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RESUMO

Introduc¢ao: Por motivos de seguranc¢a a suplementa¢do com cdlcio em adultos humanos
nas doses recomendadas (1-1.2 g), ainda gera controvérsia. Analisamos por isso a potencial
eficacia de uma dose baixa de suplemento de célcio (concha-de-ostra) nas altera¢des do osso
femoral associadas a deficiéncia estrogénica, num modelo animal.

Materiais e métodos: Ratos Wistarfémeas (n=15) aleatorizados em 3 grupos:
sham,ovariectomizado (OVX), ovariectomizado-suplementado (OVX+S) com célcio (43.6
mg/Kg) e goma Guar (43 mg/Kg) durante 53-dias (dose equivalente humana de 420 mg/dia
de célcio e 414.5 mg/dia de Guar). No dia-60 pesamos os animais eavalidmos pos-sacrificio:
histologia, depdsitos de calcio (VonKossa) vascular, cdlcio femoral e calciuria, biomecanica do
fémur, e biomarcadores séricos. Utilizdmos teste nao-paramétrico (p<0.05) para comparagao.

Resultados: O peso corporal dos animais ovariectomizados com e sem terapéutica aumentou
22% e 33% sem alteracdo da glicemia e perfil lipidico. A remodelagdo dssea aumentou
(p<0.05) nos OVX e OVX+S. A calcitria aumentou nos OVX (107%, p<0.05) e OVX+S
(76%). O suplemento atenuou a hipocalcemia (p<0.01) e reduc¢ao de calcio femoral (p<0.05)
sem depdsitos na aorta, e aumentou a rigidez (p<0.05), tensdo de cedéncia e de fratura
(p<0.05) dos ossos femuraiscomparativamente aos OVX.

Discussao: Doses baixas de suplemento(concha-de-ostra+Guar)atenuam,nos animais
ovariectomizados, o peso corporal, a calciuria, a hipocalcemia e a desmineralizagao femoral,
conferindo-lhe maior rigidez e resisténcia a fractura, sem ocorréncia de depdsitos vasculares
de célcio.

Conclusdao: A suplementacdo com calcio em doses baixas reduz a fragilidade do osso
osteopordético, sem risco aparente de formagao de depodsitos vasculares.

Palavras-Chave: Suplemento de célcio, osteoporose, ovariectomia, testes mecanicos de
flexao, concha de ostra
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ABSTRACT

Introduction: Calcium supplementation in adult humans in the recommended doses (1-1.2
g) still generates controversy for safety reasons. In an attempt to circumvent the risks, we have
studied, in an animal model, the potential efficacy posed by calcium (oyster-shell) low dose
supplementation in preventing the femoral bone changes associated with estrogen deficiency.

Methods: Female Wistar rats (n=15) randomized into 3 groups: sham, ovariectomized (OVX),
ovariectomized-supplemented (OVX+S) with calcium (43.6 mg/kg) and Guar gum (43 mg/
kg) for 53-days (human equivalent dose of 420 mg/day calcium and 414.5 mg/day Guar).
By study day-60 animals were weighted before sacrifice. Parameters collected were: vascular
histology and calcium deposits (Von Kossa staining), femoral and urinary calcium content,
femur biomechanics, and serum biomarkers. Non-parametric test (p <0.05) were applied in
data analysis.

Results: The body-weight of supplemented and non-supplemented animals increased 22%
and 33% with no change in glycaemia and lipid profile. Bone remodeling increased (p<0.05)
in the OVX and OVX+S. The urinary calcium increased in the OVX (107%, p<0.05) and
OVX+S (76%). The supplementation mitigated the hypocalcaemia (p<0.01) and the femoral
calcium reduction (p<0.05) without aorta deposition of calcium, and increased the stiffness
(p<0.05), yield-stress and ultimate-stress (p<0.05) of the femurs compared toOVX.
Discussion: Low doses of supplement (oyster-shell+Guar) attenuated the body-weight gain,
the calciuria, the hypocalcaemia and the femoral demineralization, giving greater femoral
stiffness and toughness without generating vascular calcium deposits in ovariectomized
animals.

Conclusion: Supplementation with low doses of calcium reduces the osteoporotic bone
fragility, without apparent risk of vascular deposits formation.

Keywords: Calcium supplement, osteoporosis, rat ovariectomy, mechanical bending tests,
oyster-shell

136



INTRODUCAO

A suplementacao com calcio, apesar
de recomendada na prevencio da
fratura 6ssea em individuos sauddveis
bem como na osteoporose associada
ao envelhecimento e 4 menopausa' é
assunto controverso, sobretudo por
motivos de seguranca decorrentes
da deposicao de calcio extra-6sseo,
nomeadamente na parede vascular e no
rim. A Osteoporose tem uma prevaléncia
estimada de 200 milhdes de pessoas a
nivel mundial?, sendo que uma em cada
3 mulheres e um em cada 5 homens com
mais de 50 anos sofrera fratura devido
a osteoporose®™. Na Europa, em 2010 a
osteoporose atingia mais de 27 milhoes
de pessoas e estima-se que aumente 23%
até 2025 atingindo perto de 34 milhoes®.
O estudo EpiReumaPT (2014)7 revelou
uma prevaléncia de osteoporose em
10.2% da populagao portuguesa e a
nivel europeu, Portugal é o quinto pais
com menor incidéncia de fratura da
extremidade proximal do fémur® com
uma ocorréncia anual de 9500 destas
fraturas por fragilidade 6ssea®. O elevado
numero de fraturas e morbilidades
associadas a osteoporose tem um grande
impacto nao sé nos gastos em saude,
com estimativa de custos superiores a
35 bilides na Europa6, como também
na produtividade desta populagao
profissionalmente ativa e dos seus
familiares-cuidadores. Em Portugal, em
2006, os gastos apenas com os cuidados
hospitalares decorrentes destas fraturas
j& rondavam os 52 milhdes’.

As doses didrias recomendadas de
ingestdao de calcio variam consoante a
idade, estado fisioldgico e a dieta. Nos
EUA é recomendada a ingestao de 1.2
g/dia de calcio (o que corresponde
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a 3 g/dia de carbonato de calcio) a
mulheres a partir dos 51 anos e homens
septuagendrios enquanto que no Reino
Unido e paises noérdicos europeus as
doses recomendadas sdao da ordem dos
0.8 g'®!'. Em Portugal é recomendado
o consumo didrio de pelo menos 0.9
g de célcio”. O limite méaximo de
ingestao didria de calcio para esta faixa
etaria é de 2 g calcio. Uma dose didria
de 0.8 g obtém-se facilmente numa dieta
equilibrada, ja uma dose de 1.2 g é mais
dificil ser atingida requerendo para tal
a adicio de suplemento de célcio'®'.
No entanto hd que ter em conta que
ha varios fatores que condicionam a
biodisponibilidade do célcio. A absor¢ao
intestinal de célcio diminui durante a
terapéutica com corticosteroides e com
antagonistas da bomba de protdes, com
a idade e na auséncia de estrogénios'>°.
Como o efeito dos sais de célcio na
osteoporose depende em grande parte
da sua biodisponibilidade!, a solucdo
para este problema tem passado pelo
aumento das doses e pela associacao a
vitamina D, sendo pratica terapéutica
a suplementa¢do com doses de 1000 a
1200 mg de célcio por dia’.

Varios ensaios clinicos apontam para
os beneficios 6sseos da suplementacao
com calcio, associado ou ndo a
vitamina D"'®. Contudo, varias revisdes
sistemdticas e meta-analises levadas a
cabo desde 2010'"2° levantam variadas
preocupacdes de seguranca incluindo
risco de acidentes  trombdticos
(corondrios e cerebrovasculares) para
doses de célcio superiores a 0.805 g/dia
sugerindo uma rela¢do risco/beneficio
desfavoravel a suplementagao de calcio.
Um estudo elaborado, em 2013, no
sul de Espanha®! demonstrou que a
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prescricao de suplementos de cdlcio
nao tem habitualmente em conta a
quantidade de célcio ingerida na dieta,
realcando que a suplementacdo com
calcio é inapropriada na maioria dos
casos pecando, principalmente, por
eXxcesso.

Face ao exposto, a formula¢do dos
suplementos de cdlcio bem como a
dose a utilizar para obter beneficios ao
nivel do esqueleto sem causar efeitos
adversos é um assunto importante.
Problemas de seguranca nas doses
recomendadas (1-1.2 g) de suplemento
de célcio justificam a avaliagdo da sua
eficicia em doses mais baixas. Nesse
sentido, os autores testaram o efeito,
no osso femoral de ratos fémeas
deficientes em estrogénios, de uma
dose de calcio equivalente a um quinto
do limite médximo didrio recomendado
na mulher pdés-menopausa, um terco
da dose de suplementagao praticada
atualmente (1.2 g/dia). Como fonte
de célcio recorreu-se a concha-de-ostra
com base em estudos que demonstram
que o CaCO3 destas conchas (900 mg/
dia de calcio) aumenta a densidade
mineral éssea (DMO) em animais e
em mulheres com osteoporose’**. E
como adjuvante da absor¢ao de célcio
associou-se goma Guarcom base em
evidéncias que sugerem que esta fibra
soluvel favorece a absorcao de calcio
em ratos gastroesterectomizados.
Os efeitos da suplementagao ou nio,
durante 53 dias, com esta formulacao
de p6 de concha-de-ostra associado a
goma Guar na dose de 420 mg/dia e
414.5 mg/dia respetivamente, 1 semana
apés ovariectomia de ratos fémeas, sao
apresentados e discutidos neste estudo
bem como a avaliagio do risco potencial
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de formacao de depdsitos vasculares de
calcio decorrentes da suplementacao.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Ratos Wistar fémeas, provenientes da
Harlan (Barcelona, Espanha), foram
mantidos a uma temperatura média
de 21 °C e ciclos de luz de 12 horas. A
experimenta¢cdo animal foi conduzida
de acordo com as regras Comunitarias
e Nacionais relativas a protecao dos
animais utilizados em experimentacao
ou com outros fins cientificos (Diretivas
comunitarias (86/609/EEC), leis nacionais
(DL n° 129/92, Portaria n°. 1005/92) e
toda a legislagao precedente).

Preparacao do p6 de concha-de-ostra

As ostras foram colhidas entre novembro
2003 ejunho 2004 no estudriodorio Sado
(Sapalsado, Setubal, Portugal). Apds
remoc¢ao da parte edivel dos bivalves,
lavamos e desinfetdmos com hipoclorito
de sédio a 1% as conchas e de seguida
seciamos a 103x2 °C durante 8h em
estufa com recirculagio de ar. As conchas
secas foram partidas e pulverizadas em
moinho (Fritschpulverisette, Alemanha)
e o tamanho das particulas uniformizado
para granulometria de 59.3-66.7 um por
mesh 250.

Desenho do estudo

Quinze animais com 3 meses de idade
foram aleatoriamente distribuidos por 3
grupos experimentais (n=>5 por grupo):
controlo (grupo Sham); ovariectomizado
(grupo OVX); ovariectomizado
suplementado (grupo OVX+S). No
dia zero (D0), todos os animais foram



ovariectomizados por laparotomia sob
anestesia de isoflurano, excepto os
do grupo controlo sujeitos apenas a
laparotomia. Também foi administrada
como pré-anestesia medetomidina 50
ug/kg, ip, e dose tnica de amoxicilina
(100 mg/kg, sc), e cetoprofeno (1
mg/kg, sc), pré- e post-laparotomia
enquanto que o atipamezol (250 ug/kg,
sc) foi utilizado para reverter a sedagio.
Os animais foram mantidos em gaiolas
individuais durante todo o ensaio.
Todos os animais foram alimentados
com ragdo de manutencio (4RF21
LPG, MucedolaSrl, Milao, Itdlia) e agua
desionizadaad libitum. Adicionalmente,
o grupo OVX+S foi suplementado
por 53 dias, a partir do dia 7, com 105
mg/Kg de p6 de concha-de-ostra e 43
mg/Kg de goma Guar (Solegraells,
Barcelona, Espanha). Este suplemento
foi administrado com a ragdo, na forma
de peletes (previamente moldados e
secos a 65 °C). Dois meses (D60) apds
ovariectomia, osanimaisforam colocados
em jejum durante a noite e a urina (12h)
e amostras de sangue foram recolhidas
antes do sacrificio. A necropsia incluiu
o exame da superficie externa, olhos
e compartimentos craniano, toracico,
abdominal e pélvico, incluindo visceras.
O coracdo e a croca da aorta foram
armazenados em tampao formol/fosfato
para andlise histopatolédgica. Os fémures
foram pesados limpos e armazenados a
-20 °C para analises posteriores.

Analises de hormonas e marcadores
bioquimicos

As determinacdes de hormonas e
marcadores bioquimicos foram efetuadas
em amostras de soro e incluiram:
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- determinacido dos niveis de
17-beta-estradiol  (E2) por ensaio
de quimioluminescéncia (eE2)
realizado de acordo com as guidelinesdo
fabricante (ADVIA Centaur CP system,
Siemens HealthCare, Alemanha) com
sensibilidade de 11.8 pg/ml;

- determinacido de biomarcadores
metabdlicos, como glucose, triglicéridos,
HDL, LDL e colesterol total, por
doseamento enzimatico com recurso
a analisador automatico (Olympus
AU2700, Hamburg, Alemanha) de
acordo com as guidelinesdos fabricantes
(método da hexoquinase, sistema GPO/
POD, sistema CHO/PAP e colesterol
oxidase, respetivamente);

- determinacdo do calcio sérico,
no analisador automdtico acima
mencionado pelo método colorimétrico
de Arsenazo III com sensibilidade de
0.013mg/L e limite de quantificacdo
(LoQ) de 0.4mg/L.

Avaliacao Histologica

Paraas andlises histologicas, seccdes com
3 um de espessura nominal dos tecidos
parafinados (croga da aorta) montadas
em ldminas de microscépio, foram
coradas com Hematoxilina-Eosina (para
avaliacdo morfoldgica do tecido) e com
VonKossa (para revelagdo de depésitos
de calcio).*’Imediatamente antes da
observagio, as laminas foram montadas
em Entellan ®. As imagens obtidas
a 40x de ampliagdo com recurso a um
microscépio Nikon eclipse 50 i equipado
com uma camara a cores Nikon Digital-
Sight, foram analisadas por um perito,
em ensaio cego. As andlises histolégicas
foram efetuadas em 3 animais de cada
grupo, selecionados aleatoriamente.
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Quantificacao dos biomarcadores de
remodela¢ao 6ssea

No final do estudo analisaram-se
também os marcadores bioquimicos
de remodelagio Ossea, telopeptideo
C-terminal do colagénio tipo 1 (CTX)
como medida da reabsorc¢iao do osso e
propeptidos N-terminal do procolagénio
tipol (PINP) como medida da formacao
Ossea, por testes imunoenzimaticos
(ELISA). As concentracdes de ambas
as proteinas foram determinadas de
acordo com as guidelinesdo fabricante
(ImmunodiagnosticSystems,  Boldon,
TyneandWear, UK) com sensibilidades
de 2.0 e 0.7 ng/mL, respetivamente.

Quantificagido dos conteudos em
calcio

As amostras de ragao (1 g), foram
mineralizadas por via seca (incineracao
em mufla a 550+50 °C) e dissolucao das
cinzas com 4cido nitrico 65% PA26. As
amostras de p6 de concha-de-ostra seca
(1 g), e atotalidade do osso femoral seco
e da urina, foram digeridas com 4acido
nitrico 65% (PA, Merck, Alemanha) a 120
°C durante 4h e seguidamente filtradas e
diluidas em 100 ml de 4gua desionizada
conforme o protocolo adaptado de
AOAC 985.01%". Para a quantificacdo do
calcio as leituras foram efetuadas por
espectrofotometria de absor¢ao atémica
(AAS) (SOLAAR AA Spectrometer M
series,  ThermoElectronCorporation)
com chama de acetileno/protéxido de
azoto.

Testes biomecanicos do osso

Os ossos femorais isolados foram
sujeitos a  testes  biomecanicos
de flexdo em trés pontos, numa
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maquina  eletromecanica  universal
(Instron5566™, InstronCorporation,
Canton, USA). A distincia entre os
pontos de carga exteriores foi de 5 mm,
tendo sido aplicada uma carga de 500
kN no centro do eixo femoral a uma
velocidade constante de 0.01 mm/s
até ocorréncia de fratura. As curvas de
tensao-extensao foram obtidas conforme
descrito previamente?®. Na Fig. 1
exemplificamos uma curvas de tensao-
extensdo obtida a partir do osso femoral.
Os parametros analisados a partir das
curvas de tensdo-extensao obtidas
foram os descritos previamente®®*
nomeadamente, modulo elastico
(Young’s modulus), tensao maxima de
fratura (G ultimate) e tensao de cedéncia
(Oyield), assumindo para os calculos que
os fémures sao semelhantes a cilindros.

Analise estatistica

Os dados estio expressos como
média * erro padrdo. Foi utilizado o
teste nao-paramétrico Kruskal-Wallis
para comparar varidveis continuas e
estabelecido um nivel de significincia
de 0.05. As analises estatisticas foram
efetuadas utilizando o  programa
GraphPadPrism.

RESULTADOS

Doses diarias de calcio ingeridas por
cada grupo de animais

As determinac¢Oes analiticas do cdlcio
revelaram teores de cdlcio elementar
presente na ra¢do da ordem dos 0.62 g
Ca/100 g e ligeiramente superiores no
caso da ragao seca 0.72 g Ca/100 g. Ja
no pé de concha-de-ostra estes teores
foram da ordem dos 41.5g Ca/100g



correspondendo a teores de célcio
organico da ordem dos 96 g/100g. Com
base nestes teores de cdlcio do pé de
concha-de-ostra foram calculadas as
doses correspondentes deste p6 a incluir
na formulagio a administrar diariamente
ao grupo de animais ovariectomizado
que foi suplementado (0.105 g de p6/Kg
peso corporal).

Caracteristicas fisiologicas e
bioquimicas dos ratos fémeas
ovariectomizados e ovariectomizados
suplementados

Na tabela 1 apresentamos as
caracteristicas das populagdes estudadas,
nomeadamente o peso corporal e os
teores dos biomarcadores analisados
de cada grupo animal estudado. O peso
corporal dos animais, sem diferengas
significativas no dia zero (DO0),
aumentou respetivamente 11%, 33% e
22% no grupo controlo, ovariectomizado
(OVX) e ovariectomizado suplementado
(OVX+S) apds dois meses de estudo
(D60). Os niveis séricos de E2 de
ambos o0s grupos ovariectomizados
encontravam-se abaixo do limite de
detegdo (11.8 ug/ml). Os niveis séricos
de glucose, triglicéridos, colesterol
tota, LDL e HDL niao mostraram
diferencas significativas entre os grupos
de animais no final do estudo, mas
a calcemia diminui 6% nos animais
ovariectomizados (p<0.05) enquanto
que nos animais ovariectomizados
suplementados apenas diminui
3% comparativamente aos animais
saudaveis. O aumento da diurese
observado nos animais ovariectomizados
ndo foi estatisticamente diferente entre
os grupos, mas hipercalcitria registada
em ambos os grupos ovariectomizados
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foi apenas significativa (p<0.01)
nos animais ovariectomizados nao-
suplementados. O racio calciuria/
calcemia confirma a maior excrecao
de cdlcio em ambos os grupos
ovariectomizados, cerca do dobro da
observadanos animais saudaveis (sham),
e novamente apenas significativo
(p<0.01) no grupo ovariectomizado
nao-suplementado.

Biomarcadores da remodelacao 6ssea

O marcador sérico de reabsor¢ao
6ssea, CTX, aumentou cerca de 70%
em ambos os grupos de animais
ovariectomizados (OVX e OVX+S
(p<0.05)) comparativamente  aos
animais saudaveis (sham) (Tabela 1).
O marcador sérico de formagio éssea,
PINPB, também aumentou em média 47%
em ambos 0s grupos ovariectomizados
(p<0.05) comparativamente aos
animais saudaveis. Os diferentes
valores de racio PINP/CTX obtidos
para cada um dos grupos, revelam
uma diminui¢do de 12.5% e 19% nos
grupos ovariectomizado suplementado
ou nao comparativamente aos animais
saudaveis (sham), respetivamente, mas
sem significado estatistico.

Propriedades biomecanicas e teor de
calcio dos ossos fémur

O doseamento do teor de calcio por
espectrofotometria de absor¢ao atémica
revelou uma reducio de 21% do
conteido em calcio dos fémures dos
animais ovariectomizados (p<0.05)
comparativamente aos animais
saudaveis (Tabela 2). Nos animais
ovariectomizados  suplementados a
tendéncia de reducido do conteudo
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em calcio do osso femoral foi menor
(14%) e sem significado estatistico
comparativamente ao teor de calcio dos
fémures dos animais saudaveis.

Apesar da reducao do didmetro dos
fémures dos animais ovariectomiza-
dos (2.5%) comparativamente ao dos
animais saudaveis nao ser significativa
(dados nao apresentados), quando o
mesmo ¢é normalizado pelo peso corpo-

ral esta reducao (28%) torna-se signi-
ficativa (Tabela 2) e é acompanhada de
uma reducao de 4% na massa femoral
normalizada. Nos animais ovariecto-
mizados suplementados a reducao do
didmetro normalizado do fémur, ate-
nuada para 20%, nao ¢ significativa e
ocorreu sem alteracao da massa femoral
normalizada comparativamente aos ani-
mais saudaveis.

Tabela 1. Caracteristicas fisiolégicas e marcadores bioquimicos dos grupos estudados

Sham OovX OVX+S
Peso corporal (g) no DO 203.0 = 8.0 205.4 = 9.4 218.4 = 14.2
Peso corporal (g) no D60 220.3 £ 7.0 274.0 £ 13.5® 266.8 £ 852
E2 (pg/mL) 17.2 + 3.1 <DL <DL
Glicemia (mg/dL) 66.0 = 18.6 86.2 = 12.7 81.0 £ 16.9
Triglicéridos (mg/dL) 30.8 £3.3 342 *53 36.8 = 4.6
Colesterol (mg/dL) 84.4 + 4.7 97.0 = 5.9 97.6 = 6.8
HDL (mg/dL) 39.8 3.0 45.6 = 3.5 442 = 1.3
LDL (mg/dL) 38.6 3.9 49.6 = 7.8 46.4 = 4.9
Calcemia (mg/dL) 10.3 + 0.2 9.7 + 0.1 10.0 = 0.1
Urine vol. (ml/12h) 39=+0.7 43 +0.5 59=+0.9
Calcitiria (mg/dl) 31.5+5.8 65.3 £ 4.2°2 563+ 114
Calcitiria / Calcemia 3.0x0.5 6.7 £ 0.5= 57+1.2
CTX (ng/mL) 9.1 +0.8 16.3 £ 2.3% 16.0 = 1.5%
PINP (ng/mL) 14.6 £ 1.2 21.4 +0.6* 224 + 2132
PINP/CTX 1.6 £ 0.0 1.3 +0.2

Grupos de animais estudados: Controlo

saudavel (sham), ovariectomizado (OVX),

ovariectomizado-suplementado (OVX+S). Resultado médio + erro padrao; n=5/grupo; a
p<0.05, aa p<0.01 comparativamente ao controlo; DL — Limite de detecao = 11.8 pg/mL
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Tabela 2. Caracteristicas dos ossos femorais dos grupos de animais estudados

Sham

ovXx OVX+S

Teor de Calcio Femoral (%) 142 + 1.1

Didmetro Femoral / Peso
corporal (mm/g)

Massa Femoral / Peso 0.0027 £+ 0.0001
corporal

Tens3o de Cedéncia (MPa) 190.7 + 15.1
Tensao Maxima de Fratura 269.1 = 19.3
(MPa)

Moédulo Eléstico (GPa) 14.8 + 1.5

0.0128 = 0.0011

11.2 = 0.5% 12.2 £ 0.6

0.0092 =+ 0.0005 0.0101 = 0.0006

0.0026 = 0.0001 0.0027 = 0.0001

176.7 = 4.2 183.6 = 7.9
2193 £ 6.4 263.8 = 10.5°
11.9 £ 0.3 14.5 = 0.5%

Grupos de animais estudados: Controlo saudavel

(sham), ovariectomizado (OVX),

ovariectomizado-suplementado (OVX+S). Resultado médio + erro padrdo; n=5/grupo; a
p<0.05, aa p<0.01 comparativamente ao controlo; DL — Limite de detecao = 11.8 pg/mL

Propriedades mecanicas dos o0ssos
fémur

As curvas de tensdo-extensao obtidas
nos testes biomecanicos de flexao em 3
pontos, exemplificada na Fig. 1, foram
utilizadas para calcular os parametros
que caracterizam as propriedades
biomecédnicas do osso fémur (Tabela
2), nomeadamente tensao de cedéncia
(Yield stress), tensao maxima de fratura
(ultimate stress) e rigidez traduzida pelo
modulo elastico (Young’s modulus). Os
fémures dos animais ovariectomizados
mostraram uma tendéncia para valores
menores das propriedades biomecanicas
avaliadas comparativamente as dos
fémures dos animais saudaveis. Os
fémures dos animais ovariectomizados-
suplementadosapresentampropriedades
mecanicas significativamente superiores
comparativamente as dos fémures

dos animais ovariectomizados nao-
suplementados, nomeadamente:
modulo eldstico refletindo maior rigidez
(p<0.05); e tensao maxima de fratura
(p<0.05) refletindo maior resisténcia
maxima do osso a fratura; a forca/
resisténcia mecanica avaliada pela
tensao de cedéncia também aumentou,
mas nao significativamente.

Avalia¢ao histolégica

A necropsia nao revelou quaisquer sinais
em todos os grupos de animais estudados
e a andlise da massa normalizada do
coracao e aorta revelou auséncia de
diferencas significativas entre os grupos
estudados: animais saudaveis (4.8+0.5),
ovariectomizados suplementados
(4.3x0.1) e nao suplementados
(4.2+0.3). Os exames histologicos de
seccoes da croca da aorta mostram a
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preservacio deste tecido, sem alteragdes
histolégicas e auséncia de depdsitos
de calcio, revelado por coloracao de
VonKossa (Fig. 2), em qualquer uma
das 3 preparacdes observadas para cada
grupo de animais estudado.

DISCUSSAO
A ovariectomia efetuada no rato,
acompanhada da consequente

diminui¢do dos niveis séricos de
estrogénios simula a deficiéncia em
estrogénios que se verifica na pos-

300 -
Oyield

200 -

o (MPa)

50 -

250 - \_\

Young's madulus

\

Oultimate

15 2 25 3
e (%)

Fig.1 Curva de tensdo-extensdo do fémur de um animal saudével;

Parametros biomecanicos

Fig.2 Cortes croca da aorta, coloracao VonKossa (40x). A: Sham; B: animal OVX; C: animal
OVX suplementado
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menopausa na mulher. Sendo esta a
principal causa da rapida perda de massa
6ssea e de aumento da fragilidade do
osso que conduz a osteoporose pos-
menopausica, a ovariectomia tem sido
o modelo animal mais utilizado, para
estudar esta patologia e o efeito de
farmacos na sua terapéutica.

Virios estudos apontam para o efeito dos
estrogénios sobre a absor¢do intestinal
de calcio. A sua administracao aumenta
a absor¢ao de calcio na mulher na pos-
menopausa®>®! e no rato*?, contudo, o
efeito da diminui¢io dos estrogénios
na absorcdo intestinal de calcio, no
rato, nao ¢é coincidente nos varios
estudos efetuados®>**. Alguns desses
estudos indicam uma diminuicao da sua
absor¢ao®>*® que parece nio depender
dos niveis da 1,25(OH)2 vitamina D3!.
No presente estudo, a ovariectomia
diminuiu significativamente a
calcemia, efeito que pode atribuir-se
ao aumento significativo da excrecao
urindria de célcio verificada, ja que
nos animais ovariectomizados que
foram suplementados também
observimos hipercalcitria mas sem
diferencas significativas de calcemia
comparativamente aos animais
sauddveis, indicando que o aumento
do aporte de calcio, contribuiu para
minimizar odesequilibriodahomeostase
do calcio observado na deficiéncia
estrogénica.

O aumento do calcio sérico bem
como do teor em calcio do osso
femoral nos animais ovariectomizados
suplementados, veio comprovar que o
calcio da concha-de-ostra na presenca
da goma Guar é absorvido no intestino e
promove uma eficaz mineraliza¢do éssea.
A biodisponibilidade do célcio (0.9 g) da
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concha-de-ostra ja anteriormente tinha
sido verificado na mulher e no rato com
deficiéncia estrogénica®** através da
avaliacdo da densidade mineral Ossea e
daresisténcia maxima a fratura do fémur,
embora para mais do dobro da dose
equivalente humana agora utilizada.
Estudos em animais comprovaram
também que a biodisponibilidade do
calcio melhora com a associagiao a goma
Guar, mesmo em condicoes adversas a
sua absorcio®?.

No presente estudo, o suplemento
testado, embora numa dose baixa de
calcio, demonstrou ainda, atenuar a
desmineralizacdo éssea que se observa
ap6s ovariectomia conferindo maior
rigidez (moédulo eldstico) e maior
resisténcia maxima a fratura e uma
tendéncia para maior resisténcia
a deformacao plastica e primeiras
microfraturas (tensio de cedéncia) do
fémur dos animais ovariectomizados.
Estes resultados sugerem, portanto,
que os ossos dos fémures dos animais
ovariectomizados suplementados sao
menos frageis do que os de animais
ovariectomizados nao-suplementados.
Todos os grupos de animais tiveram
acesso, ad libidum, adgua desmineralizada
e a racdo. A racdo como unica fonte
de célcio dos animais saudaveis e dos
ovariectomizados, foi suficiente para
manter 0ssos saudaveis nos primeiros,
mas nao nos segundos. As diferencas
na mineralizagio e fragilidade dos
fémures encontradas entre animais
ovariectomizados suplementados ou
nao, apontam para um efeito benéfico
da suplementacdo mesmo com doses
baixas de célcio, no osso de animais
deficientes em estrogénios.

A diminui¢ado do incremento do
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peso corporal observada nos animais
ovariectomizados suplementados

(22%) comparativamente ao grupo
ovariectomizado nio suplementado
(33%), foi outro efeito benéfico

observado neste estudo. Num estudo
preliminar (dados nao publicados) a
suplementacio de animais saudaveis
nao alterou a quantidade de ragdo e de
agua ingerida relativamente ao grupo
controlo, o que sugere que O menor
incremento de massa corporal observada
no grupo suplementado podera ser
atribuido a goma Guar, mas mais estudos
serdo necessarios para esclarecer o efeito
do suplemento na massa corporal. Nao
foram, contudo, observados os efeitos
benéficos descritos para a goma Guar,
nos niveis de colesterol e triglicéridos®’.
Este facto pode ser explicado pela
inexisténcia de dislipidemia nos animais
estudados e pela baixa dose de goma
Guar utilizada no presente estudo.

A dose de suplemento de calcio
de concha-de-ostra diariamente
administrada 43.6 mg/kg corresponde
a uma dose humana equivalente de 7.0
mg/kg/dia38. Esta dose de suplemento
pretendeu simular uma  dose
moderadamente baixa de suplemento
de céalcio (420 mg/dia), um quinto da
dose maxima didria recomendada na
mulher pés-menopausa (2000 mg/dia)
e um terco da dose superior geralmente
utilizada em suplementagdo (1200 mg/
dia). A maioria da popula¢do nao ingere
diariamente na dieta quantidades de
calcio acima dos limites recomendados;
aingestao em excesso provem na maioria
dos casos do recurso a suplementos
de calcio. O recurso a suplementos de
célcio é comum na popula¢ao idosa dos
paises desenvolvidos, principalmente na
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mulher pbs-menopausa, contudo alguns
estudos tém mostrado que, tanto nos
EUA comonaEuropa, estapopulagio, por
vezes, ingere quantidades de calcio acima
dos limites mdaximos recomendados
principalmente por ingestdo de doses
de suplementos inadequadas a dieta de
cada individuo'®?!. As dificuldades de
ajuste de dose sdo acrescidas ndo sé por
ocorrer diminuicao de absorcao de calcio
mas também pela terapéutica, frequente
nestas idades, com farmacos que
comprometem a biodisponibilidade do
calciocomoporexemplocorticosteroides,
inibidores da bomba de protdes'*!*.
Revisdes sistemdticas tém mostrado
que nos adultos o excesso de cilcio
obtido através de suplementos e nao da
dieta, para além de causar obstipagdo e
transtornos gastrointestinais por vezes
graves, aumenta o risco de litiase renal
e de acidentes cardiovasculares'®®°, A
necropsia e as andlises histopatolégicas
efetuadas no  presente  estudo,
comprovam a seguran¢a da formulagao
e da dose de cdlcio utilizada ja que nao
foram observados quaisquer sinais de
toxicidade nem alteracdes histolégicas
ou depdsitos vasculares de cdlcio.
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