0,06" 0,25+0,03° 0,47+0,06° 0,20+0,01° 0,36+0,06" 0,31+0,05*
Urinério (mg)
Balanco de
Calcio 26,3+2,5°  20,51,6° 29,7422  17,1+0,8°  20,8+1,7*  26,0+2,5°
(mg/dia)
% Retencao b b b
42.4+1,5* 34,5823 36,1+£2,4*  40,8+1,6 35,542,3"  41,4+1,7
de Calcio
% Absorcao X X X
43,0+£1,5* 34,9823 36,642,4*  41,3+1.,6 36,04£2,3* 41,9+1,7
de Calcio
Conteudo de .
3,2+0,1% 3,4+0,1° 3,6+0,1% 2,9+0,1 3,2+0,1° 3,3+0,1%
Fezes (g/dia)
Razao Calcio b N N
10,8+0,7° 12,1+0,9 14,4+0,5° 8,5+0,4 12,0+0,9° 10,9+0,7

/Fezes (mg/g)

Valores em médiaxEPM. n = 20. Significancia (P<0,05): médias seguidas pela mesma letra

minascula na linha para cada parametro ndo diferem entre si pelo teste F. SHAM
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(SPCal00+SPCa50+SCCal00+SCCa50), OVX (OPCal00+OPCa50+0OCCal00+OCCa50),
Célcio 100% (SPCal00+OPCal00+SCCal00+OCCal00), Calcio 50%
(SPCa50+0OPCa50+SCCa50+0CCa50), Placebo (SPCal00+SPCa50+OPCal00+OPCa50)
e Cafeina (SCCal00+SCCa50+OCCal00+0OCCa50).

7.3.2. Experimento II- Animais exercitados

Os animais do experimento II realizaram uma sessdo de corrida em esteira no dia
em que se coletaram fezes e urina para a determinacdo do balango de calcio. Animais de
experimentagdo, normalmente, ao serem manipulados ficam estressados e muitas vezes
defecam e urinam. Assim, neste experimento, antes de retirar os animais das gaiolas, eles
foram manipulados dentro de suas gaiolas metabdlicas, de forma que estes defecassem e
urinassem dentro das mesmas. Contudo, durante a sessdo de corrida, houve perda fecal, o
que inviabilizou a determinagao do balango e dos percentuais de retengdo e de absorcao de
calcio destes animais.

Para os fatores Calcio e Cafeina foi observada interacdo significante na razao
calcio/fezes (Tabela 7.4). Tanto nos grupos Placebo quanto Cafeina, os animais que
consumiram 100% de calcio apresentaram maior (P<0,05) razio calcio/fezes do que os
animais que consumiram 50%. Nos grupos que consumiram 100% de calcio, os animais

ingerindo cafeina mostraram menor razao calcio/fezes do que o placebo.

179



Tabela 7.4. Balango de calcio para interagdao Calcio e Cafeina.

100% 50%
Placebo 13,640,5" 4,7+0,5%°
Razao Calcio/Fezes (mg/g)
Cafeina 8,4+0,55 4,2+0,5%°

Valores em médiatEPM. n = 10. Significancia (P<0,05): médias seguidas de pelo menos
uma mesma letra mintiscula na linha e maiuscula na coluna para cada pardmetro nao
diferem entre si pelo teste de Tukey. Placebo-Célcio 100% (ESPCal00+EOPCal00),
Placebo-Calcio 50% (ESPCa50+EOPCa50), Cafeina-Calcio 100%
(ESCCal00+EOCCal00), Cafeina-Calcio 50% (ESCCa50+EOCCa50). Independente do

Ovario.

Quanto aos demais parametros das analises de balango de calcio, ndo foram
identificados interagdes estatisticas (P > 0,05) entre os fatores. Os resultados do balango de
calcio para os fatores Ovario, Exercicio e Cafeina, separadamente, estdo mostrados na
Tabela 7.5. Ao fator Ovério ndo se observou alteragdo estatistica nos parametros
analisados.

Para o fator Calcio, identificou-se que os animais que consumiram 100% de calcio
mostraram significantemente maior conteudo de calcio ingerido e razao calcio/fezes quando
comparados aos animais que consumiram 50%.

Para o fator Cafeina, verificou-se que os animais que consumiram cafeina

mostraram menor razao calcio/fezes quando comparados aos animais placebos.
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Tabela 7.5. Balango de calcio para efeito principal dos fatores.

Efeito Principal dos Fatores

Ovirio Calcio Cafeina
SHAM ovXxX 100% 50% Placebo Cafeina
Calcio
Ingerido 60,7£5,2*  57,9+4,3"  793+18"  394+0,8°  584+4,4"  60,2+5,1°
(mg/dia)

Razdo Calcio
7,6+0,9° 7,8+0,9°  11,040,7°  4,4+02°  9.1+1,1°  6,3+0,6°
/Fezes (mg/g)

Valores em médiaxEPM. n = 20. Significancia (P<0,05): médias seguidas pela mesma letra
minascula na linha para cada parametro ndo diferem entre si pelo teste F. SHAM
(ESPCal00 + ESPCa50 + ESCCal00 + ESCCa50), OVX (EOPCal00 + EOPCa50 +
EOCCal00 + EOCCa50), Caélcio 100% (ESPCal00 + EOPCal00 + ESCCal00 +
EOCCal00), Calcio 50% (ESPCa50 + EOPCa50 + ESCCa50 + EOCCa50), Placebo
(ESPCal00 + ESPCa50 + EOPCal00 + EOPCa50) e Cafeina (ESCCal00 + ESCCa50 +
EOCCal00 + EOCCa50).

7.3.3. Experimento I vs. Experimento I1

Ao analisar o balango de calcio para o fator Exercicio (Experimento I wvs.
Experimento II) constatou-se que os animais exercitados apresentaram menor conteudo de
calcio fecal e de fezes, como também menor razdo célcio/fezes quando comparados aos

animais sedentarios, independente dos fatores Ovario, Célcio e Cafeina (Tabela 7.6).
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Tabela 7.6. Balango de calcio para o fator Exercicio.

Calcio Calcio Calcio Conteuado Razao
Fator Ingerido Fecal Urinario de Fezes Calcio/Fezes
Exercicio (mg/dia) (mg/dia) (mg/dia) (g/dia) (mg/g)
Sedentarios 61,7+3,3" 38,0+2,4" 0,33+0,04° 3,3+0,1° 11,5+0,6"
Exercitados 59,343,3° 20,9+2,1° 0,36+0,4° 2,6+0,1° 7,7+0,6°

Valores em média+EPM. n = 40. Significancia (P<0,05): médias seguidas pela mesma letra
na coluna para cada parametro nao diferem entre si pelo teste F. Sedentarios (SPCal00 +
SPCa50 + SCCal00 + SCCa50 + OPCal00 + OPCa50 + OCCal00 + OCCa50),
Exercitados (ESPCal00 + ESPCa50 + ESCCal00 + ESCCa50 + EOPCal00 + EOPCa50 +
EOCCal00 + EOCCa50). Independentes dos fatores Ovario, Célcio e Cafeina.

No experimento I (animais sedentérios), o balango de célcio apresentou correlagdes
estatisticas “positivas” com o contetido de calcio ingerido (p = 0,735 e p < 0,001), célcio
fecal (p = 0,370 e p = 0,02), célcio urindrio (p = 0,531 e p <0,001) e de fezes (p = 0,532 e p
< 0,001), bem como com o percentual de retengdo (p = 0,518 e p <0,001) e de absor¢do (p
= 0,514 e p < 0,001) de calcio. Por outro lado, o percentual de absor¢ao de calcio exibiu
correlagdes “negativas” com o contetido de célcio fecal (p = -0,560 e p < 0,001) e razdo
calcio/fezes (p = -0,622 e p < 0,001).

No experimento II (animais exercitados), o conteudo de célcio ingerido mostrou
correlagdes significantes “positivas” com o contetido de calcio fecal (p = 0,781 e p <
0,001), célcio urinario (p = 0,541 ¢ p < 0,001) e de fezes (p = 0,603 e p < 0,001), além da
razdo calcio/fezes (p = 0,740 e p < 0,001). Verificou-se ainda correlagdo “positiva” entre a
razdo calcio/fezes e os conteudo de calcio fecal (p = 0,934 e p < 0,001) e de fezes (p =

0,340 ¢ p = 0,03).
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7.4. DISCUSSAO

No presente estudo investigou-se o impacto da ovariectomia e da ingestao de calcio
e de cafeina sobre o balango de calcio em ratas exercitadas ou nao. Os resultados apontam
que, em animais sedentarios, a deficiéncia de estrogénio reduziu o balango e o percentual
de absor¢do de calcio; a inadequag@o no consumo de calcio diminuiu o balango, porém,
elevou o percentual de absor¢ao de calcio; e, que a administragdo de cafeina aumentou o
balanco e o percentual de absor¢do de calcio. Verificou-se ainda que a ovariectomia ¢ a
abstinéncia de cafeina reduziram o balango de cédlcio em animais que ingeriram 100% de
calcio, contudo, isto ndo foi verificado em ratas que consumiram 50%. Quanto aos animais
exercitados, constatou-se que a ovariectomia ndo afetou a razdo calcio/fezes, todavia, a
baixa ingestdo de calcio e o consumo de cafeina reduziram a razdo célcio/fezes. Observou-
se ainda que a ingestdo de cafeina reduziu a razao calcio/fezes nos animais que consumiram
100% de célcio, entretanto, esta reducdo ndo foi verificada nos animais que consumiram
50%. Além disso, identificou-se que a razdo calcio/fezes foi menor nos animais
exercitados, quando comparados aos sedentarios.

A ovariectomia promoveu um desequilibrio no metabolismo de calcio como
relatado anteriormente (Kobayashi, Hara et al., 2002; Mitamura, Hara et al., 2002; Zhang,
Lai et al., 2006; Park, Omi et al., 2008). Nossos resultados mostram que, em animais
sedentarios, a deficiéncia de estrogénio desencadeou balango e % de absor¢do de célcio
menores em virtude da maior excrecao de calcio fecal, apesar da perda de calcio urinario ter
sido menor nas OVX comparada as SHAM (Tabela 7.3). Estes achados foram similares a
de outros estudos (Kobayashi, Hara et al., 2002; Zhang, Lai et al., 2006). Por exemplo,
Zhang et al. (2006) estudaram ratas Sprague-Dawley apos 4 semanas da cirurgia de OVX

ou SHAM. Os autores observaram que a OVX reduziu a % de absorgao (40 vs. 60%) e o
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balango de calcio (68 vs. 92 mg/dia) comparado ao SHAM, por terem elevado a excrecao
de calcio fecal (87 vs. 56 mg/dia). Kobayashi et al. (2002) relataram que ratas Fisher
fémeas com 20 semanas de idade apos 8 semanas da cirurgia de ovariectomia exibiram
menor balang¢o de calcio em ratas OVX comparadas as SHAM, devido ao menor transporte
de calcio intestinal. Assim, nossos resultados confirmam relatos anteriores de que a
deficiéncia de estrogénio promove menor eficiéncia na absor¢ao de calcio. Isto sugere que
o aumento nas perdas de calcio fecal tenha sido determinante para o balango negativo e
menor percentual de absor¢do de célcio, por reduzir a capacidade de absor¢do intestinal de
calcio no duodeno, como referido por outros autores (Mitamura, Hara et al., 2002).

Uma das possiveis explicacdes para esta baixa capacidade na absor¢do de calcio
decorrente da ovariectomia seria que na deficiéncia de estrogénio, baixos niveis de
estrogénio seriam acompanhados pela elevada taxa de turnover dsseo, decorrente da baixa
atividade osteoblastica. A deficiéncia estrogénica incrementa a atividade osteoclastica e a
mobiliza¢do dssea, aumentando o cdlcio ionizado circulante. Com isso, a producao de
1,25(0OH),D; ¢ reduzida e, por conseguinte, o estimulo ao transporte intestinal ativo de
calcio diminui (Fnb-lom, 1997). Mitamura et al. (2002) ainda relataram que a ovariectomia
afeta a capacidade da absor¢do de calcio intestinal por prejudicar mais o transporte passivo
de célcio do que o ativo.

Os resultados do experimento I para balango de célcio em virtude da ingestao de
diferentes teores de célcio na dieta corroboram os achados anteriores em humanos e
animais (Mitamura, Hara et al., 2002; Iwamoto, Yeh et al., 2004; Coudray, Feillet-Coudray
et al., 2005; Hitz, Eskildsen et al., 2005; Braun, Martin et al., 2006; Zhang, Dong et al.,
2008). A ingestao de 50% de calcio (0,25% da dieta), neste estudo, reduziu os conteudos de

calcio fecal e urinario, balanco de calcio e a razdo calcio/fezes quando comparados a
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ingestdo de 100% (Tabela 7.3). Nossos resultados exibiram valores similares aos achados
por Iwamoto et al. (2004), que investigaram ratas Sprague-Dawley ingerindo 0,5% de
calcio na dieta por 10 semanas. Num estudo com ingestdo de calcio idéntica ao nosso,
Coudray et al. (2005) constataram resultados similares aos observados neste estudo para os
contetidos de calcio fecal e urinario e balango de calcio. Zhang et al. (2008) estudaram ratas
Sprague-Dawley adultas com restricado mais severa de calcio na dieta (0,1 e 0,6% de calcio)
por 12 semanas, e verificaram que o baixo consumo de célcio reduziu os contetidos de
calcio fecal e urinario, além do balango de calcio. Assim, os achados do nosso estudo, de
que a reduzida ingestao de calcio declina o balango de calcio, sustentam os conhecimentos
cientificos estabelecidos até o presente momento.

Em geral, a eficiéncia na absor¢do de cdlcio varia inversamente ao seu consumo,
mas, a quantidade absoluta absorvida aumenta proporcionalmente a sua ingestdo (Costa e
Peluzio, 2008). Nossos resultados confirmam tal afirmativa, onde a baixa ingestao de célcio
reduziu o balango de célcio, contudo, elevou a % absor¢do de calcio (Tabela 7.3). Também
foi identificada correlagdo “positiva” entre o contedo de calcio ingerido e o balango de
calcio, e “negativa” entre a % absorcao de calcio e a razdo calcio/fezes, evidenciando esta
hipotese. Estes achados sdo similares aos de estudos anteriores (Bronner, Salle et al., 1992;
Mitamura, Hara et al., 2002; Coudray, Feillet-Coudray et al., 2005). Nossos resultados
sugerem que individuos que consomem uma dieta com inadequacdo de calcio dietético,
apesar de elevar a propor¢do da absor¢do de calcio, apresentariam balanco de célcio
negativo, elevando o desequilibrio do metabolismo de calcio, que poderia aumentar o risco
de futuras fraturas 6sseas, hiperparatiroidismo secundario, entre outras patologias.

O experimento II (animais exercitados) demonstra resultados similares aos do

experimento I (animais sedentarios), porém, apenas nao foi observada nos animais
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exercitados alteragao significante no contetido de célcio urinario em fun¢do do consumo de
calcio (Tabela 7.6), verificado em animais sedentarios (Tabela 7.3). Isto poderia ser devido
ao fato do exercicio provocar maior demanda de calcio, e conseqiientemente, preservar os
contetidos deste mineral.

No experimento I houve interagdo entre os fatores Ovario e Calcio. Observou-se
que em animais que consumiram 100% de célcio, a ovariectomia elevou a perda de célcio
fecal e a razdo calcio/fezes, reduzindo o balango e a % absor¢do de calcio, no entanto, este
efeito da deficiéncia de estrogénio ndo foi identificado em animais que consumiram 50% de
calcio (Tabela 7.1). Mitamura et al. (2002) estudaram ratas Sprague-Dawley OVX e SHAM
com ingestao de diferentes teores de calcio na dieta por 4 semanas. Seus resultados foram
similares aos nossos, onde a OVX reduziu o balango de calcio em animais que consumiram
0,4% de célcio, por terem elevado a excregdo fecal de calcio, porém, estas diferengas nao
foram exibidas entre os animais que consumiram 0,2% de calcio. Os autores sugeriram que
estes achados em ratas OVX ocorreram em fun¢do da reducdo nos niveis de estradiol
sangiiineo e o declinio na capacidade de absor¢ao de célcio.

A deficiéncia cronica de calcio proveniente da ingestdo inadequada ou absorgado
intestinal reduzida resultaria em niveis baixos de célcio circulantes, que incrementaria a
sintese e liberacdo do hormonio da paratiredide (PTH). A principal acdo do PTH ¢ regular a
homeostase do calcio, pois eleva sua absor¢do intestinal ao estimular a produgdo de
1,25(OH);Ds, reduz a excrecdo renal nos tubulos distais, € aumenta a mobilizagdo Ossea
para restaurar as concentracdes sangiiineas de calcio (Fnb-lom, 1997; Costa e Peluzio,
2008; Mcmanus, Davey et al., 2008). Isto indica que, nos animais consumindo 50% de
calcio, a concentragdo sangiiinea de PTH estaria aumentada, o que estimularia maior

eficiéncia na absor¢do de calcio, minimizando assim sua deficiente absor¢do promovida
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pela ovariectomia. Este pode ser uma das razdes pelas quais nao se verificou diferenca no
balango de calcio entre ratas OVX e SHAM, quando ingeriram 50% de célcio. Contudo, os
niveis do balango de calcio para estes animais que consumiram baixo teor de célcio
permaneceram bem abaixo dos exibidos pelos animais que ingeriram 100% de célcio
(Tabela 7.1).

Outra possivel explicacdo poderia ser atribuida ao tipo de transporte na absor¢ado
intestinal de célcio. A quantidade de célcio absorvida no intestino depende de sua ingestao
habitual. Quando a ingestdo de célcio ¢ baixa, seu transporte transcelular ativo no duodeno
¢ estimulado e uma propor¢ao maior de calcio ¢ absorvida pelo processo ativo do que pelo
processo paracelular passivo, que predomina no jejuno e ileo (Bronner e Pansu, 1999). Por
outro lado, a deficiéncia de estrogénio causada pela cirurgia de ovariectomia prejudica o
sistema de transporte passivo de céalcio (Mitamura, Hara et al., 2002). Assim, os animais
com baixa ingestao de calcio poderiam ter elevado sua absor¢do pelo transporte ativo de
calcio no duodeno, sobrepondo o declinio na absor¢do de calcio intestinal por meio do
transporte passivo desencadeada pela deficiéncia do hormdnio estrogénio. Todavia, neste
estudo ndo foram realizadas andlises dos tipos de transportes de calcio, ndo podendo
confirmar estes mecanismos.

Nossos resultados mostram que, apesar da possivel melhora na % de absorcao de
calcio nos animais deficientes de estrogeno (ingestdo de 50% de célcio), verificou-se que o
balanco de célcio nestes grupos apresenta valores menores do que os exibidos por aqueles
que ingeriram 100% de célcio (Tabela 7.1). Desta forma, estas evidéncias nos sugerem
afirmar que individuos deficientes de estrogénio que consomem suas recomendacdes de

calcio apresentariam maior balanco de calcio e poderiam apresentar menores riscos de
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desordens na homeostase de calcio, e conseqiientemente, reduzidos riscos de perda de
massa 0ssea e futuras fraturas de origem osteoporoticas.

Um achado intrigante deste estudo foi no balanco de célcio para o fator Cafeina
(Tabelas 7.3 e 7.5). Em animais sedentarios, observou-se que a ingestao de cafeina elevou o
balango e a % de absor¢do de calcio, por ter reduzido o seu contetido fecal e a razao
calcio/fezes (Tabela 7.3). Chen et al. (1999) relatam que a ingestdo de altas doses de
cafeina (25 e 100 mg/kg/dia) em ratos Sprague-Dawley de 6 semanas de idade ndo exibiu
alteracdo significante sobre o conteudo de fecal, balango e % absor¢do de calcio, apesar de
mostrarem tendéncia de resultados similares aos nossos. Heaney et al. (1982), num estudo
epidemiologico investigando mulheres de meia idade, ndo verificaram alteragdo no balango
¢ % de absor¢do de calcio em fun¢do ao consumo de cafeina. Porém, identificaram uma
correlagdo negativa entre a ingestdo de cafeina e o balango de célcio, exibindo perdas de 6
mg/dia de calcio para cada 175 mg/dia de cafeina, que poderia induzir um balango negativo
de célcio. O impacto do consumo de cafeina sobre o metabolismo de célcio ¢ muito
complexo, onde a auséncia de estudos e a inconsisténcia nos resultados evidenciam que os
mecanismos de sua acao ainda sdo desconhecidos.

Em animais exercitados (experimento II), foram verificados resultados semelhantes
aos dos sedentarios para o contetido de calcio fecal e a razdo célcio/fezes, confirmando a
possivel agdo da cafeina em elevar o balango e a % de absor¢ao de calcio, entretanto, o
conteudo de célcio urindrio elevou-se devido a ingestdo de cafeina (Tabela 7.5). Diversos
estudos relatam que a cafeina aumenta a excre¢do de calcio urinario (Chen e Whitford,
1999; Heaney, 2002; Massey e Sutton, 2004), devido a cafeina agir diretamente reduzindo a
reabsor¢ao renal de célcio e secrecdo do hormonio da PTH (Ashizawa, Ouchi et al., 1998;

Heaney, 2002; Massey e Sutton, 2004). Segundo Massey & Sutton (2004) e Daly (2007), a
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adenosina, um mensageiro extracelular que age sobre os receptores de membrana
estimulando a reabsor¢ao de célcio nos tubulos renais, poderia ser bloqueada pela ingestao
de cafeina, e assim, elevar a excre¢do renal de calcio. Porém, ndo se sabe se este aumento
na excre¢ao urinaria de célcio promovida pela administracdo de cafeina por 8 semanas
poderia ter aumentado a absor¢ao de calcio intestinal por reduzir os niveis circulantes de
calcio e, conseqiientemente, ter desencadeado a menor perda de calcio fecal observada,
como mecanismo compensatorio protetor.

Em nossos achados verificou-se interagdo significativa entre os fatores Calcio e
Cafeina (Tabelas 7.2 e 7.4). Nos grupos que consumiram 100% de calcio, os animais
sedentarios ingerindo cafeina elevaram o balango de calcio (experimento I), enquanto os
exercitados reduziram o conteudo de calcio fecal e a razdo calcio/fezes (experimento II).
No entanto, estes resultados ndo foram observados nos grupos que consumiram 50% de
calcio. Como visto acima, a inadequag¢do de calcio dietético promoveria uma baixa
concentracao de calcio circulante, que estimularia a liberagdo de PTH para restaurar seus
niveis sangiiineos, podendo assim, melhorar a eficiéncia na absorcdo intestinal de célcio.
Isto poderia justificar porque ratas que consumiram 50% de calcio ndo apresentaram
diferenga no balango de calcio entre os grupos que consumiram cafeina e placebo, mas
exibidas em ratas que consumiram 100% de calcio. Contudo, ¢ importante ressaltar que o
balanco de célcio nos animais que ingeriram 50% de calcio foi, aproximadamente, a metade
do expresso por aqueles que ingeriram 100% de calcio, o que os tornariam mais suscetiveis
as patologias provenientes das desordens metabdlicas causadas pelo balanco de calcio
negativo.

O possivel aumento no balanco ¢ % de absor¢ao de calcio (Tabelas 7.2 ¢ 7.3)

decorrentes da ingestdo de cafeina como resposta compensatoria a maior perda de calcio
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urinario (Tabela 7.5) sugerida acima, talvez ndo seja o mecanismo mais propicio para
justificar estes resultados. Nas andlises de interacdo Calcio-Cafeina verificou-se
significancia na perda fecal e balanco de calcio e na razdo calcio/fezes (Tabelas 7.2 ¢ 7.4),
mas, ndo foi identificada nenhuma alteragdo sobre a perda urinaria, tampouco uma
correlacdo positiva entre as perdas urinarias e % de absor¢do de célcio. Entdo, o incremento
promovido pela administragdo de cafeina sobre o balango de célcio deveria ser atribuido
exclusivamente a agdo direta da cafeina, e ndo como resposta compensatoria a maior perda
urinaria de célcio. Isto sugere que novos estudos sejam desenvolvidos para esclarecer os
mecanismos pelos quais a ingestdo de cafeina melhorou a eficiéncia no balango de célcio.
Porém, faz-se necessario destacar que a administracdo de cafeina elevou o balanco de
calcio durante a ingestdo adequada de calcio, no entanto, ndo preveniu o balanco negativo
de calcio desencadeado pelo baixo consumo de célcio, tornando estes animais mais
vulneraveis a desordens 0sseas futuras.

Em virtude de ndo ter controlado as perdas de fezes durante a sessdo de corrida no
dia de sua coleta para a determinag@o do balango de célcio, tornou-se impossivel calcular o
balango, a % de retencdo ¢ % de absor¢do de calcio no experimento II. Todavia, o
parametro razao calcio/fezes, que normaliza os valores de calcio fecal pela quantidade de
fezes, pode retratar as perdas de calcio fecal, e inversamente evidenciar a capacidade de
absor¢do de célcio intestinal. No presente estudo observou-se uma correlagao “negativa”
entre a razao calcio/fezes e a % absorcao de célcio (p = -0,626 e p < 0,001). Desta forma, a
razdo calcio/fezes possibilitou comparar a capacidade de absorcao intestinal de calcio entre
os experimentos I e II, ou seja, entre animais sedentarios e exercitados.

Em nossos resultados da razio calcio/fezes, constatou-se que os animais exercitados

exibiram menores valores da razdo calcio/fezes do que os sedentarios (Tabelas 7.6),
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diferengas também observadas para os fatores Ovario, Calcio e Cafeina (Tabelas 7.3 vs.
7.5). Yeh et al. (1990) relatam que o exercicio poderia elevar a demanda de minerais devido
ao incremento nos niveis de vitamina D ativa, e subseqiiente, aumento na absorcao
intestinal de calcio. Ademias, os autores ainda mencionaram que este aumento na absor¢ao
intestinal de calcio ocorre em niveis superiores aos da produg¢do de PTH. Os resultados do
presente estudo confirmam que independente da ovariectomia, do consumo de calcio e da
ingestdo de cafeina, a pratica de exercicio aerdbico reduz a perda de célcio fecal,
melhorando a capacidade de absor¢do de cdlcio intestinal, e possibilitando um balanco
positivo de calcio. Tais efeitos sdo importantes na prevengao e tratamento da osteoporose.

Além do mais, verificou-se nas ratas exercitadas deste estudo, que a ovariectomia
reduziu os conteudos de calcio fecal, pelo fato de terem diminuido o conteudo de fezes e,
devido a isso, ndo houve diferenca significante na razao célcio/fezes entre os animais OVX
e SHAM (Tabela 7.5). Em contrapartida, nos animais sedentarios, a ovariectomia elevou a
razdo calcio/fezes e reduziu o balango e a % absor¢@o de calcio (Tabela 7.3). Estes achados
sugerem que o exercicio aerébico pode prevenir a menor absor¢do de calcio intestinal
desencadeada pela deficiéncia dos hormonios estrogénicos, o que pode prevenir desordens
metabolicas Osseas.

Os resultados deste estudo nos possibilitam concluir que a inadequagao dietética de
calcio, apesar de elevar sua eficiéncia na absor¢do intestinal, promove balanco negativo de
calcio, aumentando o risco de futuras desordens oOsseas. A deficiéncia de estrogénio
desencadeia uma série de eventos que causam menor balango e absor¢do de calcio,
elevando o risco de perdas de massa Ossea e futuras fraturas de origem osteoporoticas. Por
outro lado, contradizendo os achados da literatura at¢ o momento, a ingestdo de 6 mg de

cafeina /kg de peso corporal elevou o balango e a absor¢@o de calcio intestinal. A pratica do
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exercicio de corrida aerdbica de baixa intensidade pode aumentar a capacidade de absorcao
de calcio por ter reduzido as perdas de calcio fecal. Contudo, o impacto da baixa ingestao

de célcio foi mais severo sobre o balango de calcio do que os demais fatores.
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Capitulo VIII:

CONSIDERACOES FINAIS

8.1. Conclusao do Capitulo I1I

A deficiéncia de estrogénio induzida pela ovariectomia promoveu maior ganho de
peso corporal, por elevar a deposi¢ao de gordura corporal, independente do maior consumo
de dieta. O programa de exercicio aerodbico de baixa intensidade melhora a composigdo
corporal, por elevar a proteina e a dgua, além de reduzir a gordura corporal; e a ingestao de
cafeina ndo interferiu sobre a composi¢ao corporal, pois ndo apresentou beneficios sobre a
degradacdo de gordura, tampouco maleficios sobre a desidratacdo, assim, nao confirmando

sua suposta acdo como agente anti-obesidade.

8.2. Conclusao do Capitulo IV

Ao extrapolar nossos resultados para a realidade da populacao brasileira poderiamos
inferir que individuos com inadequacdo de calcio dietético e deficiéncia de estrogénio
apresentariam maiores riscos de perda de massa magra corporal, podendo ser o quadro
mitigado pela pratica do exercicio aerdbico e a abstinéncia ao consumo de cafeina.
Independente de a maior ingestdo alimentar, a deficiéncia de estrogénio induzida pela
ovariectomia estimulou a obesidade, e o treinamento fisico aerdbico favoreceu a perda de
peso e gordura corporal. Todavia, a administragdo de cafeina ndo promoveu agdo anti-

obesidade.
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8.3. Conclusao do Capitulo V

Constatou-se que animais com deficiéncia de estrogénio apresentam contetidos de
minerais e resisténcia 0ssea reduzidos, devido ao incremento no processo de reabsorcao e
supressao no processo de formagdo 6ssea. A corrida de baixa intensidade, por 30 minutos,
contrapds os efeitos da ovariectomia, apesar de ndo inibir seus efeitos deletérios sobre o
tecido 6sseo. Contudo, o exercicio também aumentou a perda de zinco dsseo. Ja a ingestao
de cafeina, apesar de elevar as perdas urinarias de calcio e o NTx urindrio, elevou os teores
de calcio e magnésio 0sseo, mas nao interferiu na resisténcia 6Ossea. Todavia, nao

potencializou os efeitos deletérios da ovariectomia sobre o tecido dsseo.

8.4. Conclusao do Capitulo VI

Observou-se que animais ingerindo a metade da recomendacao de calcio dietético,
que a deficiéncia do hormonio estrogénio e a ingestdo de cafeina reduziram a massa e a
resisténcia Ossea. A ovariectomia afetou o remodelamento Osseo por estimular a
mobilizacdo e reduzir a formagao Ossea, ja a ingestdo de cafeina elevou a excregao urinaria
de calcio e a mobilizagdo Ossea. Estes efeitos se potencializaram diminuindo ainda mais a
resisténcia ossea, sugerindo que a ingestdo de baixo teor de calcio, associado ao consumo
de produtos cafeinados potencializa os riscos de fraturas dsseas na deficiéncia estrogénica.
A intensidade e duragdao do programa de exercicio aqui empregado foram suficientes para

beneficiar o tecido 6sseo em animais com deficiéncia de calcio alimentar.

8.5. Conclusiao do Capitulo VII
Os resultados deste estudo nos possibilitam concluir que a inadequagao dietética de

calcio, apesar de elevar sua eficiéncia na absorc¢ao intestinal, promove balango negativo de
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calcio, aumentando o risco de futuras desordens oOsseas. A deficiéncia de estrogénio
desencadeia uma série de eventos que causam menor balanco e absor¢do de calcio,
elevando o risco de perdas de massa Ossea e futuras fraturas de origem osteoporoticas. Por
outro lado, contradizendo os achados da literatura até o momento, a ingestdo de 6 mg de
cafeina /kg de peso corporal elevou o balango e a absor¢do de célcio intestinal. A pratica do
exercicio de corrida aerdbica de baixa intensidade pode aumentar a capacidade de absorc¢ao
de calcio por ter reduzido as perdas de calcio fecal. Contudo, o impacto da baixa ingestao

de célcio foi mais severo sobre o balango de calcio do que os demais fatores.

8.6. Consideracdes Finais:

Os resultados destes estudos evidenciam que a ovariectomia em ratas adultas foi
capaz de promover caracteristicas patologicas similares as observadas em mulheres pds-
menopausa. Em tais achados se destacam a tendéncia a obesidade, prejuizo sobre a
qualidade do tecido 6sseo e ineficiéncia na absorcdo intestinal de calcio em virtude da
deficiéncia do hormonio estrogénio.

Nossos resultados mostraram que a ovariectomia promoveu aumento no peso
corporal por incrementar o acimulo de gorduras visceral e na carcaga, e que esta cirurgia
afetou negativamente o tecido 6sseo, pois reduziu a forca de fratura e o conteudo de célcio
osseo, e elevou o marcador da reabsor¢do 6ssea. Recentemente, estudos tém demonstrado
uma correlacdo direta entre o peso corporal e a resisténcia 6ssea, devido o maior peso
corporal elevar a carga mecanica suportada pelo esqueleto. Isto indica que quanto maior o
peso corporal maior seria a for¢a sobre o solo que o corpo necessitaria fazer para seus
deslocamentos, sendo que esta maior for¢a corporal promoveria um aumento na pressao

sobre o0s 0ssos e, conseqilientemente, aumento do estimulo osteogénico em fun¢do ao maior

200



peso corporal. Desta forma, os resultados do presente estudo indicam que os efeitos
deletérios da deficiéncia de estrogénio induzida pela ovariectomia sobre o tecido dsseo
sobrepuseram ao possivel aumento da resisténcia 0ssea decorrente ao maior peso corporal
dos animais submetidos a esta cirurgia. Tais resultados sugerem que mulheres poés-
menopausa estariam expostas a maior risco de fraturas osteoporoticas em fungdo ao
decréscimo da qualidade do tecido 6sseo, apesar do maior peso corporal.

No capitulo VII identificou-se que o balango e a percentagem de absor¢ao de calcio
foram menores em animais submetidos a ovariectomia do que aos animais SHAM. Esta
menor absor¢do de calcio, e subseqiiente, baixo contetido de calcio circulante, poderia
estimular a mobiliza¢do do calcio 6sseo por meio da agdo do PTH. Apesar de ndo termos
analisado as concentragdes de calcio e PTH sangiiineos, este mecanismo poderia ser uma
das explicagdes para o menor conteudo de calcio dsseo observados nos experimentos dos
capitulos V e VI, acarretando, assim, menor resisténcia 6ssea nestes animais deficientes de
estrogénio. Contudo, este decréscimo no conteudo de calcio nos ossos, e subseqiiente,
reducdo de sua resisténcia a fratura, ndo podem ser atribuidos a perda de calcio urinario,
pois o calcio urinario reduziu com a ovariectomia. Tal resultado sugere entdo, que a menor
disponibilidade de calcio sangiiineo decorrente da sua menor absorcao intestinal deveria ser
a responsavel pelo decréscimo no contetido de calcio dsseo.

A inconsisténcia dos resultados dos estudos sobre o impacto da cafeina na
composic¢ado corporal ainda ¢ grande, porém, os resultados deste estudo apontam que a acao
deletéria da cafeina sobre o tecido 6sseo € mais eminente em individuos com inadequagao
de calcio dietético. A ingestdo de cafeina (6 mg/kg) ndo promoveu efeito anti-obesidade,
como apresentado por diversos estudos, nem agdo diurética (Capitulos III e IV). Sobre o

tecido Osseo, a administracdo de cafeina mostrou-se prejudicial por elevar as perdas de
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calcio urinario, contetido de célcio 6sseo e o marcador de mobilizacdo Ossea (Capitulos V e
VI). Contudo, a cafeina apresentou efeito benéfico sobre o balango de calcio elevando sua
absor¢do por reduzir a perda nas fezes (Capitulo VII). Ademais, nossos resultados também
nao sdo suficientes para afirmar que o aumento na absor¢ado intestinal de calcio € uma acao
direta da cafeina, e/ou um efeito indireto, como conseqiiéncia do aumento na excregdo de
calcio urinario promovido pela ingestao de cafeina.

Um dos resultados mais importantes deste estudo foi verificar interacdo entre
administrag¢do de cafeina e ovariectomia, o que potencializou a reducao da resisténcia 0ssea
em animais com inadequag¢do de calcio alimentar. Isto sugere que em mulheres pos-
menopausa que ingerem baixos teores de célcio, o consumo de cafeina (ex. 4 a 6 xicaras de
café) apresentaria um risco de fratura 6ssea elevado. Como o baixo consumo de célcio e a
ingestdo de café¢ sdo costumes das mulheres pos-menopausa brasileiras estes fatores de
risco as colocam em um grupo de risco de fratura osteopordtica.

Nossos resultados constataram que mesmo em animais consumindo 50 e 100% da
recomendacgao de célcio, o programa de exercicio reduziu o peso € melhorou a composi¢ao
corporal, elevou o contetido de calcio e a resisténcia 6ssea, e reduziu a mobilizagdo do
calcio 6sseo, além de reduzir a razdo calcio/fezes, o que sugere uma maior absor¢ao de
calcio intestinal. A menor perda de calcio nas fezes, e possivel maior oferta de célcio
circulante, associada ao maior estimulo a formacdo Ossea pelo incremento da Ostase
sangiiinea, poderia ser uma justificativa para o maior conteudo de calcio dsseo, e
conseqiiente, incremento na resisténcia 0sseo.

Os efeitos do programa de exercicio mostraram contrapor os efeitos da ovariectomia
sobre a composi¢ao corporal, tecido 6sseo e balango de calcio. A reducdo no peso corporal

em fun¢do ao exercicio, que poderia diminuir a carga mecanica sobre o esqueleto, ndo foi
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suficiente para inibir o incremento na resisténcia déssea, a qual seria proveniente dos
aumentos no conteudo de calcio 6sseo, formacgao Ossea e, possivelmente, maior absor¢do de
calcio intestinal. Por outro lado, ndo se pode deixar de mencionar que o exercicio de
corrida, mesmo que de baixa intensidade, ¢ um exercicio de impacto, que causa efeitos
benéficos ao tecido 6sseo em fungdo da sua carga mecanica promovida pela agdo
gravitacional sobre o esqueleto 0sseo.

Em contrapartida, neste estudo verificou-se que o exercicio desencadeou uma
reducdo no conteudo de zinco dsseo, tanto em animais que consumiram 100% quanto 50%
de sua recomendac¢dao de calcio. Estudos relatam a importancia do zinco em diversas
fungdes, como na transcrigdo genética, vias metabdlicas energéticas, processo de
crescimento e cicatrizagdo. Porém, as alteragdes até o momento verificadas estdo
relacionadas a redugdo nas concentragdes de zinco no plasma e eritrocitos, sugerindo que os
seus contetidos 0sseos nao sao mobilizados pela deficiéncia de zinco plasmatica, apesar do
relato de que o catabolismo muscular ¢ acompanhado pela liberagdo de zinco no plasma, e
o exercicio extenuante reduziria o CMO. Todavia, o decréscimo no conteudo de zinco
0sseo observado neste estudo ndo foi o suficiente para interferir nos beneficios para o
tecido 6sseo promovidos pelo exercicio, porém, merece maior atengdo em estudos futuros.

Apesar deste estudo ndo ter analisado estatisticamente a ingestdo de célcio (100 %
vs. 50 %), exceto no capitulo VII, nas comparagdes entre os estudos de composi¢dao
corporal (Capitulo IIT e IV) ndo foram observadas grandes alteracdes nos resultados entre o
consumo de 100 e 50 % de calcio dietético. No entanto, quando se analisou o consumo
diferentes quantidades de célcio sobre o tecido 6sseo (Capitulos V e VI) e sobre o balango
de calcio (Capitulo VII), verificou-se que a baixa ingestdo de célcio afetou negativamente

os padroes de resultados em varios parametros avaliados. Isto sugere que a deficiéncia de

203



calcio poderia prejudicar mais o tecido 6sseo e o balango de calcio do que a composi¢ao
corporal.

Haé evidéncias de que apenas a suplementacdo de calcio por si s6 ndo ¢ suficiente
para prevenir as perdas 0sseas promovidas pela menopausa em humanos e animais, sendo
necessaria a combinagdo com outros tipos de tratamentos como terapia de reposi¢ao
hormonal, programas de exercicio, entre outros para que se alcance este objetivo. Além
disso, os resultados deste estudo mostraram que a deficiéncia de célcio alimentar pode
agravar os efeitos deletérios da deficiéncia de estrogénio sobre o tecido 6sseo em ratas,
principalmente, quando associada a administragdo de cafeina.

A baixa ingestdo de calcio mostrou-se responsavel pelos efeitos deletérios da
cafeina sobre o tecido 6sseo (Capitulo VI), o que nao foi observado quando se consumia
calcio como recomendado (Capitulo V). A baixa ingestdo de calcio inibiu o maior balango
de calcio promovido pela administragdo de cafeina em animais sedentarios, € a menor razao
célcio/fezes encontrada em animais exercitados (Capitulo VII). No entanto, esta associacao
nao foi verificada para as analises de composi¢ao corporal (Capitulo III vs. Capitulo 1V).
Tais achados sugerem que os efeitos prejudiciais da ingestdo de cafeina sobre o tecido
0sseo e o balangco de calcio sdo mais evidentes quando associados ao baixo consumo de
calcio. Desta forma, tornam-se necessdria maior atencdo aos padrdes alimentares de
mulheres pds-menopausa, estimulando cada vez mais o consumo de calcio dietético
recomendado e evitando o excesso de produtos ricos em cafeina, além de incrementar a
pratica de atividade fisica, a fim de que esta populagdo possa ter melhor qualidade de vida,

principalmente sobre o aspecto da satide 0ssea, ao envelhecer.
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Anexo I

Aprovaciao do projeto de pesquisa pela Comissao de Etica do Departamento de
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