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RESUMO

A osteoporose é a doenga mais comum do metabolismo Osseo. Mulheres pos-
menopausicas possuem maior risco de fratura devido a faléncia ovariana. Foi escolhido
o modelo animal de osteoporose por mimetizar os efeitos fisiopatoldgicos da doenga em
humanos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da ingestdo de cafeina sobre a
massa 0ssea em ratas envelhecidas ooforectomizadas e intactas. Foram utilizadas 16
ratas Wistar de 16 meses. Os animais foram randomizados em 4 grupos: Grupo 1
“‘OVX-caf’, ratas ooforectomizadas com ingestdo de cafeina; Grupo 2 “OVX-co”, ratas
ooforectomizadas sem ingestéo de cafeina; Grupo 3 “Sham-caf”, ratas submetidas a
operacao simulada com ingestédo de cafeina; e Grupo 4 “Sham-co”, ratas submetidas a
operacao simulada sem ingestdao de cafeina. Os animais “OVX-caf’ e “Sham-caf”
receberam cafeina (100 mg/kg de peso corporal) por gavagem durante 10 semanas, 0s
demais receberam agua como controle. No fim do experimento, as colunas lombares e
os fémures direitos foram dissecados. Foram realizadas medidas de parametros
biofisicos, parametros quantitativos por densitometria &éssea e tomografia
computadorizada quantitativa. Os resultados obtidos foram apresentados em médias e
desvios-padrao. Foi utilizado o teste estatistico ANOVA de um fator seguido de post-hoc
de Tukey. Considerou-se significativo p<0,05. Foi encontrada diferenga estatistica nos
pesos dos animais e nas avaliagbes por tomografia, na regido intratrocantérica
(p=0,021) no grupo “OVX-co”. Nos demais parametros, ndo foram observadas
diferencas significativas entre os grupos. Com tais achados, ainda n&o foi possivel
afirmar que a cafeina cause efeito deletério sobre a massa oOssea de ratas

envelhecidas.

Palavras-chaves: rato, cafeina, osteoporose, ooforectomia, densidade Ossea.



ABSTRACT

Osteoporosis is the most common disease of bone metabolism. Postmenopausal
women have a higher risk of bone fracture due to ovarian failure. The animal model of
osteoporosis was chosen for mimetize the pathophysiological effects of the disease in
humans. The aim of this study was evaluate the effects of caffeine intake on bone mass
in aged ovariectomized and intact female rats. 16 Wistar female rats of 16 months old
were used. The animals were randomized in 4 groups: Group 1 "OVX-caf",
ovariectomized rats with caffeine intake; Group 2 "co-OVX", ovariectomized rats without
caffeine intake; Group 3 "Sham-caf", rats submitted to sham operation with caffeine
intake; and Group 4 "Sham-co", rats submitted to sham operation without caffeine
intake. The animals "OVX-caf* and "Sham-caf" received caffeine (100 mg/kg body
weight) by gavage for 10 weeks, the remaining animals received water as a control. At
the end of the experiment, the lumbar spine and right femurs were dissected. Measured
of biophysical parameters, quantitative parameters for bone densitometry and
quantitative computed tomography were made. The results were presented as means
and standard deviations. For statistical analysis, ANOVA of one factor followed by post-
hoc Tukey test were employed. Statistical significance was set at p < 0.05. Statistical
difference was found in animal body weights and in measurements by tomography in
evaluated regions of interest in the intratrocanteric region (p = 0.021) in OVX-co group.
In other parameters, no significant differences were observed between groups. In
summary, it was not possible to affirm that caffeine causes a deleterious effect on bone
mass in aged rats.

Key-words: rat, caffeine, osteoporosis, ovariectomy, bone density.
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1 INTRODUGAO

A osteoporose € uma doenga metabdlica caracterizada por baixa massa 0ssea
com deterioragdo da microarquitetura do osso, resultando em maior fragilidade do
tecido 6sseo com consequente perda da forga 6ssea e aumento do risco de fraturas.”™
O processo de perda da massa 6ssea tem seu inicio ainda antes do momento da
menopausa, mas é com a diminuicdo da produgdo dos hormoénios ovarianos,
basicamente o estrogénio, que acontece uma marcada aceleragcédo da perda 6ssea nos
primeiros anos apds a menopausa.’ O acimulo de massa 6ssea até a maturidade é
também influenciado pelo estado hormonal, sendo que o estrogénio parece ser
necessario para a aquisicdo do pico de massa 6ssea em homens e mulheres.” No
entanto, a deficiéncia de estrogénio esta associada a hiperatividade dos osteoclastos e
aumento da reabsorgao 6ssea em comparacio a formagao éssea.’

Varios estudos tém sido realizados nos ultimos anos relacionando a ingestao de
cafeina e os efeitos deletérios no tecido 6sseo. Os primeiros estudos mostraram efeitos
negativos da cafeina sobre o metabolismo &ésseo, demonstrando um aumento na
diurese levando a uma calcitria aguda®®, motivos pelos quais, o consumo de cafeina
foi rapidamente incluido como um fator de risco para o desenvolvimento de
osteoporose. No entanto, trabalhos posteriores questionaram sobre a provavel
importancia da cafeina como um fator contribuinte no processo da doenca.’

Os estudos epidemiologicos sobre os efeitos da cafeina no osso séo realizados,
na maioria das vezes, na populagdo feminina.'®'" Embora alguns estudos em animais
ndo tenham sido capazes de demonstrar um efeito negativo definitivo da cafeina no

12,13

metabolismo ésseo, outros estudos demonstraram que a cafeina apresenta efeito

deletério sobre o desenvolvimento e o crescimento normal do osso.'*

O modelo de ratas ooforectomizadas é considerado adequado para verificar
osteoporose na menopausa humana devido as semelhangas em seus mecanismos
fisiopatologicos. Em ambas as espécies, a perda de massa 6ssea é mais rapida apos a
deficiéncia de estrogénio, que leva a um aumento no processo de remodelagao 6ssea,

cuja reabsorcdo Ossea & superior a formacdo."® Ainda, tanto em ratos quanto em
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humanos, ocorre uma maior perda no osso trabecular quando comparada ao 0sso
cortical, a absorcao intestinal de calcio é diminuida e as respostas do esqueleto sdo
semelhantes as acdes de prevencao e tratamento da osteoporose.'®

O modelo experimental foi escolhido devido ao maior controle das variaveis,
como indugdo da osteoporose e a quantificagdo do consumo de cafeina. Em estudos
realizados em humanos, o acesso ao consumo dessa substancia é de dificil
mensuracao. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do consumo de cafeina em

modelo animal de osteoporose induzida e espontanea, utilizando ratas idosas.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 FISIOLOGIA DO TECIDO OSSEO

O tecido 6sseo possui fungdes basicas como suporte, protecéo, locomocgéo e,
ainda, fungdes metabolicas. Através da fungdo metabdlica, atua como reservatério de
célcio, fésforo e outros ions que podem ser liberados ou estocados de maneira
controlada para manter as concentracdes constantes destes ions nos fluidos

corporais.'”®

2.1.1 Aspectos histologicos

O osso é um tecido conectivo especializado composto de material intracelular
calcificado, a matriz 6ssea. Ha trés tipos de células: (i) ostedcitos — encontrados em
cavidades (osso lacunar) e entre camadas (osso lamelar) da matriz Ossea; (ii)
osteoblastos — sintetizam compostos organicos da matriz, e (iii) osteoclastos — células
gigantes multinucleadas envolvidas nos processos de reabsor¢do e remodelagdo do
tecido 0sseo.'® As trocas entre os ostedcitos e os vasos capilares dependem da
comunicagéo através de canaliculos que atravessam a matriz 6ssea. Todos 0s 0Ssos

sao revestidos tanto interna quanto externamente, por camadas de tecido conjuntivo
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contendo células osteogénicas, sendo o enddsteo na superficie interna e o periosteo na
superficie externa.' Os tipos celulares sdo vistos na Figura 1.

Os ossos geralmente possuem duas camadas: uma externa de osso compacto
denso e uma camada interna de 0sso esponjoso trabecular. O osso compacto fornece
resisténcia e € mais espesso onde seja necessaria a sustentagdo — ex. ossos dos
membros inferiores e locais de insergbes musculares; 0 0SSO esponjoso € menos
resistente e tem espacos que s&o preenchidos por células entre as trabéculas da rede
calcificada.? Os componentes do osso citados podem ser visualizados na Figura 2. O
processo de diferenciagéo celular na formagéo do tecido 6sseo € regulado por genes
que estabelecem a estrutura esquelética sob a forma de cartilagem e mesénquima e
depois os ossifica pela agdo dos osteoblastos em ossificagdo endocondral e

membranosa.'’



Osteoclasto Mesénquima Matriz 6ssea
Osteoblasto Ostedcito Matriz éssea recente {osteoide)

Figura 1. Osteoblastos e osteodcitos

(a): Microfotografia do desenvolvimento do osso mostra a localizagdo e as diferengas
morfolégicas entre osteoblastos (OB) e ostedcitos (O). Osteoblastos arredondados,
derivados das células mesenquimais vizinhas, aparecem como uma linha simples de células
adjacentes a uma camada muito fina de matriz levemente corada que cobre a matriz mais
fortemente corada. A matriz levemente corada é osteoide. Ostedcitos s&o menos
arredondados e localizados entre as lacunas. X300. H&E.

(b): Diagrama esquematico mostra a relagao de osteoblastos para osteoide, matriz 6ssea e
ostedcitos.

Fonte: adaptado de Mescher AL: Junqueira’s Basic Histologic: Text and Altlas, 12" Edition.
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Figura 2. Componentes do osso
Fonte: adaptado de Mescher AL: Junqueira’s Basic Histologic: Text and Altlas, 12" Edition.

15
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2.1.2 Formacéo do tecido 6sseo

A homeostase do tecido 6sseo depende do equilibrio na remodelacdo 6ssea, ou
seja, do balango entre a atividade dos osteoblastos, células de formacdo Ossea, e
osteoclastos, células de reabsorcdo 6ssea. O ciclo de remodelacado déssea consiste
basicamente em trés fases: reabsorcéo, reversao e formacdo.>

O osso é continuamente absorvido em presencga de osteoclastos, os quais, em
condicbes normais, estdo sempre ativos em cerca de 1% das superficies 6sseas. A
absorcéo 6ssea ocorre nas areas adjacentes aos osteoclastos através do envio ao 0sso
de prolongamentos vilosiformes que secretam enzimas proteoliticas — liberadas pelos
lisossomos dos osteoclastos — e acidos, incluindo o citrico e o latico. As enzimas
digerem ou dissolvem a matriz orgénica do osso, enquanto os &cidos causam a
dissolucdo dos sais 6sseos.> Na destruicdo do osso pré-formado ha a liberagdo de
célcio idnico (Ca'™) e fosforo inorganico (P;) para o sangue, além de fragmentos
hidrolisados da matriz proteinacea (osteoide). Em geral, os osteoclastos agrupam-se
em pequenas massas celulares e ocorre a destruicdo do osso por cerca de trés
semanas, escavando um tunel cujo didmetro varia de 0,2 a 1,0mm e com varios
milimetros de extensdo. Ao fim desse periodo, os osteoblastos fazem a deposicéo de
0sso durante varios meses, sendo o 0sso novo depositado em camadas sucessivas
sobre as superficies internas da cavidade até que o espago seja preenchido. A
deposicao termina quando o tecido formado comeg¢a a comprimir 0s vasos sanguineos
que suprem a area.’

A remodelagem éssea ocorre continuamente em cerca de dois bilhdes de locais
distintos e envolve subpopulagcbes de células o&sseas, as unidades basicas
multicelulares.”™ Normalmente, exceto nos ossos em crescimento e em situacdes
patoldgicas, a deposicao e a reabsorgcdo se equivalem, de modo que a massa 0ssea
n3o se altera.?

A deposigao e a reabsorgédo continuas no osso tém varias fung¢des importantes.
O osso normalmente ajusta sua forca em proporgéo ao grau de estresse 0sseo. Assim,

os ossos ficam mais compactados quando submetidos a cargas pesadas. Quando a
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matriz éssea se torna velha, fica quebradica e enfraquecida, havendo a necessidade da

formagao de uma nova matriz organica.’

2.1.3 Tipos de osso

A observacdo do osso em secgao transversal mostra areas distintas em
densidade, uma sem cavidades correspondendo ao osso compacto ou cortical e outras
areas com numerosas cavidades interconectadas, o osso trabecular ou esponjoso.
Entretanto, microscopicamente, o 0sso esponjoso e o trabecular ttm a mesma estrutura
histologica. Nos ossos longos, as extremidades — epifises 6sseas — sdo compostas por
0SS0 esponjoso revestidas de uma fina camada de osso compacto. A por¢ao cilindrica —
diafise 6ssea — €& praticamente toda composta por osso compacto com uma fina
camada de osso esponjoso na face interna em torno da cavidade da medula éssea.
Ossos curtos geralmente possuem um ndcleo de o0sso esponjoso rodeado
completamente por osso compacto.” Ha ainda os ossos planos que formam a calota
craniana, que sao constituidos de osso compacto chamado de placas, separados por

uma camada mais espessa de 0SSO esponjoso, O diploe.®

2.1.4 Regulagao hormonal no tecido 6sseo

A funcgéo das células 6sseas é regulada por mecanismos sistémicos e locais. Os
principais reguladores sdo os horménios do mestabolismo do caélcio: hormdnio
paratiredideo e vitamina D, além da calcitonina. Ainda, participam outros horménios que
interferem no funcionamento do esqueleto: como os glicocorticoides, horménios

tiroidianos e sexuais.

2.1.4.1 Hormobnio paratiredideo (PTH)

O horménio paratiredideo parece causar absor¢céo de calcio e fosfato através de

efeitos distintos. O efeito mais rapido, com inicio em poucos minutos resulta da ativagao
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de células Osseas ja existentes, promovendo a absor¢cdo de calcio e fosfato livre
(ostedlise). O segundo efeito, mais lento, requer varios dias ou semanas para ocorrer
plenamente e decorre da proliferagcao dos osteoclastos, seguida por grande aumento da
reabsorc¢éo osteoclastica do proprio 0sso e ndo apenas da absorgéo de Ca’™" e P; 3,

Histologicamente, o PTH produz a remocé&o de sais 6sseos da matriz 6ssea nas
proximidades de ostedcitos (no interior do 0ss0), e nas ajdacéncias de osteoblastos (na
superficie 6ssea). O principal efeito do hormdnio é a ativagdo dos osteoclastos, que tem
como tarefa a digestdo do osso ao longo de meses.'®

O aumento da atividade da glandula paratireoide causa uma rapida absor¢ao dos
sais de calcio presentes nos 0ssos, acarretando aumento da concentragao de calcio no
liquido extracelular e aumento na perda urinaria de fosfato através da diminui¢cdo da
reabsorcdo de P; pelos tubulos renais. Ocorre, ainda, a reabsorcao renal de calcio,
impedindo a perda continua do mineral pela urina. Inversamente, a hipofungdo da

glandula causa hipocalcemia, frequentemente associada com tetania.>

2.1.4.2 Calcitonina

O horménio calcitonina tem funcg&o inversa a agéo do horménio paratiredideo. Ele
diminui a concentragdo sanguinea dos ions de calcio. Nos seres humanos, ele é
secretado pelas células parafoliculares, ou células C, da glandula tireoide. A calcitonina
reduz a concentragdo plasmatica de calcio através de dois mecanismos: (i) reduz as
atividades de absorgcdo dos osteoclastos, provocando deslocamento no equilibrio no
sentido de deposicédo de calcio nos ossos e (i) impede a formagdo de novos
osteoclastos. Entretanto, nos individuos adultos, como as taxas de deposi¢do e
absorcéo de calcio sdo pequenas, ndo ocorre um forte estimulo para a atividade deste

horménio.®

2.1.4.3 1,25-di-hidroxivitamina D [1,25(0OH),D]

A vitamina D é, na realidade, um pro-horménio que precisa sofrer duas reagdes

de hidroxilagédo no figado e nos rins para se transformar em sua forma ativa 1,25-di-
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hidroxivitamina D [1,25(0OH);D]. A transformagdo da vitamina D encontra-se
esquematizada na Figura 3. A vitamina D desempenha papel decisivo na absorgao do
Ca™ e, em menor grau, na absorgdo do P; pelo intestino delgado e também regula a
remodelacdo 6ssea e a reabsorcdo renal de Ca™ e P;. Os niveis séricos de calcio
ionizado devem ser mantidos dentro de uma estreita faixa de variacéo, e qualquer
tendéncia a variagdo e/ou mudanca na atividade das glandulas paratireoides,
desencadeia reagdes com o objetivo de manter a calcemia. A 1,25(0OH),D atua na
regulagcdo de expressdo de genes em seus tecidos alvos, que incluem o intestino
delgado, os ossos, os rins e as glandulas paratireoides.'®

Os raios ultravioletas B convertem o 7-de-hidrocolesterol em vitamina D3
(colecalciferol) nas camadas basais da pele. A vitamina D3 é considerada um
secosteroide, uma classe de esteroides que possui um dos anéis de colesterol aberto.
A vitamina D2 é produzida por plantas. Tanto a vitamina D3 quanto a D2, sendo esta
em menor propor¢cao, sdo absorvidas pelo trato digestério e sdo igualmente efetivas
apo6s sua conversdo em formas ativas. Os laticinios sdo enriquecidos com vitamina D3,
mas nem todos toleram esses produtos. Algumas pessoas como idosos,
institucionalizados, que vivem em altas latitudes, que possuem elevada quantidade de
melanina na pele ou que ndo se expde aos raios ultravioletas e ndo consomem
laticinios correm maior risco de desenvolver deficiéncia de vitamina D3.%°

A vitamina D e seus metabdlitos circulam no sangue ligados principalmente a
proteina ligadora de vitamina D (DBP). Cerca de 85% da 1,25(OH);D circula ligada a
essa proteina, 0,4% circula como horménio livre e o restante ligada a outras proteinas.
A DBP transporta a vitamina D altamente lipofilica pelo sangue e se constitui um
reservatério de vitamina D que protege o individuo contra a deficiéncia dessa

vitamina.'®
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Figura 3. Transformagao de ativagado da Vitamina D
Fonte: adaptado de Robert Allen, 2010. Wikimedia Commons.



21

2.1.4.4 Glicocorticoides

Os horménios glicocorticoides, como o cortisol, promovem a reabsor¢gédo 6ssea e
a perda renal de Ca’™" e inibem a absorgéo intestinal deste ion. A terapia crénica com
glicocorticoides também promove a apoptose de osteoblastos e ostedcitos.?!

Pacientes tratados com altas doses de glicocorticoides (ex. drogas
antiinflamatérias e imunossupressoras) podem apresentar osteoporose induzida por tais
substancias.'® Porém, tem sido discutido que uma dose minima de glicocorticoides
pode induzir efeitos deletérios nos 0ssos, ja sendo evidenciado que terapia crénica com
doses orais diarias de 7,5 mg ou mais de prednisona esta associada com o aumento do
risco de fraturas de vértebras e quadril. Quando o tratamento com glicocorticoides é
interrompido, 0 0sso n&o € capaz de repor a massa 0ssea perdida e & impossivel

reconstruir a microarquitetura 6ssea.?'

2.1.4.5 Estrogénios

Na mulher ndo gravida normal, os estrogénios sao secretados em quantidades
significativas somente pelos ovarios, embora quantidades muito pequenas sejam
secretadas pelos cortices suprarrenais. Apenas trés estrogénios se encontram
presentes de forma significativa nas mulheres: o B-estradiol, a estrona e o estriol,
representados na Figura 4.7

Os estrogénios causam aumento da atividade osteoblastica. Na puberdade,
quando a mulher entra no periodo reprodutivo, sua estatura aumenta rapidamente
durante alguns anos. Entretanto, os estrogénios também poduzem outro efeito, a unido
precoce das epifeses as hastes dos ossos longos, fazendo cessar o aumento de
estatura.??

Dos estrogénios, o B-estradiol € um dos reguladores mais potentes das fungdes
osteoblasticas e osteoclasticas, possui papéis anabdlicos e calciotrépicos sobre os
ossos, além de estimular a absorgdo intestinal de Ca*™. Os estrogénios promovem a
sobrevida dos osteoblastos e a apoptose dos osteoclastos, favorecendo a formagéao

O0ssea em detrimento de sua reabsorcdo. Em mulheres na fase de menopausa, a
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deficiéncia de estrogénios leva a uma fase inicial de perda éssea rapida que dura cerca
de 5 anos, seguida por uma fase em que a perda 6ssea se torna mais lenta que
provoca hipocalcemia em razdo da absorgéo ineficiente de Ca™ e da perda renal deste

ion.™

CH OH

0
CH,

HO

p-estradiol \

HO

/ Estrona

Estriol

Figura 4. Féormulas quimicas dos principais estrogénios
Fonte: adaptado de Hall, JE; 2011.

2.2 MENOPAUSA

A menopausa é um evento fisiolégico definido como o fim do periodo reprodutivo
na mulher. Este evento representa a cessacdo permanente da menstruacao resultante
da perda da funcédo folicular ovariana, geralmente devido ao processo de
envelhecimento.?

Entre 40 e 50 anos de idade, o ciclo menstrual geralmente torna-se irregular e a
ovulagado muitas vezes néo ocorre, sendo este periodo denominado climatério. Depois
de alguns meses a alguns anos, o ciclo cessa totalmente e os horménios femininos

caem bruscamente, marcando a menopausa. A causa da menopausa € O
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“‘esgotamento” dos ovarios. Durante toda a vida reprodutiva da mulher, cerca de 400
foliculos primordiais crescem em foliculos maduros e ovulam, e centenas de milhares
de odcitos se degeneram. Em torno dos 45 anos de idade, poucos foliculos primordiais
continuam a ser estimulados por homdnios e a producéo de estrogénios pelos ovarios
diminui @ medida que o nimero desses foliculos aproxima-se de zero.??> A menopausa
pode ocorrer naturalmente por volta dos 51 anos de idade ou ser induzida por
intervengdes médicas, como cirurgia, quimioterapia ou radioterapia pélvica.?®

Com a diminuicdo da produgcdo de estrogénios no climatério e com a
menopausa, em consequéncia da ligagdo dos estrogénios a receptores de alta
afinidade com células ésseas, ocorre uma maior atividade metabdlica no tecido 6sseo.
A deficiéncia estrogénica também aumenta a sensibiidade ao PTH e, em
consequéncia, o processo de remodelagéo 6ssea sofre um desequilibrio com aumento
da reabsorcdo Ossea. Nesta fase, a formacdo éssea é menor que a reabsorgao,
elevando o risco de diminuicdo da massa 6ssea.?* A ocorréncia da osteoporose pelo
maior turnover 6sseo ocasionado pelo deficiéncia estrogénica € suportada por achados
de perda de massa 6ssea nos estagios iniciais da pos-menopausa e de ratas
ooforectomizadas.?>?” Em estudos realizados com terapia de reposicdo hormonal em
ratas ooforectomizadas, observou-se que os estrogénios possuem papel importante na

resisténcia a perda de massa 6ssea.?**°

2.3 OSTEOPOROSE

2.3.1 Caracterizacéo

A osteoporose € a mais comum de todas as osteopatias nos adultos,
especialmente em individuos com idade avancgada, diferenciando-se de outras doencas,
como a osteomalacia e a raquitismo, por resultar da diminuicdo da matriz 0ssea
organica, e ndo da deficiéncia na calcificacdo.® Tal osteopatia € um distirbio metaboélico
no qual a reabsorcédo 6ssea excede a formagéo 6ssea por diminuicdo da deposicao de

osteoide, resultado da diminui¢do da atividade osteoblastica. E caracterizada por baixa
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massa 60ssea com deterioragcdo da microarquitetura do osso, resultando em maior
fragilidade do tecido sseo e aumento do risco de fraturas.'™

Por ser uma doenga comum do metabolismo 0sseo, torna-se uma ameaga a
saude das mulheres pds-menopausicas pela predisposicdo a um maior risco de
fraturas. As fraturas osteoporéticas ocorrem com maior frequéncia nos sitios onde
existem maior proporcéo de osso trabecular, uma vez que este tipo de osso apresenta
uma taxa de remodelagcdo maior em comparagao ao osso cortical e, também, é mais
suscetivel & deficiéncia estrogénica.®'*? As fraturas de vértebras por compresséo
causam cifose com producdo de uma corcunda comum em mulheres idosas com
osteoporose.® As fraturas de quadril nos individuos idosos estdo associadas a taxa de
mortalidade de 12-20%, e metade dos que sobrevivem requerem cuidados prolongados
e de alto custo.®® A ocorréncia de fraturas esta associada & maior morbidade e
mortalidade nas mulheres®, sendo uma doenca que apresenta enorme impacto

socioecondmico por afetar a qualidade de vida.*

2.3.2 Fisiopatologia

A osteoporose tem multiplas causas, porém, a forma mais comum é a
osteoporose involucional. Os seres humanos normais ganham massa 6ssea desde o
periodo fetal e se estende durante o crescimento. Apds atingir um platd, se inicia a
perda 6ssea a medida que se envelhece. Se acelerada ou exagerada, a perda de
massa 6ssea leva a osteoporose.®

As mulheres adultas possuem menos massa 0ssea do que homens adultos e,
apds a menopausa, perdem-na mais rapidamente que os homens de mesma idade.®® O
pico de massa 6ssea é atingido até a terceira década de vida.*® No periodo entre a
aquisicao do pico de massa 6ssea e o inicio da menopausa, a reabsorcao e formacgao
O0ssea encontram-se equilibradas e as alteragbes na massa Ossea tendem a ser
minimas.?” O processo de perda de massa 6ssea tem seu inicio ainda antes do periodo
da menopausa, por volta dos 30 anos, mas &€ com a perda da fungdo ovariana e
consequente diminuicdo da produgao de estrogénios, que acontece uma aceleragao da

perda dssea nos primeiros anos apds a menopausa.* O acimulo de massa 6ssea até a
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maturidade € também influenciado pelo estado hormonal, sendo que os estrogénios
parecem ser necessarios para a aquisicdo do pico de massa 6ssea em homens e
mulheres.’ O estrogénio inibe a secregdo de citocinas, tais como IL-1, IL-6 e TNF-a, as
quais contribuem ao desenvolvimento dos osteoclastos. O hormdnio também estimula a
producdo de TGF-B, citocina responsavel por aumentar a apoptose dos osteoclastos.®
Em mulheres pds-menopdausicas, a deficiéncia de estrogénios esta associada a
hiperatividade dos osteoclastos e aumento da reabsor¢do 6éssea em comparagao a

formac&o 6ssea.>®

2.3.3 Diagnostico

Clinicamente, a osteoporose € diagnosticada quando a densidade mineral éssea
(DMO) é reduzida ou quando fraturas por fragilidade 6ssea ocorrem. As fraturas mais
comuns causadas pela osteoporose envolvem coluna lombar e toracica, quadril e
porcao distal do radio. Fraturas de vértebras e quadril sdo de significativo interesse por
serem causas consideraveis de morbidade e mortalidade em mulheres idosas.?"*

A densitometria 6ssea tornou-se amplamente viavel como uma ferramenta
diagnodstica nos ultimos anos. Muitas técnicas para quantificar a DMO vém sendo
desenvolvidas e incluem a absorciometria de raios-X de dupla energia (DXA), a
absorciometria de raios-X de unica energia (SXA), a tomografia computadorizada
quantitativa (TCQ), o ultrassom quantitativo e a absorciometria radiografica.?’

O acesso a DMO por DXA ¢ utilizado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
para definir osteopenia e osteoporose. Os critérios sdo baseados em uma grande

quantidade de dados sobre mulheres brancas pés-menopausicas (Tabela 1).
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Tabela 1. Definicoes de osteoporose para mulheres pos-menopausicas baseadas nas
medidas de DXA, segundo a OMS.*

Definigao

T-score Numero de DP acima ou abaixo do pico de massa 6ssea
(“jovem normal”) de acordo com a raca

Z-score Numero de DP acima ou abaixo de massa 6ssea
ajustada a idade de acordo com raga e sexo

Normal DMO T-score = -1

Baixa massa 6ssea (osteopenia) DMO T-score<-1e>25

Osteoporose DMO T-score <-2,5

Osteoporose severa DMO T-score < -2,5 com uma ou mais fraturas por

fragilidade 6ssea

DXA: absorciometria de raios-X de dupla energia; OMS: Organizagdo Mundial da Saude; DP: desvio-
padrao; DMO: densidade mineral 6ssea.
Fonte: adaptado de Imboden JB: Current Rheumatology Diagnosis & Treatment. 2nd ed. 2007.

A DXA determina DMO em duas dimensdes. Os locais mais comumente
analisados por DXA sao a coluna lombar e o quadril (regi&o entre a projecéo 6ssea do
trocanter maior do fémur e o acetadbulo da pelve) para o diagnéstico clinico de
osteoporose. A degeneracdo da coluna vertebral e a calcificagdo da artéria aorta
abdominal pode levar a um falso achado de aumento de DMO por DXA.*' A TCQ
permite a mensuragédo da densidade 6ssea volumétrica trabecular sem sobreposigcéo de
osso cortical e de outros tecidos, sendo os resultados expressos em miligramas por
centimetro clbico (mg/cm®) de hidroxiapatita de calcio.*’ Em contraste, a DXA
determina a densidade pela area, mensurada em grama por centimetro quadrado
(g/cm?).*?

Ao contrario do método plano da DXA, a TCQ utiliza raio-x em multiplos angulos
para gerar uma reconstrugcdo de imagem em 3 dimensdes do objeto analisado, baseado
na absorgao de raio-x. Volumes com materiais de grande numero de atomos e material
denso apresentam maior atenuagéo de raios-x e aparecem mais brilhantes em imagens
de TCQ. A radiagcdo absorvida por cada parte analisada é traduzida em escala de
cinzas, produzindo uma imagem. Cada pixel (menor elemento de imagem) da imagem

corresponde a média da absorgado de radiacédo nos tecidos de uma determinada zona,



27

expresso em unidades de Hounsfield (UH).** No entanto, devido a menor dose de
radiacédo, maior viabilidade, simples operagédo do scanner e menor custo, a DXA em vez

da TCQ, se tornou padrao-ouro para a mensuracdo de DMO na década de 1990.%

2.3.4 Causas

A idade e a baixa massa 6ssea s&o os principais fatores de risco para fraturas
osteoporoéticas. Os fatores de risco que contribuem para a diminuicdo da massa Ossea
podem ser classificados em nao modificadveis, como hereditariedade, etnia
(caucasiana), idade, sexo feminino, além da situagdo hormonal do individuo e, os
modificaveis ou ambientais incluem sedentarismo, inadequada ingestdo de calcio,
excessivo consumo de alcool e/ou cafeina, tabagismo e baixo peso corporal.**

Dentre tais fatores, as causas mais comuns da osteoporose sdo (i) a falta de
estresse fisico sobre os ossos em fungdo da inatividade; (ii) desnutricdo em grau
suficiente que impeca a formacao da matriz proteica; (iii) a deficiéncia de vitamina C,
necessaria para a formacédo de osteoide pelos osteoblastos; (iv) falta de produgéo
estrogénica no periodo pés-menopausa, pois estes hormdnios diminuem a atividade e
0 numero de osteoclastos; (v) idade avangada com redugao significativa de horménio
do crescimento e outros fatores que impossibilitam o depdésito satisfatério da matriz
Ossea e (vi) uso prolongado de glicocorticoides ou disturbios na produgdo de horménios
corticoides, pois essas situagdes provocam redug¢ao na deposigao proteica por todo o
organismo e aumento no catabolismo de proteinas, além de especificamente deprimir a
atividade osteoblastica.> Sendo assim, fatores como nutrigao, atividade fisica e satde

durante o crescimento afetam o acimulo de massa 6ssea e sua manutengo.>>’

2.3.4.1Efeitos da cafeina no tecido 6sseo

Varios estudos tém sido realizados nos ultimos anos relacionando a ingestao de
cafeina e o metabolismo 6sseo. Os efeitos negativos da cafeina sobre o metabolismo
0sseo foram primeiramente publicados por Heaney e Recker.® Posteriormente, Massey

e colaboradores’® demonstraram que a ingestdo de café aumentou a diurese levando a
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uma calciuria aguda provavelmente como resultado da carga de acidos vindos do café,
pois por ser um reservatorio de sais, 0 0sso tem grande capacidade de tamponamento

45

pela mobilizagdo dos sais de calcio para regular a acidose fisiologica.”™ Outros

mecanismos foram também atribuidos aos efeitos da cafeina sobre o metabolismo

6sseo. O consumo de cafeina tem sido associado a substituicdo do leite da dieta®®*’

e
a inibicdo da absorgdo de calcio intestinal.>**"*® Estes motivos fizeram com que o
consumo de cafeina fosse rapidamente incluido como um fator de risco para o
desenvolvimento de osteoporose. No entanto, trabalhos posteriores questionaram sobre
a provavel importancia da cafeina como um fator contribuinte no processo da doenga.9
Os estudos epidemiologicos sobre os efeitos da cafeina no osso séo realizados,

10,11

na maioria das vezes, na populacdo feminina. Em estudos iniciais, como o

Framingham e outros, foi observada associagao entre o consumo de cafeina e fraturas

1*° ou de quadril e de antebrago.® Estudos posteriores, como o Mediterranean

de quadri
Osteoporosis Study (MEDOS) e outros, ndo foram capazes de encontrar associagéo
entre consumo de cafeina e fratura®® ou estado 6sseo.’>®® Em trabalho anterior ao
presente estudo, avaliamos o consumo de cafeina e calcio em mulheres climatéricas, e
em concordancia com outros trabalhos, também ndo encontramos associagédo entre o
estado 6sseo e o alto consumo de cafeina ou baixo consumo de calcio. No entanto, foi
demonstrado que mulheres com baixa massa 6ssea ou osteoporose instalada
consumiam mais alimentos ricos em calcio que mulheres com densidade 6ssea normal,
sendo este um achado por provavel casualidade reversa.>*

Alguns estudos em animais ndo foram capazes de demonstrar um efeito negativo
definitivo da cafeina no metabolismo 6¢sseo.''® Tsuang et al.>® demonstraram que a
cafeina exerceu efeitos negativos sobre o crescimento e a viabilidade celular em uma
linhagem de células de osteoblastos. Outros estudos também demonstraram que a
cafeina teve efeito deletério sobre o desenvolvimento e crescimento normal do

o0sso.'41°
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2.3.4.1.1 Cafeina

A cafeina foi originalmente isolada de graos de café no ano de 1820. Juntamente
com a teobromina e a teofilina, a cafeina € uma metilxantina, um derivado metilado da
xantina.®® As xantinas sdo alcaloides comumente utilizadas na farmacologia como
estimulantes e broncodilatadores. Entre os alimentos, a cafeina estd naturalmente
concentrada no café e também é encontrada em folhas de chas e outras plantas.”” Os
graos de café torrado tem entre 1 e 2% de cafeina, mas o nivel na bebida é altamente
dependente do método de preparacdo e da concentragéo, variando de 50 a 125mg por
xicara de café preparado. As folhas de cha preto contém entre 3 e 4% de cafeina,
atingindo em torno de 50mg por xicara. O cacau em p6é contém niveis
aproximadamente de 0,2% de cafeina. Em uma bebida de cola, a cafeina presente

chega, no maximo, a 0,02%, totalizando cerca de 20mg em um copo.*®
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Figura 5. Férmula quimica da molécula de cafeina
Fonte: adaptado de Cano-Marquina, A; 2013.

A meia-vida da cafeina é de aproximadamente 4 a 6 horas. E metabolizada
primeiramente no figado, em que o citocromo P450 isoforma CYP1A2 é responsavel
por cerca de 95% do metabolismo primario. A cafeina age como antagonista dos
receptores de adenosina. Ha quatro subtipos diferentes de receptores de adenosina,
designados adenosina A+, Asa, Az e As.>° Além disso, os receptores de adenosina sdo
expressos na maioria dos tecidos, como sistema nervoso central, endotélio vascular,
coragéo, figado, tecidos adiposo e muscular; consequentemente, ha uma gama vasta

de respostas possiveis a cafeina.®’
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A expresséao e a fungao dos receptores de adenosina nas células 6sseas foram
primeiramente demonstradas por Shimegi, que mostrou que a adenosina era
mitogénica para uma linhagem celular de osteoblastos (MC3T3-E1).%° Foi demonstrada
acdo mediada por ativacdo dos receptores de adenosina em osteoblastos e

osteoclastos, sendo ainda desconhecidas funcdes em ostedcitos.®’

A ativagéo de
receptores de adenosina €& necessaria para a formagcdo adequada de complexos
especificos de fatores de necrose tumoral em fatores de crescimento ativados por
quinases (TRAF6/TAK1) necessarios para a ativacao de NF-kB (fator nuclear kappa B),
etapa critica de sinalizagdo na osteoclastogénese.®? Foi demonstrado que a ativacéo da
via de sinalizacao PI3K/AKT por ATP (adenosina trifosfato) estimulou a proliferacéo
celular e a atividade da fosfatase alcalina em osteoblastos primarios de calvarias em
ratos, sugerindo que a sinalizagdo poderia desempenhar um papel positivo na
modulacdo da maturacdo dos osteoblastos.”> Assim, dependendo do receptor de
adenosina antagonizado pela cafeina, os efeitos podem ser protetores ou deletérios

para a massa 0ssea.

2.4 MODELO ANIMAL DE OSTEOPOROSE

A maioria das pesquisas sobre a patologia do envelhecimento tem por objetivo
compreender as doengas humanas que possuem maxima incidéncia na velhice. Em
fungéo da longevidade humana, os estudos clinicos sobre os fatores que afetam
processos como formagao ou remodelacdo éssea podem levar anos ou até décadas
para serem concluidos. Assim, a estratégia para selecao de modelos animais consiste
em procurar condigdes patolégicas que em algum aspecto se assemelhem as doencgas
do idoso humano e que possam ser observadas no animal durante um periodo
relativamente curto de tempo.®* Kalu'® definiu um modelo animal de perda 6ssea pos-
menopausica como um animal vivo em que se possa estudar a perda éssea induzida ou
espontanea devido a deficiéncia hormonal ovariana e, no qual, as caracteristicas de
perda éssea e suas sequelas se assemelhem em um ou mais aspectos aquelas
constatadas em mulheres p6s-menopausicas. O mesmo modelo ainda foi revisado por

Wronski & Yen em 1991%” e por Frost & Jee em 1992,%° que confirmaram os achados



31

de Kalu. Existem pelo menos trés caracteristicas que devem estar presentes em um
modelo animal: conveniéncia, pertinéncia e adequagéo.®® O homem & o Unico animal
que desenvolve osteoporose, embora o esqueleto de todas as espécies pareca perder
0osso com a idade. Nao obstante, existem bons modelos experimentais de diversos
aspectos desta doencga.®®°®

O modelo de ratas ooforectomizadas é considerado adequado para verificar
osteoporose na menopausa humana devido as semelhangas em seus mecanismos
fisiopatologicos. Em ambas as espécies, a perda de massa 6ssea é mais rapida apoés a
deficiéncia de estrogénio. Ainda, tanto em ratos quanto em humanos, ocorre maior
perda no osso trabecular que no cortical, a absorgao intestinal de calcio é diminuida e
as respostas do esqueleto sdo semelhantes as ac¢des de prevencao e tratamento da
osteoporose.’® O rato de 12 meses de idade foi escolhido como modelo apropriado
devido as caracteristicas de seus esqueletos (comprimento, peso, densidade e teor de

calcio) apresentarem-se estaveis em um nivel proximo ao de ratos envelhecidos.
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4 OBJETIVOS

Geral

Avaliar o efeito da ingestdo de cafeina sobre a massa 6éssea em um modelo

animal de osteoporose.

Especificos

1. Comparar os efeitos da ingestédo de cafeina sobre a massa 6ssea de ratas

idosas ooforectomizadas com ratas idosas n&do ooforectomizadas.

2. Comparar a massa 6ssea das ratas idosas ooforectomizadas com as das ratas

idosas ndo ooforectomizadas.
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RESUMO
Objetivo: Avaliar o efeito da ingestdo de cafeina sobre a massa dssea de ratas envelhecidas
ooforectomizadas e intactas.
Métodos: Foram utilizadas 16 ratas Wistar de 16 meses. Os animais foram randomizados em 4
grupos: ratas ooforectomizadas com ingestdo de cafeina (Grupo 1: OVX-caf), ratas
ooforectomizadas sem ingestdo de cafeina (Grupo 2: OVX-co); ratas submetidas a operagdo
simulada com ingestdo de cafeina (Grupo 3: Sham-caf); e ratas submetidas a operagdo simulada
sem ingestdo de cafeina (Grupo 4: Sham-co). Os animais “OVX-caf” e “Sham-caf” receberam
cafeina (100 mg/kg de peso corporal) por gavagem durante 10 semanas, os animais dos grupos
“OVX-co” e “Sham-co” receberam adgua como controle. No fim do experimento, foram retiradas
as colunas lombares e os fémures direitos. Foram realizadas medidas dos parametros biofisicos e
parametros quantitativos por densitometria dssea e tomografia computadorizada quantitativa. Os
resultados obtidos foram apresentados em médias e desvios-padrdo. A comparagdo entre as
médias foi realizada por ANOVA de um fator seguido de teste post-hoc de Tukey. Para efeito
estatistico, considerou-se significativo p<0,05.
Resultados: Nas avaliagdes realizadas por tomografia, observou-se diferencas nas regides de
interesse avaliadas na regido intratrocantérica (p=0,021) no grupo OVX-co com os demais. Foi
observada diferenga significativa nos pesos dos animais. Ndo foram encontradas diferencas
significativas nos parametros de peso seco, peso umido, porcentagem de agua nos fémures e
colunas, densidade 6ssea calculada; densidade mineral dssea, conteudo mineral dsseo e area por
densitometria dssea e volume.

Conclusdo: O consumo de cafeina ndo alterou a massa 0ssea das ratas envelhecidas estudadas.

Palavras-chaves: rato, cafeina, osteoporose, ooforectomia, densidade 6ssea.
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ABSTRACT
Purpose: To evaluate the effects of caffeine intake on bone mass in aged ovariectomized and
intact female rats.
Methods: 16 Wistar female rats of 16 months old were used. The animals were randomly to 4
groups: ovariectomized rats with caffeine intake (Group 1: OVX-caf), ovariectomized rats
without caffeine intake (Group 2: OVX-co), rats submitted to sham operation with caffeine intake
(Group 3: Sham-caf), and rats submitted to sham operation without caffeine intake (Group 4:
Sham-co). The animals “OVX-caf” and “Sham-caf” received caffeine (100mg/kg body weight)
by gavage for 10 weeks, the animals of groups “OVX-co” and “Sham-co” received water as a
control. At the end of the experiment, the lumbar spines and the right femurs were removed.
Measured of biophysical parameters and quantitative parameters by bone densitometry and
quantitative computed tomography were made. The results were presented as means and standard
deviations. The comparison among four groups was performed by ANOVA one-way followed by
post-hoc Tukey test. For statistical effect was considered significant p < 0,05.
Results: In assessments by tomography, differences were observed in the evaluated regions of
interest in the intratrocanteric region (p = 0.021) in OVX-co group. Significant differences were
observed in body weights of animals. There were no significant differences in the parameters of
dry weight, wet weight, percentage of water in femur and columns, calculated bone density, bone
mineral density, bone mineral content and area for densitometry and volume.
Conclusion: Caffeine consumption did not change bone mass in aged rats studied.

Key-words: rat, caffeine, osteoporosis, ovariectomy, bone density.
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Efeitos da ingestdo de cafeina sobre o tecido 6sseo em um modelo animal de osteoporose

Effects of caffeine intake on bone tissue in an animal model of osteoporosis

INTRODUCAO

A osteoporose ¢ um disturbio metabdlico no qual a reabsor¢do dssea excede a formagao
6ssea por diminuicdo da deposicdo 6ssea, resultado da diminuicdo da atividade osteobléastica. E
caracterizada por baixa massa 0ssea com deterioracdo da microarquitetura do osso, resultando em
maior fragilidade do tecido 6sseo e aumento do risco de fraturas.'” E a doenga mais comum do
metabolismo 6sseo, tornando-se uma ameaga a saude das mulheres pds-menopausicas pela
predisposi¢do a um maior risco de fratura. As fraturas osteopordticas ocorrem com maior
frequéncia nos sitios onde existe maior propor¢ao de osso trabecular, uma vez que este tipo de
0sso apresenta uma taxa de remodelacdo maior em comparagdo ao o0sso cortical e, também, ¢
mais suscetivel a deficiéncia estrogénica.*’

O pico de massa 6ssea & atingido até a terceira década de vida.® O processo de diminuigdo
da massa Ossea tem seu inicio ainda antes do momento da menopausa, mas ¢ com a diminui¢do
da producdo dos hormonios ovarianos, basicamente o estrogénio, que acontece uma marcada
aceleracdo da perda Ossea nos primeiros anos apos a menopausa.™’

Virios estudos tém sido realizados nos ultimos anos relacionando a ingestdo de cafeina e
os efeitos deletérios no tecido dsseo. Os primeiros estudos mostraram efeitos negativos da cafeina

sobre o metabolismo 0sseo, demonstrando um aumento na diurese levando a uma calcitria

aguda; motivos pelos quais, o consumo de cafeina foi rapidamente incluido como um fator de
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. . 810 . .
risco para o desenvolvimento de osteoporose.” ~ No entanto, trabalhos posteriores questionaram
4 . A . r . . l 1
sobre a provavel importancia da cafeina como um fator contribuinte no processo da doenga.
Os estudos epidemiologicos sobre os efeitos da cafeina no osso sdo realizados, na maioria
das vezes, na populagio feminina.'>"> Embora alguns estudos nio tenham sido capazes de

14-16

demonstrar um efeito negativo definitivo da cafeina no metabolismo 0sseo, outros estudos

demonstraram que a cafeina causa efeito deletério sobre o desenvolvimento e o crescimento
normal do osso.'” "’

O modelo de ratas ooforectomizadas ¢ considerado adequado para verificar osteoporose
na menopausa humana devido as semelhangas em seus mecanismos fisiopatoldégicos. Em ambas
as espécies, a perda de massa dssea € mais rapida apos a deficiéncia de estrogénio, que leva a um
aumento no processo de remodelagio Ossea, cuja reabsorgdo dssea ¢ superior a formagdo.”’ O
modelo experimental foi escolhido devido ao maior controle das varidveis, como indugdo da
osteoporose e a quantificagdo do consumo de cafeina. Em estudos realizados em humanos, o

53210 objetivo deste trabalho foi

acesso ao consumo dessa substancia ¢ de dificil mensuragio.
avaliar os efeitos do consumo de cafeina em modelo animal de osteoporose induzida e

espontanea, utilizando ratas idosas.

METODOS
ANIMALIS E DELINEAMENTO

Estudo experimental prospectivo realizado com 16 ratas (fémeas) Wistar (Rattus
novergicus albinus), provenientes do biotério do Departamento de Farmacologia da Universidade
Federal de Ciéncias da Satde de Porto Alegre. Considerando um nivel de significancia de 5% e
um poder de 80%, tendo por base as especificagdes do estudo de Shahnazari et al.”, foi calculado

um minimo de 8 ratas por grupo. No entanto devido ao risco de perda por morte por serem
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animais envelhecidos, foram adquiridos 10 animais por grupo. Quarenta animais foram obtidos
com 4 meses da idade e foram mantidos alojados no biotério da Pos-graduag@o para chegarem a
idade de 12 meses. Aos 15 meses, 15% dos animais ja havia morrido, provavelmente devido a
infecgdes de trato respiratorio por Mycoplasma spp. transmitido verticalmente ou contidos no
ambiente. Destes, 46% morreram na recuperagdo anestésica ou nos primeiros dias apos o
procedimento cirdrgico, permanecendo 16 animais até o fim do experimento.

O protocolo de pesquisa deste estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais, da Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (CEUA/UFCSPA) sob
parecer n° 092/11. Foram seguidas as normas contidas no CIOMS (Council for International
Organization of Medical Sciences), no Ethical Code for Animal Experimentation da Organizagao
Mundial da Satde e os preceitos do Colégio Brasileiro de Experimentacio Animal — COBEA.
Durante o periodo da pesquisa as ratas foram alimentadas com rag¢do padrido Nuvital para
roedores (Nuvilab®) na quantidade de 12g/kg de peso/dia e agua ad libitum. Foram mantidas em
temperatura controlada de 24 °C + 2 °C com ciclos claro/escuro de 12 horas.

Os animais foram randomizados aleatoriamente em 4 grupos: ratas ooforectomizadas com
ingestdo de cafeina (Grupo 1: OVX-caf); ratas ooforectomizadas sem ingestdo de cafeina
servindo de controle ooforectomizado (Grupo 2: OVX-co); ratas submetidas a operagdo simulada
(sham-cirurgia) com ingestdo de cafeina (Grupo 3: Sham-caf); e ratas submetidas a operagdo
simulada sem ingestdo de cafeina, servindo de controle aos animais sham operados (Grupo 4:

Sham-co).

INTERVENCAO CIRURGICA
O procedimento cirargico nos grupos “OVX” para a realizagdo da ooforectomia bilateral

. . , . . 23 r . .
foi realizado segundo a técnica de Khajuria e colaboradores™ apds a anestesia com cetamina (50
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mg/kg) e xilazina (20 mg/kg) por via intraperitoneal. Para a cirurgia simulada dos animais
“Sham”, foi realizado o mesmo procedimento cirurgico, porém, sem a ligadura de trompas
uterinas e retirada de ovarios; os ovarios apenas foram expostos e recolocados na cavidade
abdominal.

Apos a cirurgia, as ratas foram alojadas individualmente em caixas de poliuretano
forradas com tecido de algoddo esterilizadas sobre mesa aquecida até a total recuperagdo
anestésica. Apds cinco dias, os animais foram reagrupados em suas gaiolas originais e todos

voltaram a ser alimentados normalmente.

ADMINISTRACAO DE CAFEINA

Foi administrada por via intragastrica com técnica de gavagem, uma solugdo de cafeina de
100 mg/kg de peso corporal. A administra¢do da solucdo com cafeina foi realizada no primeiro,
terceiro e quinto dias da semana durante 10 semanas em todos os animais dos grupos “OVX-caf”
¢ “Sham-caf”, seguindo a dose estabelecida por Huang e colaboradores.”* Os animais dos grupos
“OVX-co” e “Sham-co” receberam cerca de Iml de dgua por gavagem. Todos os animais foram

alimentados normalmente com dieta padrio de biotério e agua ad libitum.

EUTANASIA

Apo6s o periodo de 10 semanas de interveng@o, os animais foram submetidos a anestesia
com cetamina (50 mg/kg) e xilazina (20 mg/kg) via intraperitoneal e foram decapitados. Apds a
morte, foi realizada a remog¢do de fémur direito e coluna vertebral lombar. A coluna vertebral
lombar dos animais foi dissecada en bloc (L1-L4) e o fémur direito foi liberado dos tecidos moles

adjacentes.
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VARIAVEIS
Parametros biométricos

Peso corporal: O peso dos animais foi verificado em balanga digital com precisdo de
0,01g no inicio do experimento, na quinta semana ¢ no dia da morte dos animais para verificar
possiveis alteragdes corporais.

Dimensaoes do femur: O comprimento total e os didmetros externos maior € menor foram
medidos com a utilizagdo de paquimetro digital com precisdo de 0,0lmm. O comprimento foi
medido entre o condilo distal e a saliéncia dssea do trocanter maior. Os didmetros foram
realizados entre a didfise e a epifise, tendo como referéncia o terceiro trocanter. O didmetro maior

foi medido na posicao latero-lateral € o0 menor, na posi¢do anteroposterior.

Parametros biofisicos

Através da utilizagdo de uma balanca digital com precisdo de 0,0001g, foram obtidos os
pesos dos fémures e das colunas lombares. Foram coletados os pesos timido (Pu) e seco (Ps) para
fémures e colunas e peso imerso (Pi) para fémures. Para obter o Pu, os ossos foram mantidos em
um dessecador por 12h a fim de retirar o ar presente nos poros, para o Pi, utilizou-se um conjunto
de Becker e agua destilada onde, apds tarado, foram imersos os fémures. Para o Ps, os ossos
foram colocados em uma estufa a 100°C por 24h. Utilizando o principio de Arquimedes,20
calculou-se o volume 0sseo e a seguir, a densidade dssea e o percentual de d4gua nos ossos. Foram

utilizadas as formulas a seguir:

Volume ésseo = Pu—Pi (cm’)

P Onde:
3 Pu = peso timido
Densidade ossea = Pu (g/em”)
Volume 6sseo Ps = peso seco

Pi = peso imerso
Percentual de agua no osso = (Pu — Ps) x 100 (%) . ,
Pu p = densidade da agua
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Parametros quantitativos

Densitometria mineral ossea: A absorciometria de raios-X de dupla energia (DXA) com
um densitometro (Lunar DPX, Lunar®/GE®, USA, 2004) e um software fornecido pelo
fabricante (enCORE v.12.0), foram utilizados para aferir a 4rea (expresso em cm?), contetido
mineral 6sseo (CMO) (expresso em g) e densidade mineral dssea (DMO) (com unidade de
medida de g/cm?) do fémur e da coluna vertebral lombar na posi¢io anteroposterior dos animais.
Foram utilizadas as seguintes especificagdes no aparelho: modo de leitura fino de 148 linhas,
tensdo de 76 kV, corrente de 0,375 mA e dose de radiacdo de 0,5 mrem. As amostras foram
colocadas dentro de um recipiente com 4,3 litros de 4gua destilada para simular tecidos moles e
ter referéncia de massa. Todas as amostras foram medidas em duplicata por avaliador cegado em
semanas alternada e feita a média entre os valores obtidos.

Tomografia computadorizada (TCQ): Foram feitas aquisicdes das imagens dos fémures e
das colunas dos animais utilizando um tomografo com multi detectores de 16 canais (Lightspeed
CT 16, General Eletric®, USA) empregando aquisi¢des axiais continuas com espessura de corte
de 0,6mm no modo de varredura helicoidal, com nivel de energia de 80kV e 50mA. Os dados da
tomografia foram transferidos a uma estagado de trabalho (Advantage Windows, GE® Healthcare,
USA), onde as imagens em cortes coronais dos fémures e a reconstrucdo tridimensional dos
fémures ¢ das colunas foram realizadas e analisadas. Para a avaliagdo da densidade oéssea,
utilizou-se o eixo coronal de cada fémur em posi¢do posteroanterior e regides de interesse (ROIs)
foram feitas manualmente em cinco posi¢des: 1) colo do fémur; 2) trocanter maior; 3) regido
intratrocantérica; 4) diafise medial e 5) diafise lateral. As regides de colo do fémur, trocanter

maior e regido intratrocantérica foram analisadas devido ao maior turnover Osseo por serem
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formadas principalmente por osso trabecular. As regides das diafises, locais com grande
propor¢do de osso compacto, foram analisadas a fim de comparar a intensidade de sinal em
unidades de Hounsfield (UH) das imagens de osso compacto com de osso trabecular. Todas as
medidas foram feitas em duplicata e utilizou-se a média dos valores encontrados. Devido a baixa
resolu¢do das imagens tomograficas com que as vértebras lombares se apresentaram, ndo foi
realizada este tipo de andlise. Para as colunas lombares e fémures estipulou-se o volume de cada

3
peca pela tomografia, expresso em cm’.

ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software SPSS versdo 17.0. Os resultados
obtidos foram apresentados em médias e desvios-padrdo. A comparacdo entre as médias em cada
experimento foi realizada utilizando Analise de Variancia de um fator (ANOVA de um fator)
seguido de teste post-hoc de compara¢des multiplas de Tukey entre os grupos Sham e OVX
recebendo a mesma dieta. Para avaliar a interagdo entre a presenga ou auséncia de ooforectomia e
a presenga ou auséncia da ingestdo de cafeina em relagdo a média de DMO encontrada, foi
utilizado o teste de Analise de Variancia Multipla. Foi realizada anélise de coeficiente de
variagdo intraclasse (ICC) para as medidas densitométricas e tomograficas realizadas em

duplicata. Para efeito estatistico, considerou-se significativo p < 0,05.

RESULTADOS
Foram analisados os fémures direitos e colunas lombares de 16 fémeas de ratos Wistar

(Ratus albinus novergicus) de 17,5 meses de idade. O experimento ocorreu de fevereiro de 2012
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a agosto de 2013, na Universidade Federal de Ciéncias da Satude de Porto Alegre e no Centro de
Diagndstico por Imagem do Hospital Dom Vicente Scherer da Irmandade Santa Casa de
Misericordia de Porto Alegre.

Observou-se diferenga estatistica significativa na média de peso corporal basal dos grupos
OVX-co e Sham-co com os grupos OVX-caf e Sham-co (p = 0,017) e na média de peso inicial
entre OVX-co e Sham-caf com os grupos OVX-caf e Sham-co (p = 0,015), respectivamente. A
Tabela 1 apresenta as médias e desvios-padrdo de peso corporal antes do experimento (basal), no
inicio das intervengdes na metade e no fim do experimento. A Figura 1 apresenta o grafico de
pesos corporais dos animais ao decorrer do experimento. A variagdo de peso corporal dos animais
dos diferentes grupos experimentais, desde o inicio até o final da intervencao, estd apresentada na
Figura 2, na qual ¢ possivel observar o menor ganho de peso nos animais que consumiram
cafeina, mas sem diferenga estatistica. As medidas de comprimento, espessura menor e espessura
maior dos fémures estdo apresentadas da Tabela 2.

Nao foi observada diferenca significativa nos parametros de peso seco, peso umido,
porcentagem de agua nos fémures e colunas, densidade dssea calculada; DMO, CMO e érea por
densitometria 0ssea e volume (Tabela 3). Foi analisado somente o volume realizado pela TCQ
devido a maior acuracia dos dados. O ICC foi realizado para cada medida de DMO, sendo 0,994
para os fémures (IC95%, 0,984-0,998, p<0,001) e 0,965 para as colunas (IC95%, 0,903-0,987,
p<0,001).

Nas avaliagdes de densidade O&ssea realizadas por TCQ, observou-se diferenga
estatisticamente significativa nos valores dos ROIs da regido intratrocantérica (p = 0,021) no
grupo OVX-co quando comparado aos demais grupos, resultados na Tabela 4. Foi realizado ICC
para as medidas dos ROIs, sendo 0,870 (IC95%, 0,674-0,952, p<0,001) para colo do fémur,

0,672 (IC95%, 0,297-0,870, p=0,001) para trocanter, 0,905 (IC95%, 0,749-0,966, p<0,001) para
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regido intratrocantérica, 0,972 (IC95%, 0,922-0,990, p<0,001) para diafise medial e 0,939

(IC95%, 0,835-0,978, p<0,001) para diafise lateral.

DISCUSSAO

No presente estudo, ndo foram encontradas diferengas estatisticamente significativas nos
pesos corporais dos animais que receberam ou ndo cafeina. Os animais dos grupos OVX-co e
Sham-co apresentaram menor média de peso corporal, provavelmente decorrente do efeito da
infec¢do por Mycoplasma spp. Os animais infectados com M. pulmonis, na maioria das vezes
manifestam a Micoplasmose Respiratoria Murina (MRM) que pode causar morbidade e
mortalidade importantes, especialmente em animais utilizados em estudos de longa duragdo ou
naqueles com infec¢do subclinica, que pode ser exacerbada por procedimentos experimentais,
principalmente os que deprimem a ventilagdo ou causem estresse.”> Entretanto, o impacto mais
significante da infec¢do por Mycoplasma spp. deve-se a sua interferéncia na interpretagdo dos
resultados experimentais obtidos com animais infectados. No animal infectado, estes
microorganismos podem alterar a funcdo ciliar e cinética celular, a inflamacdo neurogénica, a
ativacdo de células NK (natural killer) e a resposta imune local e sistémica, com indugdo de
diversas interleucinas.”®

O aumento de peso apos a intervengdo cirdrgica em todos os grupos foi observado. Este
fendmeno de ganho de peso em ratos com idade avangada foi observado por Schapira et al.”’ O
tempo de observacdo de 10 semanas provavelmente ndo foi suficiente para identificar o periodo
de diminuicdo de peso. Sugere-se que para novas pesquisas sobre este tema, o periodo de
acompanhamento seja maior que 10 semanas.

Viérios estudos também ndo mostraram diferenca significativa de peso corporal entre os

30-32

animais que consumiram cafeina e os que ndo consumiram. No entanto, em um estudo que
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avaliou os efeitos da cafeina e do exercicio fisico em ratos jovens,”* mostrou que tanto a cafeina
quanto o exercicio fisico diminuiram o ganho de peso nos animais ao longo de 10 semanas de
tratamento. Em um trabalho realizado por Sakamoto et al.'® com ratos machos, ndo foi
encontrada diferenca significativa de peso corporal entre os grupos que ingeriram cafeina através
de café e aqueles que ndo a receberam, porém, encontrou-se uma tendéncia de perda de peso apos
91 dias do inicio da interveng@o no grupo que recebia café. O efeito da cafeina no peso corporal
também foi observado em camundongos jovens que receberam dieta hipercalorica suplementada
com cafeina durante 8 semanas, os quais ganharam peso mais lentamente que o grupo controle.™
Com a ingestdo de cafeina, a expressdo de adiponectinas aumenta, sendo seus niveis modulados
pelo peso corporal e pelo tamanho do tecido adiposo através do mecanismo de regulagdo por
feedback.> Os efeitos da cafeina sobre a massa corporal também sdo atribuidos ao aumento do
gasto energético por inibi¢do da enzima fosfodiesterase, responsavel pela geragdo de adenosina
monofosfato (AMP) a partir de adenosina monofosfato ciclico (cCAMP). O acimulo de cAMP
gerado pela inibi¢do da fosfodiesterase ativa proteinas quinases, que acaba por estimular a
lipolise para geragdo de energia.*

No presente estudo, ndo foi encontrada diferenca estatistica no efeito da ooforectomia no
ganho de peso dos animais, indo de encontro com os achados de Folwarczna e colaboradores que
utilizaram os mesmos grupos experimentais, mas com menor dose de cafeina (20mg/kg de peso)
e animais mais jovens (15 a 17 semanas de idade), onde foi encontrado aumento substancial de
peso nos grupos ooforectomizados.®® Atribuem-se os achados do presente estudo a idade das ratas
que foram utilizadas, entre 16-18 meses de idade, pois ratas entram na menopausa entre 15 e 24
meses de idade.*® Os horménios sexuais em Wistar fémeas alcancam o pico até os 12 meses de
idade, e o ciclo estral cessa aproximadamente aos 15 meses. Além disso, apds os 15 meses existe

~ . ~ JoR] A 29 At .
a desaceleracdo das modificagdes de varios parametros.” Sabe-se que os hormoOnios sexuais
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femininos influenciam no deposito de gordura corporal, levando normalmente ao ganho de peso
na pdés-menopausa. Este efeito foi observado em camundongos knockout para receptores de
estrogénio o (ERa), em que a eliminag@o do receptor levou ao aumento da adiposidade visceral,
dos niveis de insulina e reducdo a tolerancia a glicose, sugerindo um papel importante do
estrogénio no controle do gasto energético.’’ Os animais utilizados no presente estudo ja se
apresentavam em idade aproximada da senescéncia reprodutiva, assim sendo, a ooforectomia foi
realizada para cessar permanentemente os efeitos dos estrogénios gonadais no metabolismo, nao
causando interferéncia significativa no peso corporal dos animais ja em idade avancada.

Em nosso estudo, ndo foram encontradas diferengas significativas nas medidas de
comprimento, didmetros maior e menor nos fémures direitos das ratas dos diferentes grupos,
demonstrando que apesar das diferencas de peso, as medidas ndo foram significativamente
diferentes, criando uma homogeneidade nas mensuracdes. Entretanto, em estudo realizado com
ratas de 45 dias de idade avaliando o efeito do exercicio e da cafeina nos ossos observou-se que
os animais suplementados com cafeina apresentaram menores massas corporais e femorais, além
de maior didmetro 6sseo relativo ao peso corporal que aqueles ndo suplementados, contudo, ndo
foi verificada interagdo significativa entre os fatores em nenhum desses pardmetros.”® Devido a
idade dos animais no presente estudo, infere-se que a cafeina ndo pode alterar a geometria das
estruturas dsseas ja formadas, diferentemente do que ocorre em animais jovens.

Nas avaliagdes de densitometria dssea, ndo foram encontradas diferencas significativas
em DMO, CMO e area dos fémures e colunas. Similarmente aos resultados encontrados, achados
de estudo sobre a avaliagdo de massa Ossea de ratas jovens, ndo foi encontrada diferenca
estatistica no efeito da ingestdo de cafeina na mineralizacio e massa Ossea tanto em ratas
ooforectomizadas quanto em ndo ooforectomizadas; ainda, nos ossos longos (fémur e tibia) foi

. N . : A Avai e 35
observado aumento da mineralizagdo Ossea, contrariando os efeitos da deficiéncia estrogénica.
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A partir da idade de 12 meses, todos os parametros de comprimento, peso, densidade ¢ conteudo
de calcio do fémur ja alcangaram um plato, ndo havendo alteragdes significativas até os 24 meses
de idade, sem ocorrer grande efeito na mineraliza¢do de ossos longos.”’ No entanto, em outros
achados prevalecem os efeitos negativos da cafeina sobre a DMO, principalmente em 0ssos
longos em formagdo.** No presente estudo, ndo se constatou alteragdo significativa da diminui¢io
de DMO dos fémures e colunas dos animais, provavelmente porque o método utilizado para essa
avaliacdo ndo tenha apresentado sensibilidade suficiente para detectar possiveis alteragdes.
Ainda, o numero reduzido da amostra se apresenta como potencial limitacdo do presente estudo.
Os resultados encontrados neste estudo nas avaliagdes por TCQ sugerem que a por¢ao das
metafises do fémur de ratos € mais sensivel aos efeitos da deficiéncia estrogénica na
remodelagem &ssea pela sua maior por¢do de osso trabecular. Ainda, observou-se que a
intensidade de sinal atenuada ¢ muito semelhante nas diafises femorais em quaisquer grupos,
sofrendo pouca influéncia do furnover 6sseo em animais maduros. Estes achados sustentam os
resultados de Kiebzak e colaboradores,”® que em 1988, realizaram avaliagdo radiografica e
morfoldgica dos ossos de ratas como modelo para osteopenia associada a idade, em que foi
observada maior perda de osso trabecular na metafise distal dos fémures nos animais senescentes.
A TCQ permite a mensuracdo de DMO real, expressa em g/cm?, porém foi utilizada tecnologia
convencionalmente aplicada em humanos, e isso pode ter levado a um potencial viés de aferi¢ao.
No entanto, o mesmo método foi utilizado por Martynetz et al.,* que também utilizaram
avaliacdes de densidade Ossea por atenuacgao de radiagdo, medidas em UH.
Considerando o efeito da cafeina, em nosso experimento ndo foi demonstrada diferenca
significativa na perda dssea dos animais. Porém, a cafeina pareceu proteger os ossos da perda de
densidade d6ssea no grupo ooforectomizado, no entanto, ndo € possivel afirmar com precisdo tais

achados, como no estudo de Folwarczna et al., no qual foi observado aumento da massa 0ssea nas
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ratas que receberam cafeina.”” Uma limitacdo do presente estudo que deve ser considerada ¢ a
falta de poder estatistico.

1=1321 avaliando os efeitos da cafeina sobre o metabolismo

Diversos estudos em humanos
osseo tém enfrentado varios fatores de confusdo. Os fatores passam pela dificuldade de
determinar a ingestdo de cafeina devido a variagdo do teor de cafeina em produtos comerciais
(ex. cafés, chas e refrigerantes) quanto ao relato impreciso de inquéritos alimentares sobre o
consumo de cafeina pelos sujeitos da pesquisa. Além disso, ha a coocorréncia de varidveis de
confusdo, como a osteoporose, o consumo de cigarros e alcool com a ingestdo de cafeina entre as
populagdes estudadas. Embora uma variedade de técnicas estatisticas seja utilizada para
identificar e sobrepujar a influéncia destes fatores, em estudos com animais, tais vieses podem ser
controlados com maior precisao.

Para verificar a influéncia do consumo de cafeina no presente estudo, o ajuste a dose
dessa substancia administrada nos animais foi realizado para simular o efeito cronico do consumo
de cafeina em humanos. As doses utilizadas estdo de acordo com outros estudos que avaliaram o

24,41,42

efeito da cafeina no tecido 6sseo. De acordo com estudos prévios, o total de cafeina

administrado neste estudo (100mg/kg de peso corporal), é equivalente a aproximadamente 850

16,43 ,
*> Tal valor é o consumo

mg para um ser humano, equivalente a cerca de 10 xicaras de café.
maximo observado em mulheres por Cooper et al.,* no entanto é cerca de 63% superior ao
consumo de mulheres negras observado por Boggs et al.*’ ¢ 80% superior a ingestdo de cafeina
observado em mulheres climatéricas por Harter et al.*’

Os estudos realizados para verificar os possiveis efeitos do café e da cafeina vém sendo
realizados desde o inicio da década de 1980. No entanto, ainda ndo foi encontrada uma resposta

definitiva para os efeitos no tecido dsseo. Tal lacuna na literatura pode ser devido aos diferentes

efeitos antagonista nos receptores de adenosina expressos no tecido dsseo. A expressdo e a
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fung¢@o dos receptores de adenosina nas células dsseas foram primeiramente demonstradas por
Shimegi, que observou ag¢ao mitogénica da adenosina em uma linhagem celular de osteoblastos
(MC3T3-E1).*® Estudo posterior demonstrou agdo mediada por ativagdo dos receptores de
adenosina em osteoblastos e osteoclastos, sendo ainda desconhecidas fungdes em ostedcitos.t” A
ativacdo de receptores de adenosina € necessaria para a formacdo adequada de complexos
especificos de fatores de necrose tumoral em fatores de crescimento ativados por quinases
(TRAF6/TAKI) necessarios para a ativagdo de NF-kB (fator nuclear kappa B), etapa critica de
sinalizacdo na osteoclastogénese.48 Foi demonstrado que a ativagdo da uma via de sinalizagio
especifica (PI3K/AKT) por ATP (adenosina trifosfato) estimulou a proliferagdo celular e a
atividade da fosfatase alcalina em osteoblastos primdrios de calvarias em ratos, sugerindo que a
sinalizagdo pode desempenhar um papel positivo na modula¢io da maturagio dos osteoblastos.*
Assim, os efeitos da cafeina no metabolismo dsseo dependem do receptor de adenosina

antagonizado, podendo gerar respostas positivas ou negativas sobre o tecido 6sseo.

CONCLUSAO

A ooforectomia bilateral e a senescéncia reprodutiva contribuiram para o aumento de peso
em ratas envelhecidas.. Neste estudo ndo foi possivel identificar associacdo entre a cafeina e o
efeito deletério sobre a massa Ossea de ratas envelhecidas. Um viés que deve ser considerado € a
falta do poder estatistico devido as limitagdes do estudo. Sugerem-se mais estudos translacionais
utilizando o consumo cronico de cafeina para mimetizar possiveis alteragdes na massa Ossea na
populagdo idosa e, além disso, novas pesquisas em biologia celular para verificar mais efeitos da

cafeina nos receptores de adenosina nas células do tecido 6sseo.
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Figura 1. Grafico linear de variacao de peso corporal dos grupos experimentais

OVX-caf= ratas ooforectomizadas com ingestdo de cafeina; OVX-co= ratas ooforectomizadas sem
ingestdo de cafeina; Sham-caf= ratas “sham”-cirurgia com ingestdo de cafeina; Sham-co= ratas

“sham”-cirurgia sem ingest@o de cafeina.
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Figura 2. Variacio de peso corporal entre o inicio e o final do experimento entre
0s grupos que receberam ou nio cafeina e que foram ooforectomizados ou sham

operados

OVX-caf= ratas ooforectomizadas com ingestdo de cafeina; OVX-co= ratas ooforectomizadas
sem ingestdo de cafeina; Sham-caf= ratas “sham”-cirurgia com ingestdo de cafeina; Sham-co=

ratas “sham”-cirurgia sem ingestfo de cafeina.
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Figura 3. Atenuaciio radiografica por Unidades de Hounsfield nas regides de interesse dos

fémures direitos das ratas dos diferentes grupos experimentais

Médias seguidas de letras maiusculas distintas na linha diferem significativamente através da Analise de
Variancia (ANOVA de um fator), utilizando o delineamento em medidas repetidas, complementada pelo
Teste de Comparagdes Multiplas de Tukey, ao nivel de significancia de 5%.

OVX-caf= ratas ooforectomizadas com ingestdo de cafeina; OVX-co= ratas ooforectomizadas sem ingestdo
de cafeina; Sham-caf= ratas “sham”-cirurgia com ingestdo de cafeina; Sham-co= ratas “sham”-cirurgia sem

ingestdo de cafeina.
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Tabela 1. Pesos corporais no inicio, meio e fim do experimento dos diferentes grupos experimentais,

em média e desvios padrio.

Grupos experimentais

Parametros

OVX-caf (n=4)

Média + DP

OVX-co (n=4)

Média + DP

Sham-caf (n=4)

Média + DP

Sham-co (n=4)

Média + DP

Peso basal (g)

Peso inicial (g)

255,00™ + 9,06

243,50 + 8,70

234,75% + 10,14

222,50 + 12,79

246,50 + 8,06

228,50"% + 6,19

234,50% + 7,72

244,50 + 9,15

Peso 52 semana (g) 247 50*" + 9,71 229,00*" + 18,00 240,75™ + 6,80 238,25 + 27,88

Peso 102 semana (@) 256,50* + 12,26 234,75 + 13,20 243,25 + 8,69 249,50™ + 22,29

Médias seguidas de letras maiusculas distintas na linha e médias seguidas de letras minusculas distintas na coluna
diferem significativamente através da Andlise de Varidncia, utilizando o delineamento em medidas repetidas,
complementada pelo Teste de Comparacdes Multiplas de Tukey, ao nivel de significancia de 5%.

OVX-caf= ratas ooforectomizadas com ingestdo de cafeina; OVX-co= ratas ooforectomizadas sem ingestdo de
cafeina; Sham-caf= ratas “sham”-cirurgia com ingestdo de cafeina; Sham-co= ratas “sham”-cirurgia sem ingestdo de

cafeina; DP= desvio-padrio.
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Tabela 2. Dimensdes de comprimento, espessuras menor e maior dos fémures direitos dos animais

dos diferentes grupos experimentais.

Grupos experimentais

OVX-caf (n=4) OVX-co (n=4) Sham-caf (n=4) Sham-co (n=4)
Parametros p
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
Comprimento (mm) 35,02 + 0,965 35,05 £ 0,595 34,09 £+ 0,654 34,75 + 0,358 0,211
Espessura menor (mm) 3,11+ 0,079 3,15+ 0,082 3,02 + 0,141 3,20 £ 0,026 0,097
Espessura maior (mm) 5,01 +£0,243 4,97 +0,213 5,06+0,172 4,92 + 0,085 0,765

OVX-caf= ratas ooforectomizadas com ingestdo de cafeina; OVX-co= ratas ooforectomizadas sem ingestdo de

cafeina; Sham-caf= ratas “sham”-cirurgia com ingestdo de cafeina; Sham-co= ratas “sham”-cirurgia sem ingestdo de

cafeina; DP= desvio-padrdo; p= menor nivel de significancia para o teste ANOVA de um fator.
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Tabela 3. Parametros analisados nas vértebras das colunas lombares e fémures direitos dos animais

nos diferentes grupos experimentais.

Grupos experimentais

Parametros OVX-caf (n=4) OVX-co (n=4) Sham-caf (n=4) Sham-co (n=4)
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP P
Fémur Peso umido (g) 0,6983 + 0,0289 0,7388 + 0,0846 0,6600 + 00,0163  0,7020 + 0,0292 0,196
Peso seco (g) 0,4705 + 0,0246 0,4654 + 0,0120 0,4496 + 0,0196  0,4650 + 0,0294 0,598
Agua (%) 32,62 £2,22 36,49 + 6,05 31,89+ 1,56 33,73+ 4,12 0,397
DMO (g/cm®) 0,16 £ 0,012 0,15 + 0,021 0,15+ 0,033 0,17 £ 0,003 0,834
CMO (g) 0,35 + 0,058 0,30 + 0,000 0,32 £ 0,050 0,32 + 0,050 0,517
Area (cm?) 2,28 £ 0,299 2,18 £ 0,330 2,22 £ 0,465 1,98+ 0,126 0,602
Volume (cm®) 0,696 + 0,053 0,696 + 0,032 0,640 + 0,013 0,694 + 0,006 0,294
Densidade 6ssea (g/cm®) 1,005 + 0,041 1,059 + 0,082 1,030 + 0,015 1,012+ 0,035 0,455
Coluna  Peso Umido (g) 1,2454 + 0,1504 1,3636 + 0,1490 1,2098 £ 0,1408  1,4491+0,1030 0,103
Peso seco (g) 0,5693 + 0,0457 0,5718 + 0,0615 0,5238 + 0,0871  0,6164 £ 0,0248 0,236
Agua (%) 54,07 £ 3,13 58,02 + 2,42 56,78 + 3,88 57,26 + 4,18 0,434
DMO (g/cm?) 0,15 £ 0,002 0,14 £ 0,004 0,14 £ 0,007 0,14 £ 0,006 0,330
CMO (g) 0,30 £ 0,000 0,28 + 0,050 0,30 + 0,000 0,30 + 0,000 0,426
Area (cm®) 2,12 £ 0,236 1,88 + 0,263 2,12+0,126 2,05+ 0,289 0,429
Volume (cm?) 1,090 + 0,109 1,059 + 0,112 1,027 + 0,096 1,166 + 0,085 0,074

OVX-caf= ratas ooforectomizadas com ingestdo de cafeina; OVX-co= ratas ooforectomizadas sem ingestdo de
cafeina; Sham-caf= ratas “sham”-cirurgia com ingestdo de cafeina; Sham-co= ratas “sham”-cirurgia sem ingestdo de
cafeina; DP= desvio-padrdo; p= menor nivel de significdncia para o teste ANOVA de um fator; DMO= densidade

mineral 6ssea; CMO= contetido mineral dsseo.
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Tabela 4. Atenuacio de raios-x por Unidades de Hounsfield em Regides de Interesse dos fémures

direitos dos diferentes grupos experimentais.

Grupos experimentais

OVX-caf OVX-co Sham-caf Sham-co
ROI do fémur (n=4) (n=4) (n=4) (n=4) P
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
Colo (UH) 1503,62 + 120,45 1316,90 + 233,97 1357,38 £ 176,14 1550,10 + 303,64 0,406
Trocanter maior (UH) 1107,75 + 38,78 908,42 + 109,85 997,38 + 221,45 981,50 + 214,31 0,426

Regigo intratrocantérica (UH)  1135,70* + 188,99  859,48%+ 157,74  1272,30+ 163,62  1182,93"®+ 13828 0,021
Diafise Medial (UH) 1194,98 + 217,09 1208,63 201,58  1045,18 + 101,56 1222,58 + 164,36 0,483

Diéfise Lateral (UH) 1260,18 + 78,61 1142,48 + 301,04 1297,00 + 151,96 1388,18 + 66,57 0,310

Médias seguidas de letras maitsculas distintas na linha diferem significativamente através da Analise de Variancia
(ANOVA de um fator), utilizando o delineamento em medidas repetidas, complementada pelo Teste de
Comparagdes Multiplas de Tukey, ao nivel de significancia de 5%.

OVX-caf= ratas ooforectomizadas com ingestdo de cafeina; OVX-co= ratas ooforectomizadas sem ingestdo de
cafeina; Sham-caf= ratas “sham”-cirurgia com ingestdo de cafeina; Sham-co= ratas “sham”-cirurgia sem ingestdo de
cafeina; DP= desvio-padrdo; p= menor nivel de significancia para o teste ANOVA de um fator; ROI= Regido de

interesse; UH= unidades de Hounsfield.
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ANEXO | — Composicao da racéo de roedores Nuvital® Nuvilab CR-1

NUVILAB CR-1 Ragao para animais de laboratoério

COMPOSICAO BASICA DO PRODUTO:

Milho integral moido, farelo de soja, farelo de trigo, carbonato de calcio, fosfato
bicalcico, cloreto de sodio, vitamina A, vitamina D3, vitamina E, vitamina K3, vitamina
B1, vitamina B2, vitamina B6, vitamina B12, niacina pantotenato de calcio, acido félico,
biotina, cloreto de colina, sulfato de ferro, mondxido de manganés, 6xido de zinco,
sulfato de cobre, iodato de calcio, selenito de sodio, sulfato de cobalto, lisina, metionina
e BHT.

NIVEIS DE GARANTIA POR QUILOGRAMA DE PRODUTO:
Umidade (max) 125 g/kg

Proteina bruta (min) 220 g/kg

Extrato etéreo 40 g/kg

Matéria mineral (max) 90 g/kg

Fibra bruta (max) 70 g/kg

Calcio (min,max) 10,14 g/kg

Fosforo (min) 8000 mg/kg

VITAMINAS: vitamina A (min) 13000 Ul/kg, vitamina D3 (min) 2000 Ul/kg, vitamina E
(min) 34 Ul/kg, vitamina K3 (min) 3 mg/kg, vitamina B1 (min) 5mg/kg, vitamina B2 (min)
6mg/kg, vitamina B6 (min) 7mg/kg, vitamina B12 (min) 22 mcg/kg, niacina (min) 60
mg/kg, pantetonato de calcio (min) 20 mg/kg, acido félico (min) 1mg/kg, biotina (min)
0,05 mg/kg, colina (min) 1900 mg/kg. MINERAIS:s6dio (min) 2700 mg/kg, ferro (min) 50
mcg/kg, manganés (min) 60 mg/kg, zinco (min) 60 mg/kg, cobre (min) 10 mg/kg, iodo
(min) 2 mg/kg, selénio (min) 0,05 mg/kg, cobalto (min) 1,5 mg/kg, fluor (max) 80 mg/kg.
AMINOACIDOS: lisina (min) 12 g/kg, metionina (min) 4000 mg/kg. ADITIVOS: BHT 100
mg/kg.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROJETO DE PESQUISA E ENSINO
1) PROTOCOLO N°: 057/11 Parecer 092/11

2) DATA DO PARECER: 16/11/2011

3) TITULO DO PROJETO:

Efeitos da ingestio de cafeina na massa ossea de ratas envelhecidas

4) PESQUISADOR RESPONSAVEL:

Airton T. Stein

5) RESUMO DO PROJETO:

Estudo sobre o efeito da cafeina sobre o metabolismo dsseo de 40 raras Wistar de 12
meses de idade randomizadas em 4 grupos: ooforectomia com e sem cafeina. cirurgia
semelhante com ¢ sem cafeina. Ingestio de cafeina 3x semana gavegem. Analise da
densidade mineral dssea por DEXA.

6) OBJETIVOS DO PROJETO:

-Avaliar o efeito da ingestdo de cafeina sobre a MO de ratas wistar.
- Comparar o efeito da cafeina sobre a MO de ratas idosas ooforectomizadas com nio
ooforectomizadas.
-Comparar a perda da MO de ratas idosas ooforectomizadas com a das ratas nio
| ooforectomizadas.

7) FINALIDADE DO PROJETO: [ ]1Ensino  [X] Pesquisa

8) ITENS METODOLOGICOS E ETICOS DO PROJETO:

Titulo Adequado |:| Comentarios

Introdugao E Adequada |:| Comentarios

Objetivos Adequados |:| Comentarios
Ja existe um modelo experimental para estes objetivos?
Respondido a questio: existe modele experimental de perda de massa dssea de ratas pos
menopausa.
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Relevancia e Justificativa Adequados [ | Comentarios
Baustem evidéncias que demonstram que o metabolismo osseo em ratos € semelhante
a humanos? Respondido a questio com duas refeéncias.

Materiais e Métodos Adequados [ | Comentarios
Cronograma para execucao da pesquisa Adequado [ | Comentarios
Orgcamento e fonte financiadora [x | Adequados [ | Comentarios
Referéncias Bibliograficas Adequadas | | Comentarios

9) O PROJETO ESTA ADEQUADO A LEGISLACAD VIGENTE:
Sim [ ] Nao

10) INFORMACOES RELATIVAS AOS ANIMAIS:

Grau de dorfestresse: B | c[ ] D E []
Justifique:

Uso de anestésico e procedimento cimirgico de grande porte.

Espécie: | Rato | Namero Amostral: 40
Reducéo Amostral: [ ]Sim [X ] Nzo
Jusiifique:

Substituigio de Metodologia: [ ] sim [X ] Nao

Se achar necessario, justifigue e sugira uma nova metodologia:

Aprimoramento da Metodologia: [X ] Sim [ ] Ndo
Se achar necessario, justifique e sugira aprimeramentos da mefodologia:
Melhorar a descriciio dos procedimentos einirgicos e entanasia?

Acomodacio e manutencéao dos animais: Adequada [ | Inadequada
Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessarias:

Manipulacio dos animais: [X ] Adequada [ | Inadequada
Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessarias:
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Analgesia dos animais (se aplicavel): [x | Adequada [ | Inadequada
Se achar inadegquada cite abaixo as melhorias necessarias com analgésico subsiituto:

Anestesia dos animais (se aplicavel): Adequada [ | Inadequada
Se achar inadequada cite abaive as melhorias necessarias com anesiésico substifuto:

Eutanasia dos animais (se aplicavel): Adequada |:| Inadequada
Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessarias com metodologia substituta;

N3o esta descrito com detalhes
Local de Realizagao (Biotério/Labotarono): Ongem: bioterno UFCSPA
CDI-HDVS.

11) CRONOGRAMA DE UTILIZACAO DE ANIMAIS

Data Espécie Sexo Quantidade
_Rato F 40
12) RECOMENDACAQO:
Aprovado

[ ] Com Pendéncia

[ ] N3o aprovado
Comentarios gerais sobre o projeto:
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PARECER CONSUESTANCIADO DE PROJETO DE PESQUISA E ENSINO

1) PROTOCOLO N°: 058/11 - Adendo - Parecer 22813

2) DATA DO PARECER: 11/09/13

3) TITULO DO PROJETO:
Efeitos da ingestdo de cafeina na massa ossea de ratas envelhecidas

4) PESQUISADOR RESPONSAVEL:
Airton T. Stein

5) RESUMO DO PROJETO:

Estudo sobre o efeito da cafeina sobre o metabolismo osseo de 40 raras Wistar de 12
meses de idade randomizadas em 4 grupos: ooforectomia com e sem cafeina, cinirgia
semelhante com e sem cafeina. Ingestio de cafeina 3x semana gavegem. Analise da
densidade mineral ossea por DEXA

6) OBJETIVOS DO PROJETO:

| -Avaliar o efeito da ingestio de cafeina sobre 2 MO de ratas wistar.
- Comparar o efeito da cafeina sobre a MO de ratas idosas ooforectomizadas com ndo
ooforectomizadas.

-Comparar a perda da MO de ratas 1dosas ooforectomizadas com a das ratas nfo
| ouioice fomitadas

7) FINALIDADE DO PROJETO: [ ] Ensino Pesquisa

8) ITENS METODOLOGICOS E ETICOS DO PROJETO:

Titulo Adequado [ | Comentarios
Introdugao [X ]| Adequada [ | Comentarios
Objetivos Adequados [ | Comentarios

Ja existe um modelo experimental para estes objetivos?
Respondido a questdo: existe modele experimental de perda de massa 6ssea de ratas pos
MIenopansa.
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Relevincia e Justificativa Adequados [ | Comentarios
Existem evidéncias que demonstram que o metabolismo 0sseo em ratos € semelhante

a humanos? Respondido a questio com duas refeéncias.

Materiais e Metodos Adequados [ | Comentarios
Cronograma para execugao da pesquisa Adequado [ | Comentarios
Orgamento e fonte financiadora [x | Adequades [ | Comentarios

Referéncias Bibliograficas [ X ] Adequadas [ | Comentarios

9) O PROJETO ESTA ADEQUADO A LEGISLACAO VIGENTE:

Sim [ ] Nio

10) INFORMACOES RELATIVAS AOS ANIMAIS:

Grau de dorlestresse: B | C[ ] D [X] E T
Justifique:
Uso de anestésico e procedimento cinirgico de grande porte.

Especie: | Rato Nimero Amostral:
Reducgéo Amostral: [ ]Sm Nao
Justifique:;

Substituigio de Metodologia: [ ] sim Nio

Se achar necessdrio, justifigue e sugiva uma nova metodologia;

Aprimoramento da Metodologia: Sim [ ] Nio
Se achar necessdrio, justifigue e sugiva aprimoramentos da meiodologia:

Melhorar a descricio dos procedimentos cirurgicos e eutanasia?

Acomodacéo e manutengao dos animais: [X ] Adequada [ | Inadequada

Se achar inadequada cite abaixe as melhorias necessarias:

Manipulagao dos animais: [X ] Adequada [ | Inadequada

Se achar inadequada cite abaixe as melhorias necessarias:
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REPUBLICA FEDERATTVA D BRASIL
MIMISTERID D& EDUCACAD

UFCSPA

UMIVERSIDADE FEDERAL DE CIENCIAS DA SAUDE DE PORTO ALEGRE
Analgesia dos animais (se aplicavel): [x ]| Adequada [ | Inadequada
Se achar inadequada cite abaivo as melhorias necessarias com analgésico substituto:

Anestesia dos animais (se aplicavel): |I| Adequada |:| Inadequada
Se achar inadeguada cife abaive as melhorias necessdrias com anestesico substituto:

Eutanasia dos animais (se aplicavel): |I| Adequada |:| Inadequada
Se achar inadequada cite abaive as melhorias necessdrias com metodologia substituta:

Nio esta descrito com detalhes
Local de Realizagao (Biotério/Labotarore): Ongem: biotero UFCSPA
CDI-HDVS.
11) CRONOGRAMA DE UTILIZACAO DE ANIMAIS
Data Espécie Sexo Quantidade

_Rafto F 40
12) RECOMENDAGAO:

Aprovado
[ ] Com Pendéncia
[ ] N3o aprovado

Comentarios gerais sobre o projeto:
Adendo ao projeto em 11/09/13 para inclus3o de material biolégico.
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ANEXO Ill — Normas da Revista Brasileira de Ginecologia e Obstetricia

INSTRUCOES AOS AUTORES

o Escopo e politica

e Forma e preparacio de manuscritos
¢ Envio de manuscritos

¢ Envio dos manuscritos

ISSN 0100-7203 versdo e Itens para a conferéncia do manuscrito
impressa

REVESTA BRASILEIR DF GINECOLOGLA F OBSTETRICLY

Escopo e politica

A Revista Brasileira de Ginecologia e Obstetricia (Rev Bras Gincecol Obstet., ISSN 0100 7203),
publicagdo mensal de divulgacdo cientifica da Federacdo das Sociedades de Ginecologia e
Obstetricia (Febrasgo), ¢ dirigida a obstetras, ginecologistas e profissionais de areas afins, com o
proposito de publicar contribuigdes originais sobre temas relevantes no campo da Ginecologia,
Obstetricia e areas correlatas. E aberta a contribui¢des nacionais e internacionais. A revista aceita
e publica trabalhos em portugués, inglés e espanhol.

O material enviado para andlise ndo pode ter sido submetido simultaneamente a publicacdo em
outras revistas nem publicado anteriormente. Na selecdo dos manuscritos para publicagdo, sdo
avaliadas originalidade, relevancia do tema e qualidade da metodologia utilizada, além da
adequacdo as normas editoriais adotadas pela revista. O material publicado passa a ser
propriedade da Revista Brasileira de Ginecologia e Obstetricia e da Febrasgo, s6 podendo ser
reproduzido, total ou parcialmente, com a anuéncia dessas entidades.

Os manuscritos submetidos a revista sdo analisados por pareceristas e o sigilo sobre a autoria e a
identidade dos revisores ¢ garantido durante todo o processo de edicdo. Os pareceres dos
revisores e as instrugdes do editor serdo enviados para os autores para que eles tomem
conhecimento das alteragdes a serem introduzidas. Os autores devem reenviar o texto com as
modificagdes solicitadas assim que possivel, devendo justificar, na carta de encaminhamento, se
for o caso, o motivo do ndo atendimento de alguma sugestdo para modificacdo. Nao havendo
retorno do trabalho apods trés meses, presume-se que os autores ndo t€ém mais interesse na
publicagdo. Os autores podem solicitar em qualquer ponto do processo de analise e edigdo do
texto a sustagdo do processo e a retirada do trabalho. Os conceitos e as declaragdes contidos nos
artigos sdo de responsabilidade dos autores.
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A revista publica contribuigdes nas seguintes categorias:

W

Artigos Originais, trabalhos completos prospectivos, experimentais ou retrospectivos.
Manuscritos contendo resultados de pesquisa clinica ou experimental original tém
prioridade para publicagdo.

Relatos de Casos, de grande interesse e bem documentados, do ponto de vista clinico e
laboratorial. Os autores deverdo indicar na carta de encaminhamento os aspectos novos ou
inesperados em relacdo aos casos ja publicados. O texto das se¢des Introdugdo e
Discussao deve ser baseado em revisdo bibliografica atualizada. O numero de referéncias
pode ser igual ao dos trabalhos completos.

Técnicas e Equipamentos, para apresentagdo de inovagdes em diagnostico, técnicas
cirargicas e tratamentos, desde que ndo sejam, clara ou veladamente, propaganda de
drogas ou outros produtos. Valem para essa categoria todas as normas aplicadas para
trabalhos completos.

Artigos de Revisdo, incluindo avaliagdo critica e sistematizada da literatura, meta-analises
ou revisdes sistematicas. A sele¢do dos temas e o convite aos autores t€ém como base
planejamento estabelecido pela editoria. Contribui¢cdes espontdneas podem ser aceitas.
Nesse caso, devem ser enviados inicialmente um resumo ou roteiro do texto, a lista de
autores e as respectivas publicagdes sobre o tema. Se houver interesse da revista, sera
enviado convite para apresentacdo do texto definitivo. Todos os autores devem ter
publicagdes em periddicos regulares, indexados sobre o tema da revisdo. O numero de
autores ¢ limitado a quatro, dependendo do tipo de texto e da metodologia empregada.
Devem ser descritos os métodos e procedimentos adotados para a obtengdo do texto, que
deve ter como base referéncias recentes, inclusive do ano em curso. Tratando-se de tema
ainda sujeito a controvérsias, a revisdo deve discutir as tendéncias e as linhas de
investigagdo em curso. Apresentar, além do texto da revisdo, resumo, abstract e
conclusdes. Ver a se¢do "Preparo do manuscrito" para informagdes quanto ao texto
principal, pagina de rosto, resumo e abstract;

Comentarios Editoriais, solicitados pelo editor;

Resumos de Teses apresentadas e aprovadas nos ultimos 12 meses, contados da data de
envio do resumo. Devem conter, aproximadamente, 300 palavras e, para serem aceitos,
devem seguir as normas da revista quanto a estruturacdo, a forma e ao conteudo. Incluir
titulo em portugués e inglés e, no minimo, trés palavras ou expressdes-chave. Nao ha
revisdo do texto dos Resumos de Teses. No arquivo enviado, informar: nome completo do
autor ¢ do orientador; membros da banca; data de apresentagdo e a identificagdo do
servigo ou departamento onde a tese foi desenvolvida e apresentada. Lembramos que a
publicagdo do resumo ndo impede a posterior publicagdo do trabalho completo em
qualquer periddico.

Cartas dos Leitores para o Editor, versando sobre matéria editorial ou ndo, mas com apresentagao
de informagdes relevantes ao leitor. As cartas podem ser resumidas pela editoria, mas com
manutencdo dos pontos principais. No caso de criticas a trabalhos publicados, a carta é enviada
aos autores para que sua resposta possa ser publicada simultaneamente.
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Forma e preparacio de manuscritos

Informacées gerais

1.
2.

A revista ndo aceita material editorial com objetivos comerciais.

Conflito de interesses: devem ser mencionadas as situagdes que podem influenciar de
forma inadequada o desenvolvimento ou as conclusdes do trabalho. Entre essas situagdes,
menciona-se a participagdo societaria nas empresas produtoras das drogas ou dos
equipamentos citados ou utilizados no trabalho, assim como em concorrentes da mesma.
Sdo também consideradas fontes de conflito os auxilios recebidos, as relagdes de
subordinagdo no trabalho, as consultorias etc.

No texto, deve ser mencionada a submissao ¢ a aprovacdo do estudo por um Comité de
Etica em Pesquisa reconhecido pelo Comité Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).
Artigo que trate de pesquisa clinica com seres humanos deve incluir a declaracdo, na
secdo Métodos, de que os sujeitos do estudo assinaram o termo de consentimento livre e
informado. Os autores devem informar, também, que a pesquisa foi conduzida de acordo
com a Declaragdo de Helsinque revisada em 2008.

No caso de trabalhos envolvendo experimentagdo animal, os autores devem indicar na
secdo M¢étodos que foram seguidas as normas contidas no CIOMS (Council for
International Organization of Medical Sciences) Ethical Code for Animal
Experimentation (WHO Chronicle 1985; 39(2):51-6) e os preceitos do Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal - COBEA (www.cobea.org.br).

Todos os ensaios controlados aleatérios (randomized controlled trials) e clinicos (clinical
trials) submetidos a publicagdo devem ter o registro em uma base de dados de ensaios
clinicos. Essa ¢ uma orientagdo da Plataforma Internacional para Registros de Ensaios
Clinicos (ICTRP) da Organizacio Mundial da Satde (OMS), e do International
Committee of Medical Journal Editors (ICMJE). As instru¢des para o registro estdo
disponiveis no enderego eletronico do ICMIJE (http://www.icmje.org/clin_trialup.htm) e o
registro pode ser feito na base de dados de ensaios clinicos da National Library of
Medicine, disponivel em http://clinicaltrials.gov/ct/gui.

O numero de autores de trabalhos completos e relatos de casos € limitado a sete.
Trabalhos de autoria coletiva (institucionais) devem ter os responsaveis especificados.
Trabalhos e estudos multicéntricos podem ter nimero de autores compativel com o
numero de centros (cada situacdo sera avaliada pela editoria e pelos revisores). Os
investigadores responsaveis pelos protocolos aplicados devem ser especificados. Todos os
autores devem ter conhecimento do texto enviado para a revista.

O conceito de coautoria é baseado na contribui¢do de cada um, para a concepgdo e
planejamento do trabalho, andlise e interpretacdo dos dados, para a redagdo ou revisdo
critica do texto. A inclusdo de nomes cuja contribuicdo nido se enquadre nos critérios
citados ou que tenham fornecido apenas suporte material ndo ¢ justificavel.

Os autores serdo informados, por correspondéncia eletronica, do recebimento dos
trabalhos. Os trabalhos que estiverem de acordo com as Instrucdes aos Autores e se
enquadram na politica editorial da revista serdo enviados para andlise por revisores
indicados pelo editor. Os originais em desacordo com os objetivos da revista ou com essas
instru¢des sdo devolvidos aos autores para as adaptagdes necessdrias antes da avaliagdo
pelo Conselho Editorial ou recusados sem anélise por revisores.
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10. Junto dos arquivos originais, deve ser enviada uma carta de encaminhamento, na qual
deve ficar explicita a concordancia com as normas editoriais, com o processo de revisao e
com a transferéncia de copyright para a revista.

11. Para manuscritos originais, nao ultrapassar 25 paginas de texto digitado ou
aproximadamente 30.000 caracteres. Limitar o numero de tabelas e figuras ao necessario
para apresentacdo dos resultados que sdo discutidos (como norma geral, limitar a cinco).
Para manuscritos do tipo Relato de Caso, ndo ultrapassar 15 paginas de texto ou 18.000
caracteres (ver "Preparo do manuscrito", "Resultados").

12. O trabalho deve ser enviado pelo sistema de submissdo online no portal SciELO. O
endereco eletronico de todos os autores deve ser fornecido. Desta forma, os coautores
receberdo informacdo sobre a submissdo do trabalho e, assim, ndo sera necessaria a
assinatura de todos na carta de encaminhamento. O enderego eletronico para
correspondéncia com a revista € rbgo@fmrp.usp.br. O arquivo correspondente ao trabalho
deve ser tinico e deve conter texto, referéncias, tabelas e figuras.

Preparo dos manuscritos

As normas que seguem foram baseadas no formato proposto pelo ICMJE e publicado no artigo
"Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals", atualizado em
Outubro de 2008 e disponivel no endereco eletronico: http:/www.icmje.org/.

Apresentacio do texto

1. Os trabalhos devem ser digitados em espago 2 em todas as se¢des, da pagina de
rosto as referéncias bibliograficas, tabelas e legendas. Cada pagina deve conter
aproximadamente 25 linhas em uma coluna. Usar preferencialmente o processador
de texto Microsoft Word® e a fonte Times New Roman 12. Nao dar destaque a
trechos do texto: ndo sublinhar ou usar negrito. Numerar todas as paginas,
iniciando pela de rosto.

2. Nao usar maiusculas nos nomes proprios (a ndo ser a primeira letra) no texto ou
nas referéncias bibliograficas. Nao utilizar pontos nas siglas (DPP em vez de
D.P.P.). Quando usar siglas ou abreviaturas, descrevé-las por extenso na primeira
vez que mencionadas no texto. Iniciar cada se¢do em uma nova pagina: pagina de
rosto; resumo e palavras ou expressdes-chave; abstract e keywords; texto;
agradecimentos; referéncias; tabelas individuais e legendas das figuras.

Pagina de rosto

Apresentar o titulo do trabalho em portugués e em inglés; nomes completos dos autores sem
abreviaturas; enderecos eletronicos validos de todos os autores (opcional, em substitui¢do a carta
de encaminhamento); nome da instituicio onde o trabalho foi desenvolvido; afiliagdo
institucional dos autores; informacdes sobre auxilios recebidos sob forma de bolsas de estudos,
financiamento, fornecimento de drogas, reagentes ou equipamentos. Obrigatoriamente deve ser
fornecido o endere¢o da instituicdo onde o trabalho foi desenvolvido, o qual ¢ publicado na
pagina inicial do trabalho. Devem ser indicados nome, endereco, telefone/fax e e-mail do autor
para o qual a correspondéncia deve ser enviada. Essas informacdes pessoais sdo empregadas
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apenas para correspondéncia com a revista e somente sdo publicadas se houver pedido do(s)
autor(es).

Resumo

O resumo do trabalho deve aparecer na segunda pagina. Para trabalhos completos, redigir um
resumo estruturado, que deve ser dividido em se¢des identificadas: objetivo, métodos, resultados
e conclusdes. Deve ter aproximadamente 300 palavras. O resumo deve conter as informagdes
relevantes, permitindo que o leitor tenha uma ideia geral do trabalho. Deve incluir descri¢do
resumida de todos os métodos empregados e da analise estatistica efetuada. Expor os resultados
numéricos mais relevantes, e ndo apenas indicagdo de significancia estatistica. As conclusdes
devem ser baseadas nos resultados do trabalho e nao da literatura. Evitar o uso de abreviagdes e
simbolos. Nao citar referéncias bibliograficas no resumo.

Abaixo do texto do resumo indicar o nimero de registro e/ou identificagdo para os ensaios
controlados aleatodrios e ensaios clinicos (ver item 5 das "Informagdes Gerais").

Na mesma pagina do resumo, citar pelo menos trés palavras ou expressdes-chave que serdo
empregadas para compor o indice anual da revista. Devem ser baseadas nos Descritores em
Ciéncias da Saude (DeCS) publicado pela Bireme, que ¢ uma tradu¢do do Medical Subject
Headings (MeSH) da National Library of Medicine e estd disponivel no endereco eletronico:
http://decs.bvs.br.

O abstract deve ser versdo fiel do texto do resumo estruturado (purpose, methods, results e
conclusions). Deve ser também acompanhado da versdo para o inglés das palavras ou expressoes-
chave (keywords). O resumo e o abstract dos Relatos de Casos e dos Artigos de Revisdo e de
Atualizagdo ndo devem ser estruturados e sdo limitados a 150 palavras.

Introducao

Repetir, na primeira pagina da introdugdo, o titulo completo em portugués e inglés. Nessa secdo,
mostre a situag@o atual dos conhecimentos sobre o topico em estudo, divergéncias e lacunas que
possam eventualmente justificar o desenvolvimento do trabalho, mas sem revisdo extensa da
literatura. Para Relatos de Casos, apresentar um resumo dos casos ja publicados, epidemiologia
da condig¢do relatada e uma justificativa para a apresentagdo como caso isolado. Expor claramente
os objetivos do trabalho.

Métodos

Iniciar essa se¢d@o indicando o planejamento do trabalho: se prospectivo ou retrospectivo; ensaio
clinico ou experimental; se a distribuicdo dos casos foi aleatdria ou néo etc. Descrever os critérios
para sele¢do das pacientes ou Grupo Experimental, inclusive dos Controles. Identificar os
equipamentos e reagentes empregados (fabricante, cidade e pais). Se a metodologia aplicada ja
tiver sido empregada, indicar as referéncias, além da descri¢do resumida do método. Descrever
também os métodos estatisticos empregados e as comparagdes para as quais cada teste foi
empregado.



81

Os trabalhos que apresentam como objetivo a avaliagdo da eficicia ou a tolerabilidade de
tratamentos ou drogas devem, necessariamente, incluir Grupo Controle adequado. Para
informagdes adicionais sobre o desenho de trabalhos desse tipo, consultar I[CH Harmonized
Tripartite Guideline - Choice of Control Group and Related Issues in Clinical Trials
(http://www.hc-sc.gc.ca/hptb-dgpsa/tpd-dpt/e10_e.html). Ver também itens 4 e 5 das
"Informagdes Gerais".

Resultados

Apresentar os resultados em sequéncia ldgica, no texto, nas tabelas e nas figuras. Expor os
resultados relevantes para o objetivo do trabalho e que sdo discutidos. Nao repetir no texto dessa
se¢do todos os dados das tabelas e figuras, mas descrever e enfatizar os mais importantes, sem
interpretacdo dos mesmos (ver também "Tabelas"). Nos Relatos de Casos, as se¢des "Métodos" e
"Resultados" sao substituidas pela "Descri¢do do caso", mantendo-se as demais.

Discussao

Devem ser realgadas as informagdes novas e originais obtidas na investigacdo. Nao repetir dados
e informagdes ja mencionados nas se¢des "Introducdo” e "Resultados". Evitar citagdo de tabelas e
figuras. Ressaltar a adequag@o dos métodos empregados na investigagdo. Comparar e relacionar
suas observacdes com as de outros autores, comentando e explicando as diferencas. Explicar as
implicacdes dos achados, suas limitagdes e fazer as recomendacdes decorrentes. Para Relatos de
Casos, basear a discussdo em ampla e atualizada revisdo da literatura. As informagdes sobre os
casos ja publicados podem ser tabuladas e exibidas nessa se¢@o para comparagdes.

Agradecimentos

Dirigidos a pessoas que tenham colaborado intelectualmente, mas cuja contribui¢do nao justifica
coautoria, ou para aquelas que tenham provido apoio material.

Referéncias

Todos os autores e trabalhos citados no texto devem constar dessa se¢do e vice-versa. Numerar as
referéncias bibliograficas por ordem de entrada no trabalho e usar esses nimeros para as citagdes
no texto. Evitar numero excessivo de referéncias, selecionando as mais relevantes para cada
afirmagdo e dando preferéncia para os trabalhos mais recentes. Nao empregar citagdes de dificil
acesso, como resumos de trabalhos apresentados em congressos, teses ou publicacdes de
circulagdo restrita (ndo indexados). Nao empregar referéncias do tipo "observagdes ndo
publicadas" e "comunicagdo pessoal". Artigos aceitos para publicagdo podem ser citados
acompanhados da expressdo: "aceito e aguardando publicacdo" ou "in press", indicando-se
periddico, volume e ano. Trabalhos aceitos por periddicos que estejam disponiveis online, mas
sem indicacdo de fasciculos e paginas, devem ser citados como "ahead of print".
Outras publicagdes dos autores (autocitagdo) devem ser empregadas apenas se houver
necessidade clara e forem relacionadas ao tema. Nesse caso, incluir entre as referéncias
bibliograficas apenas trabalhos originais publicados em periddicos regulares (ndo citar capitulos
ou revisoes).
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O nutmero de referéncias bibliograficas deve ser aproximadamente 35. Os autores sdo
responsaveis pela exatiddo dos dados constantes das referéncias bibliograficas.

Para todas as referéncias, citar os autores até o sexto. Se houver mais de seis autores, citar os seis
primeiros, seguidos da expressdo et al., conforme os seguintes modelos:

Formato impresso
e Artigos em revistas

Ceccarelli F, Barberi S, Pontesilli A, Zancla S, Ranieri E. Ovarian carcinoma
presenting with axillary lymph node metastasis: a case report. Eur J Gynaecol
Oncol. 2011;32(2):237-9.

Jiang Y, Brassard P, Severini A, Goleski V, Santos M, Leamon A, et al. Type-
specific prevalence of Human Papillomavirus infection among women in the
Northwest Territories, Canada. J Infect Public Health. 2011;4(5-6):219-27.

e Artigos com titulo em inglés e texto em portugués ou outra lingua

Utilizar o titulo em inglés, entre colchetes e no final da referéncia, indicar a lingua
na qual o artigo foi publicado.

Prado DS, Santos DL. [Contraception in users of the public and private sectors of
health]. Rev Bras Ginecol Obstet. 2011;33(7)143-9. Portuguese.

Taketani Y, Mizuno M. [Application of anti-progesterone agents for
contraception]. Rinsho Fujinka Sanka. 1988;42(11):997-1000. Japanese.

e Livro

Baggish MS, Karram MM. Atlas of pelvic anatomy and gynecologic surgery. 2nd
ed. Philadelphia: WB Saunders; 2006.

e (Capitulos de livro

Picciano MF. Pregnancy and lactation. In: Ziegler EE, Filer LJ, editors. Present
knowledge in nutrition. Washington (DC): ILSI Press; 1996. p. 384-95.

Formato eletrénico

Apenas para informagdes estatisticas oficiais e citacdo de referéncias de periddicos ndo
impressos. Para estatisticas oficiais, indicar a entidade responsavel, o enderego eletronico, o
nome do arquivo ou entrada. Incluir o nimero de tela, data e hora do acesso. Termos como
"serial", "periddico", "homepage" e "monography", por exemplo, ndo sdo mais utilizados. Todos
os documentos devem ser indicados apenas como [Internet]. Para documentos eletrdnicos com o
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identificador DOI (Digital Object Identifier), este deve ser mencionado no final da referéncia,
além das informacgdes que seguem:

Brasil. Ministério da Satde. DATASUS [Internet]. Informacdes de Saude. Estatisticas vitais.
Mortalidade e nascidos vivos: nascidos vivos desde 1994. Brasilia (DF): Ministério da Saude;
2008. [citado 2007 Fev 7]. Disponivel em:
<http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/deftohtm.exe?sinasc/cnv/nvuf.def>.

e Monograph on the Internet or e-book

Foley KM, Gelband H, editors. Improving palliative care for cancer [Internet].
Washington: National Academy Press; 2001 [cited 2002 Jul 9]. Available at:
http://www.nap.edu/books/0309074029/html/.

Tabelas

Apresentar as tabelas em paginas separadas, com espago duplo e preferencialmente fonte Arial 8.
A numeragdo deve ser sequencial, em algarismos arabicos, na ordem em que foram citadas no
texto. Todas as tabelas devem ter titulo e todas as colunas da tabela devem ser identificadas com
um cabegalho. A legenda deve conter informacdes que permitam ao leitor entender o conteudo
das tabelas e figuras, mesmo sem a leitura do texto do trabalho. As linhas horizontais devem ser
simples e limitadas a duas no topo e uma no final da tabela. Nao empregar linhas verticais. Nao
usar fungdes de criacdo de tabelas, comandos de justificagdo, tabulagdes decimais ou
centralizadas. Utilizar comandos de tabulagdo (tab) e ndo o espagador para separar as colunas e,
para nova linha, a tecla enter. No rodapé da tabela, deve constar legenda para abreviaturas e testes
estatisticos utilizados.

Figuras (graficos, fotografias e ilustragdes)

As figuras devem ser apresentadas em paginas separadas e numeradas sequencialmente, em
algarismos arabicos, conforme a ordem de aparecimento no texto. Todas as figuras devem ter
qualidade grafica adequada e apresentar titulo e legenda. Para evitar problemas que
comprometam o padrio da revista, o processo de digitalizagdo de imagens (scan) deve obedecer
aos seguintes parametros: para graficos ou esquemas, usar 300 dpi/bitmap para trago; para
ilustragdes e fotos (preto e branco), usar 300 dpi/RGB ou grayscale. Em todos os casos, os
arquivos devem ter extensdo .tif e/ou .jpg. Também sdo aceitos arquivos com extensdo .xls
(Excel), .eps, .psd para ilustragdes em curva (graficos, desenhos e esquemas). Sdo aceitas, no
maximo, cinco figuras. Se as figuras ja tiverem sido publicadas, devem vir acompanhadas de
autorizagdo por escrito do autor/editor e constando a fonte na legenda da ilustragao.

Legendas
Digitar as legendas usando espago duplo, acompanhando as respectivas figuras (graficos,

fotografias e ilustragdes). Cada legenda deve ser numerada em algarismos aréabicos,
correspondendo a cada figura, e na ordem em que foram citadas no trabalho.
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Abreviaturas e siglas

Devem ser precedidas do nome completo quando citadas pela primeira vez no texto. Nas
legendas das tabelas e figuras, devem ser acompanhadas de seu nome por extenso. As
abreviaturas e as siglas ndo devem ser usadas no titulo dos artigos e nem no resumo.

Envio dos manuscritos

O trabalho deve ser enviado pelo sistema de submissio online no portal SciELO
http://submission.scielo.br/index.php/rbgo/login.

Outras correspondéncias deverdo ser enviadas para:

Jurandyr Moreira de Andrade

Editor

Revista Brasileira de Ginecologia e Obstetricia - Editoria - Avenida Bandeirantes, 3.900, 8° andar
- Campus Universitario - CEP 14049-900 - Ribeirdo Preto (SP) - Fone: (16) 3602-2803 - Fax:
(16) 3633-0946 - E-mail: rbgo@fmrp.usp.br.

Itens para a conferéncia do manuscrito

Antes de enviar o manuscrito, conferir se as Instrugcdes aos Autores foram seguidas e verificar o
atendimento dos itens listados a seguir:

1.

[ XW)]

carta de encaminhamento assinada por todos os autores (escaneada e anexada como
documento suplementar ou enviada pelo correio) ou informagao dos enderegos eletronicos
validos de todos os autores na pagina de rosto;

citagio da aprova¢io do projeto do trabalho por Comissio de Etica em Pesquisa,
assinatura do termo de consentimento livre e informado (na seg¢do "Métodos") e
informac@o sobre o atendimento das exigéncias para pesquisa em animais;

numero ou codigo do registro do estudo, se necessario, na pagina de rosto (item 5 das
"Informagdes Gerais");

conflito de interesses: informar se ha ou ndo. Se houver, explicar sem omissdo de
informacdes relevantes;

pagina de rosto com todas as informagdes solicitadas;

resumo e abstract estruturados e compativeis com o texto do trabalho;

trés ou mais palavras-chave relacionadas ao texto e respectivas keywords baseadas no
Decs;

verificar se todas as tabelas e figuras estdo corretamente citadas no texto e numeradas, e
se as legendas permitem o entendimento das mesmas; |
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9. Referéncias bibliograficas: numeradas na ordem de aparecimento e corretamente
digitadas. Verificar se todos os trabalhos citados estdo na lista de referéncias e se todos os
listados estdo citados no texto.

[Home] [Sobre esta revista] [Corpo editorial] [Assinaturas]

() X T 0do o conteudo do periddico, exceto onde esté identificado, esta licenciado sob
uma Licenca Creative Commons

Av. das Américas, 8445, sala711 - Barra da Tijuca
22793-081 - Rio de Janeiro RJ - Brasil
Tel.: (55 21) 2487-6336
Fax: (55 21) 2429-5133

Mail

publicacdes@febrasgo.org.br
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APENDICE I - Cirurgia de ooforectomia bilateral realizada nas ratas dos grupos OVX-
co e OVX-caf
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Figura 6. Ooforectomia bilateral (continuagao)
(a): animal em decubito ventral com tricotomia abdominal realizada; (b): assepsia local com PVPI; (c):

incisdo abdominal; (d): trompas uterinas e ovarios exteriorizados com camada de tecido adiposo; (e):
ligadura bilateral nas porcdes distais das trompas uterinas; (f): sec¢do e remocdo dos ovarios
bilateralmente; (g): trompas uterinas e tecido adiposo visceral recolocados na cavidade abdominal, e (h):
sutura das camadas muscular e cutédneas abdominal em mononylon 2.0 com agulha circular 3.



APENDICE Il - Ossos dissecados dos animais da pesquisa

Figura 7. Fémur direito (a) e coluna lombar de rata (b)

88



89

APENDICE Ill - Aquisicdo de imagens por densitometria 6ssea realizada no Hospital
Dom Vicente Scherer

Figura 8. Densitometro LUNAR DPX, GE®

Figura 9. Ossos (L1-L4) em analise no densitometro
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APENDICE IV - Aquisicdo de imagens por tomografia computadorizada quantitativa
realizada no Hospital Dom Vicente Scherer

Figura 10. Aquisicdo das imagens dos ossos por tomografia
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APENDICE V - Imagens de tomografia computadorizada quantitativa em analise na
estacéo de trabalho

RATO 11 COLUNA

1147 cm3 RATO 11 FEMUR

Figura 12. Imagem de fémur com espessura de 0,6mm para mensuragao de densidade nas regides
de interesse a partir de aquisicdo por TCQ



