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RESUMO

Cardoso, Luciana Marques, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, marco de
2008. Efeito de tinturas de café na osteoporose e no diabetes e do
flavonoide hesperidina na osteoporose. Orientador: Tania Toledo de
Oliveira. Co-orientadores: Tanus Jorge Nagem, Paulo César Stringheta e
Ricardo Junqueira Del Carlo.

O consumo de café tem sido associado com um menor risco de diabetes.
Entretanto, os compostos especificos € 0s mecanismos responsaveis por este
efeito ndo estdo claros. Foram realizados trés experimentos para avaliar
tinturas do café (Coffea arabica) catuai vermelho em ratos com diabetes
induzido pela administracdo de aloxano (60mg/kg de peso corporal). No
primeiro experimento foram utilizadas as tinturas da casca cereja, fruto verde e
fruto cereja do café. No segundo experimento os animais foram tratados com
as tinturas da folha seca e folha verde do café. E no terceiro experimento foi
utilizada a tintura de café soluvel torrado de uma marca comercial. Todas as
tinturas foram testadas nas doses de 0,5 mL, 1,0 mL e 2,0 mL. Apéds 30 dias de
tratamento, foram coletados amostras de sangue dos animais para dosagens
séricas de glicose, colesterol e triacilglicerideo. As tinturas de casca cereja (1,0
mL), fruto verde (0,5 mL, 1,0 mL e 2,0 mL), fruto cereja (1,0 mL e 2,0 mL), folha
verde (0,5 mL, e 1,0 mL) e café soluvel (1,0 mL e 2,0 mL) promoveram um
pequeno aumento, porém significativo, nos niveis de colesterol comparado ao
grupo doente ndo tratado. A tintura folha seca (2,0 mL) foi a unica capaz de
reduzir significativamente as concentragdes de colesterol. Com relagdo aos
niveis de glicose e triacilglicerol, observou-se que todas as tinturas reduziram
significativamente estes parametros, com excegao do tratamento com a tintura
de café soluvel (2,0 mL) que n&o reduziu o triacilglicerol. As porcentagens de
reducéo das concentracdes de glicose e triacilglicerol variaram entre 20 a 49%
e 27 a 57%, respectivamente. Os beneficios das tinturas de café utilizadas
neste trabalho nos niveis de glicose e triacilglicerol se sobrepdem ao possivel
efeito negativo sobre o parédmetro colesterol, indicando que estas tinturas
podem ser promissoras para o tratamento do diabetes. Com relacédo a

osteoporose, o consumo de cafeina, substancia presente no café, tem sido
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associado como um fator de risco. E o flavondide citrico hesperidina tem sido
avaliado como um potente antiinflamatério por apresentar atividade
antioxidante. Seu efeito antioxidante inibe a formagdo de superéxidos,
compostos que estdo sendo envolvidos no aumento da atividade osteoclastica.
Portanto, a hesperidina pode ser benéfica na prevencédo da perda éssea. O
objetivo da segunda parte deste trabalho foi avaliar a influéncia do flavonoide
hesperidina e tinturas de café em coelhos com osteoporose induzida por
dexametasona (7mg/kg de peso corporal). Os animais foram distribuidos em 6
grupos: G1: ragdo + dexametasona (controle com osteoporose 1); G2: ragao
(controle); G3: racao + dexametasona + 1mL de fruto cereja , G4: racdo +
dexametasona + 1 mL de casca cereja , G5: ragdo + dexametasona (controle
com osteoporose 2), G6: Racdo + dexametasona + 30 mg de hesperidina. Os
grupos 1 a 4 foram representados por coelhos fémeas mais jovens (48 dias de
idade). Os grupos 5 e 6 foram constituidos por animais com 140 dias de idade.
Devido a diferenca de idade dos animais, provavelmente eles encontravam-se
em periodos de remodelacdo o6ssea distintos. Assim, o experimento foi
constituido com dois grupos doentes nao tratados, o grupo 1 e o grupo 5, com
48 e 140 dias de idade, respectivamente. Apds 30 dias de tratamento, foram
coletados amostras de sangue dos animais para determinagdo dos parametros
bioquimicos do soro (uréia, creatinina, proteinas totais, calcio, fdosforo,
colesterol total, triacilglicerideo, glicose, fosfatase alcalina total, gama GT e
albumina) e dos parametros hematoldgicos, tais como: leucécitos, linfocitos,
mondcitos, granulocitos, hemoglobina, hematocrito, eritrocitos, volume
corpuscular médio (VCM), amplitude de distribuicdo do tamanho das hemaceas
(RDW), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentragdo de
hemoglobina corpuscular (CHCM). No grupo dos animais mais jovens,
observou-se que no grupo normal os niveis de uréia, fosforo, fosfatase alcalina
total e albumina foram estatisticamente maiores comparados ao G1. Ja os
niveis de glicose, triacilglicerideo e colesterol foram menores. Com relagédo a
glicose, o grupo tratado com fruto cereja promoveu um aumento neste
parametro, porém n&o foi significativo. Os niveis de colesterol foram
estatisticamente menores no grupo tratado com fruto cereja e casca cereja com
relacdo ao G1. A concentragao de triacilglicerideo foi significativamente maior

no grupo 3 comparado ao G1. Os animais tratados com fruto cereja tiveram
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concentracdes de fosforo significativamente maiores comparados ao G1. Nao
houve diferengas significativas nos paradmetros de uréia, creatinina, proteinas
totais, calcio, fosfatase alcalina total, gama GT e albumina entre os tratamentos
e ao G1. O tratamento com o flavondide hesperidina reduziu significativamente
os valores de uréia, glicose, triacilglicerideo e colesterol comparado ao G5.
Com relagao aos parametros hematoldgicos, observou-se que no grupo normal
os niveis de leucdcitos, linfocitos, mieldcitos, eritrécitos totais e hematdcrito
foram estatisticamente maiores comparados ao G1. As concentragdes de
leucdcitos, mieldcitos, granulécitos e VCM foram significativamente maiores no
tratamento com fruto cereja, comparado a G1. No tratamento com casca cereja
observou-se uma redugéo significativa na hemoglobina e no hematdcrito,
comparados a G1. Nao houve diferengas significativas nos parametros de
RDW, HCM e CHCM entre os tratamentos e 0 ao G1. No grupo dos animais
mais adultos, observou-se que nao houve diferengcas significativas nos
parametros de creatinina, proteinas totais, calcio, fosforo, colesterol, glicose,
fosfatase alcalina total, gama GT e albumina entre os tratamentos e o grupo
doente nao tratado dos animais com 140 dias de idade (G5). Nao foi observada
nenhuma diferenca estatistica nos parametros hematologicos entre o
tratamento com hesperidina e o grupo que recebeu apenas dexametasona
(G5).
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ABSTRACT

Cardoso, Luciana Marques, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, march of
2008. Effects of coffee tinctures in osteoporosis and diabetes and of
hesperidin flavonoid in osteoporosis. Adviser: Tania Toledo de Oliveira. Co-
advisers: Tanus Jorge Nagem, Paulo César Stringheta and Ricardo Junqueira
Del Carlo.

Coffee consumption has been associated with a lower risk of type 2 diabetes.
However, the specific compounds and mechanisms responsible for this effect
are not clear. Three experiments were carried out to evaluate catuai red coffee
(Coffea arabica) tincture in rats with diabetes induced by alloxan administration
(60mg/kg of corporal weight). The first experiment used cherry coffee hull,
green coffee and cherry coffee tincture. In the second experiment the animals
were treated with coffee dryleaf and coffee green leaf tinctures. The third
experiment used the tincture of a commercial soluble coffee. All the tinctures
tested in the 0.5 mL, 1.0 mL and 2.0 mL doses. After 30 days of treatment,
samples of blood of the animals by dosages of the glucose serum, cholesterol
and tryacylglicerols were collected. The cherry coffee hull (1.0 mL), green
coffee (0.5 mL, 1.0 mL and 2.0 mL), cherry coffee (1.0 mL and 2.0 mL), grean
leaf (0.5 mL, and 1.0 mL) and soluble coffee (1.0 mL and 2.0 mL) tinctures
promoted a small increase, however significant, in the levels of cholesterol
compared to the non-treated sick group. The dryleaf tincture (2.0 mL) was only
one capable of reducing cholesterol concentrations significantly. In relation to
the levels of glucose and tryacylglicerols, it was found that all the tinctures had
significantly reduced these parameters, except the treatment with soluble coffee
tincture (2.0 mL) did not result in a decrease the tryacylglicerols. The reduction
percentages of the glucose and tryacylglicerols concentration varied from 20 to
49% and from 27 to 57%, respectively. The benefits of coffee tinctures used in
this work in the glucose and tryacylglicerol levels overlap the possible negative
effects with cholesterol, indicating that these tinctures can be promising for
diabetes treatment. In relation to osteoporosis, the consumption of caffeine, a
substance present in coffee, has been considered a risk factor. And hesperidin,

the citrus flavonoid, has been evaluated as a powerful antiinflammatory agent,
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for its apparent antioxidant activity. Its antioxidant effect inhibits the superoxide
formation, composites which are involved in the increase of osteoclast activity.
Therefore, the hesperidina can be beneficial in the prevention of bone loss. The
objective of the second part of this study was to evaluate the influence of the
hesperidin flavonoid and coffee tinctures in rabbits with osteoporosis induced by
the administration of glucocorticoid (7mg/kg of corporal weight). The animals
were distributed in 6 groups: G1: ration + dexametasone (control with
osteoporosis 1); G2: ration (control) G3: ration + dexametasone + 1mL of cherry
coffee; G4: ration + dexametasone + 1 mL of cherry coffee hull; G5: ration +
dexametasone (control with osteoporosis 2); G6: ration + dexametasone + 30
mg of hesperidin. Groups 1 to 4 had younger rabbits (48 days old). Groups 5
and 6 had 140 day olds. Due to the difference in age of the animals, they were
probably in distinct periods of bone remodeling. Thus, the experiment was
constituted with two non-treated sick groups, groups 1 and 5, with 48 and 140
days old, respectively. After 30 days of treatment, the samples of blood were
collected from the animals to determine of the serum biochemists parameters
(calcium, phosphorus, glucose, total fosfatase alkaline, urea, creatinine, total
proteins, total cholesterol, tryacylglicerols, gamma GT and albumin) and of
hematological parameters, such as: leukocytes, linphocytes, erythrocytes,
mielocyte, granulocyte, hemoglobin, hematdcrito, width corpuscular volume
(MCV), red cell distibuition width (RDW), corpuscular hemoglobin width
(MCH), corpuscular hemoglobin concentration (MCHC). In the youngest animal
group, it was found that in the normal group the levels of urea, phosphorus, total
fosfatase alkaline and albumin were statistically higher in the non-treated sick
group (G1). The levels of glucose, tryacylglicerols and cholesterol were lower.
In relation to the glucose, the group treated with cherry coffee had an increase
in this parameter, but not significant. The cholesterol levels had been
statistically lower in the group treated with cherry coffee and cherry coffee hull
in relation to G1. The concentrations of tryacylglicerides had been statistically
higher in G3 compared to G1. The animals treated with cherry coffee had
significantly higher concentrations of phosphorus compared to G1. There were
no significant differences in the following parameters of urea, creatinine, total
proteins, calcium, total fosfatase alkaline, gamma GT and albumin when

comparing the treatments to G1. The treatment with the hesperidin flavonoid
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significantly reduced the values of urea, glucose, tryacylglicerols and
cholesterol in comparison to G5. In relation to the hematological parameters, it
was found that in the normal group the total levels of leukocytes, linfphocyte,
mielocyte, eritrocyte and hematocrit where statistically higher compared to the
non-treated sick group (G1). The concentrations of leukocytes, mielocyte,
granulocyte and MCV had been significantly higher in the treatment with cherry
coffee, compared with G1. Cherry coffee hull treatment a significant reduction in
the hemoglobin and hematocrit was observed, compared to G1. Significant
differences in the parameters there were in (RDW), MCH and MCHC when
comparing the treated and non-treated sick group (G1). In the older animal
groups, no significant differences in the parameters of creatinine, total proteins,
calcium, phosphorus, cholesterol, glucose, total fosfatase alkaline, gamma GT
and albumin were observed among the treatments and the non-treated sick
group (G5). No statistical difference was observed in the hematological
parameters between the treatment with hesperidin and the group that received

only dexametasone (G5).
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CAPITULO 1

TINTURAS DE CAFE EM RATOS COM DIABETES INDUZIDO PELA
ADMINISTRAGAO DE ALOXANO.



1) INTRODUGAO

O Diabetes mellitus € um problema de saude publica mundial devido ao
seu potencial de morbidade e mortalidade. Estima-se que em 2000 havia
aproximadamente 150 milhdes de pessoas portadoras da doenga e é provavel
que este numero alcance o dobro em 2025 (King et al., 1998). Na Europa, o
numero deve aumentar de aproximadamente 16 milhdes em 1994 para 24
milhdes em 2010 (Amos et al, 1997). Nos Estados Unidos, os Centros de
Controle e Prevencédo de Doengas (CDC) estimam que mais de 18 milhdes de
norte-americanos sejam portadores de diabetes, e que o diabetes tipo 2
responde por mais de 90 por cento desse total. No Brasil, esta doenca pode
atingir cerca de 12 milhdes de individuos (Diabetes, 2004).

O diabetes leva a complicacbes micro-vasculares, predominando a
retinopatia, a nefropatia e a neuropatia e complicagbes macrovasculares,
particularmente o acidente vascular cerebral e as doengas da artéria coronaria.
Juntas, essas doengas fazem do diabetes a sétima causa de 6bitos no mundo
desenvolvido (Sacks et al. , 2002).

Portanto, em vista do numero crescente de pessoas afetadas por esta
patologia e os altos indices de morbidade e mortalidade associados,
terapéuticas para prevengao e tratamento do diabetes sdo extremamente
relevantes.

A maioria das pesquisas sobre os fatores dietéticos e o risco de diabetes
tipo 2 (DMZ2) focaliza os macronutrientes (Hu et al., 2001). Entretanto,
micronutrientes e fitoquimicos também podem afetar o metabolismo da glicose
(van Dam, 2003).

Evidéncias epidemiolégicas sugerem que o alto consumo de café pode
reduzir o risco de DM2 (van Dam, 2006). Varias substancias presentes no cafe,
além da cafeina, como o acido clorogénico (Shearer et al., 2003) e o0 magnésio
(de Valk, 1999) podem afetar o metabolismo de glicose em animais e humanos.

Diante destas evidéncias, este trabalho teve como objetivo avaliar o
efeito de tinturas do café (Coffea arabica) em ratos com diabetes induzido por

aloxano.



2) REVISAO DE LITERATURA

2.1) DIABETES

O metabolismo normal da glicose é regulado por trés processos inter-
relacionados: a producgao de glicose no figado, captacdo e utilizagdo da glicose
pelos tecidos periféricos e secregao de insulina (Contran, 2000). A insulina &
um importante hormdnio anabdlico e sua principal funcéo é controlar os niveis
de glicose pés-prandial, sinalizando para que células sensiveis a insulina, como
0 musculo-esquelético, fibroblastos, figado e células adiposas, aumentem a
captacdo da glicose. A insulina também estimula o figado a promover a
glicogénese e a glicolise, contribuindo para a manutencéo de glicose estocada
para os periodos de jejum. Adicionalmente, a insulina inibe simultaneamente a
secrecao de glucagon pelas células alfa-pancreaticas sinalizando, assim, para
que o figado, no estado pdés-prandial, interrompa a produgao de glicose via
glicogendlise e neoglicogénese (Sociedade Brasileira de Medicina, 2007).

Nos anos 70, varios horménios intestinais, as incretinas, foram
identificados e um deles, o GLP-1 (Glucagon like peptide-1), foi reconhecido
como um importante contribuinte para a manutengcdo da glicemia. Assim,
passou-se a entender o processo glicorregulatorio como resultado da interagao
com outros horménios e particularmente a relacdo dos horménios pancreaticos
(insulina e glucagon) com hormdnios intestinais e o diabetes passou a ser visto
com uma doenca multi-hormonal (Sociedade Brasileira de Medicina, 2007).

O Diabetes mellitus (DM) é um disturbio crénico do metabolismo dos
carboidratos, lipidios e proteinas causado por secre¢ao inadequada de insulina
e/ou diminuicdo da sensibilidade dos tecidos a insulina. O efeito no
metabolismo da glicose decorre da tentativa de garantir o aporte adequado de
glicose para as células. Consequentemente, ha o aumento da glicemia,
utiizacdo de quantidades cada vez menores de glicose pelas células e
mobilizacao crescente de proteinas e lipideos (Guyton, 2000).

A importancia do diabetes nas ultimas décadas vem crescendo em
decorréncia de varios fatores, tais como: maior taxa de urbanizagdo, aumento
da expectativa de vida, industrializacdo, dietas hipercaldricas e ricas em

carboidratos de absorcdo rapida, deslocamento da populagdo para zonas



urbanas, mudanca de estilos de vida tradicionais para modernos, inatividade
fisica e obesidade.

Pelo impacto social e econbmico que tem sofrido, tanto em termos de
produtividade quanto de custos, o diabetes mellitus vem sendo reconhecido,
em varios paises, como problema de saude publica com reflexos sociais
importantes (Ortiz et al., 2000). Em termos mundiais, cerca de 30 milhdes de
individuos apresentavam DM em 1985, passando para 135 milhdes em 1995 e
240 milhdes em 2005, com projegao de atingir 366 milhdes em 2030, dos quais
dois tergos habitardo paises em desenvolvimento (Wild et al., 2004; Barcel6 et
al., 2003). Nos EUA, estima-se que 16 milhdes de pessoas sao portadoras de
diabetes, das quais 1,4 milhdes tem o tipo 1, 14,5 milhdes o tipo 2 e apenas
alguns milhares sdo acometidos por outros tipos especificos (American
Diabetes Association — ADA, 2000).

No Brasil, dados sobre prevaléncia de DM, representativos da populacao
residente em 9 capitais, datam do final da década de 80 (Malerbi e Franco,
1992). Nesta época, estimou-se que, em média, 7,6% dos brasileiros entre 30 e
69 anos de idade apresentavam DM, que incidia igualmente nos dois sexos,
mas que aumentava com a idade e a adiposidade corporal. As maiores taxas
foram observadas em cidades como Sao Paulo e Porto Alegre, sugerindo o
papel da urbanizagéo e industrializagdo na patogénese do DM tipo 2. Um dado
relevante foi que a metade dos individuos diagnosticados diabéticos
desconhecia sua condi¢do. Isso significa que os servicos de saude tém
diagnosticado casos de DM tardiamente, dificultando o sucesso do tratamento
em termos de prevengdao das complicacbes cronicas. Infelizmente, as
informacdes deste estudo multicéntrico sobre prevaléncia de DM no Brasil
(também conhecido como Censo de Diabetes) nao foram atualizadas. Dados
representativos da populacdo de Ribeirdo Preto, interior de S&o Paulo, foram
mais recentemente publicados (Torquato et al., 2003). Segundo os dados do
estudo de Ribeirdo Preto, a prevaléncia do DM, na faixa dos 30 aos 69 anos,
foi de 12,1%. Considerando que no Censo Nacional de Diabetes de 1988 a
prevaléncia nessa mesma faixa etaria foi de 7,6%, sugere-se que o DM deve

estar se tornando mais prevalente, pelo menos nesta populagéo.



O SUS (Sistema Unico de Saude) vem progressivamente atendendo,
desde 1994, um numero crescente de pessoas com DM. A figura 1 mostra a

evolucdo destes atendimentos no periodo de 1998 a 2004.
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Figura 1 - Evolugdo do numero de atendimentos a portadores de diabetes pela
Atencdo Basica no periodo de 1998 a 2004. (Sistema de Informagao da Atengao
Basica, SIAB, Ministério da Saude).

Esta patologia esta associada a complicagdes que comprometem a
produtividade, a qualidade de vida e a sobrevida dos individuos. O controle e
tratamento de suas complicagdes exigem a mobilizagcdo de recursos onerosos
(Sociedade Brasileira de Diabetes, 2002).

O DM, como diagndstico primario de internacao hospitalar, aparece
como a sexta causa mais frequente e contribui de forma significativa (30% a
50%) para outras causas como cardiopatia isquémica, insuficiéncia cardiaca,
colecistopatias, acidente vascular cerebral e hipertensédo arterial (Silvestre,
1997). Pacientes diabéticos representam cerca de 30% das internagdes em
unidades coronarianas intensivas. A doenca cardiovascular € a primeira causa
de mortalidade de individuos com DM tipo 2, a retinopatia a principal causa de
cegueira adquirida, a nefropatia uma das maiores responsaveis pelo ingresso a
programas de dialise e o pé diabético importante causa de amputagdes de
membros inferiores. Assim, procedimentos diagnosticos e terapéuticos,
hospitalizagbes, absenteismo, invalidez e morte prematura elevam
substancialmente os custos diretos e indiretos da assisténcia a saude da
populacao diabética.

A classificagdo atualmente recomendada (World Health Organization,
WHO,1999; The Expert Committee on the Diagnosis and Classification of



Diabetes Mellitus, 1997; Alberti et al.,, 1998) apresentada no quadro 1,
incorpora o conceito de estagios clinicos do DM, desde a normalidade,
passando para a tolerancia a glicose diminuida e/ou glicemia de jejum alterada,
até o DM propriamente dito. Baseia-se na etiologia do DM, eliminando os
termos diabetes melito insulinodependente (IDDM) e né&o-insulinodependente
(NIDDM).

Quadro 1: Classificagdo do Diabetes Mellitus

Tipo 1: Destruicdo das células beta, geralmente ocasionando deficiéncia

absoluta de insulina, de natureza auto-imune ou idiopatica.

Tipo 2: Varia de uma predominancia de resisténcia insulinica com relativa
deficiéncia de insulina a um defeito predominantemente secretério, com ou sem

resisténcia insulinica.

Outros tipos especificos: Defeitos genéticos funcionais das células beta,
defeitos genéticos na ac&do da insulina, doengas do pancreas exocrino,
endocrinopatias, induzidos por farmacos e agentes quimicos, infecgdes, formas
incomuns de diabetes imunomediado, outras sindromes genéticas geralmente

associadas ao diabetes

Diabetes gestacional

Fonte: Adaptado WHO, 1999.

O DM do tipo 1 resulta primariamente da destruicdo das células beta
pancreaticas. Como resultado, as concentragbes de glicose pds-prandial
aumentam pela falta do estimulo insulinico, pela producdo aumentada de
glicose hepatica e pelo excesso de acdo do glucagon, sem o efeito
compensatoério da insulina (Sociedade Brasileira de Medicina, 2007). Inclui
casos decorrentes de doenca auto-imune e aqueles nos quais a causa da
destruicdo das células beta do pancreas ndao é conhecida. Corresponde 5% a

10% do total de casos. A forma rapidamente progressiva é comumente




observada em criangas e adolescentes, porém pode ocorrer também em
adultos. A forma lentamente progressiva ocorre geralmente em adultos e é
referida como diabetes latente auto-imune do adulto (Lada)(WHO, 1999).

No diabetes tipo 2, a funcdo da célula beta esta alterada no estado pos-
prandial, o que € evidenciado pela perda da resposta rapida da secrecao de
insulina apos uma refeigdo. Ocorre também uma resisténcia periférica a agao
da insulina e, assim, a patogénese do diabetes tipo 2 passou a ser
caracterizada pela combinacdo de uma série de fatores que incluem a
resisténcia a insulina no figado, musculo e tecido adiposo, um progressivo
declinio da massa e da funcao das células beta e um defeito na supressao dos
niveis de glucagon, aumentando a produc¢do hepatica de glicose (Sociedade
Brasileira de Medicina, 2007).

O diagnéstico do DM tipo 2, na maioria dos casos, € feito a partir dos 40
anos de idade, embora possa ocorrer mais cedo. Abrange 85% a 90% do total
de casos. E importante ressaltar que, nos ultimos anos, a incidéncia de
diabetes do tipo 2 vem crescendo entre criangas e jovens nos Estados Unidos,
em associagdo ao aumento da obesidade (American Diabetes Association,
ADA, 2000).

A categoria outros tipos de DM contém varias formas de DM decorrentes
de defeitos genéticos associados a outras doengas ou ao uso de farmacos
diabetogénicos.

O DM gestacional é a diminuigao da tolerancia a glicose, de magnitude
variavel, diagnosticada pela primeira vez na gestagao, podendo ou n&o persistir
apos o parto. Abrange os casos de DM e de tolerancia a glicose diminuida
detectados na gravidez.

Os procedimentos diagnosticos empregados sdo a medida da glicose no
soro ou plasma apos jejum de oito a 12 horas e o teste padronizado de
tolerancia a glicose (TTG) apos administragcado de 75 gramas de glicose anidra
(ou dose equivalente, como, por exemplo, 82,59 de dextrosol) por via oral, com
medidas de glicose no soro ou no plasma nos tempos 0 e 120 minutos apos a
ingestdo (Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus,
1997).

A comunidade cientifica tem sugerido mudangas na classificagdo dos

estados de tolerancia a glicose, a medida que novos conhecimentos, oriundos



de pesquisas e da pratica clinica, vém sendo acrescentados. Com frequéncia
ainda maior, tem revisto os critérios diagnosticos do DM, visto que as
manifestacdes clinicas desta doenga ocorrem tardiamente, quando as
manobras terapéuticas sdo menos eficazes em preservar a qualidade de vida e
longevidade (National Diabetes Data Group, 1979; Harris et al., 1992;
Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus, 1997;
American Diabetes Association - ADA, 2005). Os critérios diagnosticos,
segundo a American Diabetes Association - ADA (2005) encontram-se na

tabela abaixo.

Quadro 2 - Critérios diagnosticos para a presenca de anormalidades da

tolerancia a glicose, segundo a ADA-2005.

Categoria Glicemia de jejum Glicemia 2h
pos-
sobrecarga

Glicemia normal <100 mg/dL <140 mg/dL

Glicemia de jejum alterada 100-125 mg/dL -

Tolerancia a glicose diminuida - 140-199
mg/dL

Diabetes* 126 mg/dL 200 mg/dL

Adaptado da American Diabetes Association, 2005.

* O diagnéstico de diabetes requer confirmagdo em outra coleta.

Quando ambos 0s exames sao realizados (glicemia de jejum e teste oral
de toleréncia a glicose de 2hs), a glicemia de jejum alterada (GJA) e a
tolerancia a glicose diminuida (TGD) podem ser diferenciados.

Estes valores de corte de glicemia em jejum e de 2 horas apos
sobrecarga de glicose foram referendados pela Organizagdo Mundial de Saude
(OMS). Da mesma forma, a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) reconhece
a existéncia de 2 estagios intermediarios entre a normalidade e o DM, o qual
sinaliza para risco aumentado para se tornar diabético. O termo “pré-diabetes”

tem sido empregado referindo-se, a GJA e TGD. O significado destas




condi¢cdes em termos de predigdo de DM e de doenga cardiovascular tem sido

amplamente investigado (http://www.diabetesebook.org.br).

2.2) FATORES DE RISCO

O fator hereditariedade € um fator de risco de extrema importancia para
o Diabetes. Em relacdo aos fatores de risco modificaveis no diabetes tipo 2,
particularmente sobrepeso e sedentarismo, o Estudo das Enfermeiras
demonstrou que o incremento do indice de massa corporal (IMC) aumenta a
incidéncia ou o risco de se desenvolver diabetes (Colditz et al., 1995). Outro
dado obtido desse ensaio evidencia que quanto maior o ganho de peso na vida
adulta, maior o risco de se adquirir DM, inclusive individuos que iniciaram o
estudo com peso adequado. A distribuigdo central de gordura também assume
um papel importante na génese do diabetes. Hartz et al. (1984) mostraram que
individuos com IMC normal, porém, relacdo cintura/quadril > 0,8 apresenta
risco aumentado de apresentar a doenga. O estudo de Helmrich et al. (1994)
chama a atencédo para outro fator de risco modificavel, o gasto energético
através de exercicios fisicos, demonstrando que quanto menor o nivel de
atividade fisica, maior o risco de se desenvolver DM. Gimero et al. (2002)
fizeram um estudo observacional numa comunidade de origem japonesa
residente no Brasil. Em um periodo de sete anos, a prevaléncia de diabetes
nessa populagao aumentou de 21% para 36%, valores atribuidos a mudanca
no padrao dietético, particularmente a maior ingestdo de gordura. Todos esses
sao pontos possiveis de intervencao para reverter o processo epidémico no
surgimento do diabetes tipo 2 (Costa et al., 2000).

A American Diabetes Association (ADA) sugere que todo individuo a
partir dos 45 anos seja investigado para a presenca de DM com base em
glicemia de jejum e que o rastreamento deva ocorrer mais cedo quando houver
presenca de fatores de risco. Além dos incluidos no quadro 3 abaixo,
acrescenta inatividade fisica, certos grupos raciais e portadoras de ovarios

policisticos.



Quadro 3. Fatores de risco para o diabetes tipo 2

Fatores de Risco para o DM-2

« Investigar DM a cada 3-5 anos em individuos com mais de 45 anos
o Mais freqliente e mais precocemente na presenca de:
o Excesso de peso
o Dislipidemia, principalmente na presenca de HDL baixo e
triglicérides elevados
Hipertenséo arterial
Doencga cardiovascular
Antecedente familiar de diabetes
Diabetes gestacional prévio, historia de macrossomia e abortos
de repeticao.

O O O O

Fonte: Adaptado de American Diabetes Association - ADA, 2000.

2.3) PREVENGAO E TRATAMENTO

O conhecimento sobre os estagios precoces da intolerancia a glicose,
associado aos recentes sucessos dos estudos de intervencdo, mostra
claramente que o DM tipo 2 pode ser postergado ou até mesmo prevenido.
Nesse sentido, estudos tém demonstrado que a modificacdo do estilo de vida é
praticamente duas vezes mais efetiva que o tratamento farmacolégico. Além
disso, as politicas de prevencao do diabetes que focam modificagdes no estilo
de vida, especialmente perda de peso e atividade fisica regular, apresentam
beneficios adicionais para a saude, particularmente no que tange a diminuicao
do risco cardiovascular. Tais modificacbes devem levar em conta metas
realistas que possam ser incorporadas na rotina diaria dos pacientes da
maneira mais agradavel possivel. Como alvo de politicas publicas, €
particularmente interessante o incentivo a modificagdes do estilo de vida desde
a infancia, em que cresce em incidéncia a resisténcia insulinica e a TGD. A
diminuicdo da obesidade de carater central, com modificacdo no perfil de
gordura corporal, deve ser perseguida como alvo terapéutico, no intuito de
reduzir a resisténcia insulinica e melhorar o perfil metabdlico (Sociedade
Brasileira de Diabetes, SBD, 2006). Portanto, o tratamento do DM inclui as

seguintes estratégias: educacao; modificacbes do estilo de vida, que incluem
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suspensao do fumo, aumento da atividade fisica e reorganizagao dos habitos
alimentares; e, se necessario, uso de medicamentos.

A ADA (2005) recomenda o uso de medidas farmacologicas em
situacbes especiais, como nos individuos que ndo aderem as mudancas de
estilo de vida, com glicemia de jejum alterada e ou TGD, idade menor que 60
anos, IMC maior que 35, hipertensos, com historia familiar de diabetes em
parentesco de primeiro grau, triacilglicerideo elevado, HDL colesterol reduzido

e hemoglobina glicada maior ou igual a 6%.

2.4) DIABETES E ALOXANO

Para o desenvolvimento de um modelo experimental da diabetes melito,
tém-se empregado varias substancias, podendo-se citar entre elas, o aloxano.
O aloxano (figura 2), um derivado do acido urico, € um dos agentes
diabetogénicos mais estudado e comumente utilizado no meio cientifico para a
indugdo de diabetes experimental. Possui vantagens sobre outros métodos
devido seu baixo custo, facilidade na inducdo do diabetes e uso padronizado
no meio cientifico (Lerco et al., 2003).

O Aloxano possui citotoxicidade especifica para as células beta do
pancreas, produtoras de insulina, com redugdo no tamanho e numero das
ilhotas pancreaticas. Ele causa insuficiéncia insulinica primaria, provocando
uma resposta trifasica nos niveis glicémicos durante as primeiras horas da
administracao, seguida do estabelecimento de diabetes permanente nas 24
horas subsequentes. Sua agéo diabetogénica caracteriza-se pela produgao de
radicais livres que sdo téxicos, especificamente para as células B do pancreas,
levando a degeneragcao e morte definitiva das mesmas. Essa citotoxidade
seletiva do aloxano é devido a grande capacidade da célula B em acumular a
droga, aliada ao fato desta célula demonstrar uma maior sensibilidade aos

radicais peroxidos, quando comparadas a outros tecidos (Lerco et al., 2003).
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Figura 2. Estrutura quimica do Aloxano.

A diabetogenicidade do aloxano pode ser prevenida por diversas
substancias que diminuem a suscetibilidade das células alvo ao agente
agressor. Entre elas, podem-se citar a superéxido dismutase (SOD) e a
catalase (CAT), enzimas que agem, profilaticamente, contra a toxicidade do
aloxano sobre as células B, in vivo e in vitro (Mazzanti et al., 2003). Outros
agentes redutores como ascorbato também podem participar de sua redugéo
(Zhang et al., 1991).

Outro aspecto a considerar sao as vias de administragao da droga. A via
endovenosa tem sido a de escolha na maioria das espécies animais, onde os
efeitos do aloxano sdo mais evidentes. As vias subcutaneas e intraperitoneal
também sao satisfatérias no rato, enquanto que, no coelho, doses muito
elevadas devem ser ministradas por essas vias, para que se atinja 0 mesmo
efeito diabetogénico. Finalmente, a via oral € usualmente insatisfatoria para a
acao do aloxano, muito embora o diabetes possa ser produzido em ratos,
coelhos e gatos, se a droga for rapidamente ingerida com comida, apés um

jejum prévio prolongado (Szkudelski, 2001).
2.5) CAFE

O café foi introduzido no Brasil por volta de 1730, originario de
plantacées na América Central e na Guiana Francesa (http://br.geocities.com).
Ele provém de uma arvore do género Coffea e, dentre as varias espécies
conhecidas, as mais comercializadas sao Coffea arabica e Coffea canephora,
conhecida como Robusta, sendo que C. arabica ocupa 74% do parque cafeeiro

do Brasil, enquanto que C. canephora 26%. E possivel que essa diferenga em
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volume de producdo seja em parte decorrente da diferenga na qualidade do
café entre as espécies, sendo o café arabica considerado de melhor qualidade
sensorial, além de concentracdes mais elevadas de carboidratos, lipideos e
trigonelina. Ja o café da espécie robusta, considerados bebida neutra,
possuem maiores teores de cafeina e compostos fendlicos (Moreira et al.,
2000; Malta et al., 2002). Das espécies cultivadas, a robusta tem plantada no
Brasil apenas a variedade denominada Conillon, enquanto a arabica tem
diversas variedades, como Icatu, Obata e Catuai (Monteiro e Trugo, 2005).

Apesar de ser o maior produtor mundial de café (em 2002 produziu 45
milhdes de sacas) e o segundo maior mercado consumidor, o Brasil ainda esta
longe de alcancar a Itdlia e a Alemanha, maiores exportadoras do mundo,
quando se trata de café industrializado. A Alemanha também é a maior
compradora de café verde (em graos) do Brasil. Ela importa o café brasileiro,
agrega valor ao produto, torrando e moendo os graos, e vende para paises da
Europa, Asia, América do Norte, etc. Em 2007, o Brasil manteve sua posigdo
de maior exportador mundial de café verde, faturando U$1,25 bilhdes com a
exportacdo de 27 milhdes de sacas. De acordo com Nathan Herszkowicz,
diretor executivo da ABIC (Associacdo Brasileira da Industria do Café), “o
mundo processa e reexporta o café brasileiro numa quantidade cinco vezes
maior da que o Brasil exporta na forma de commodity (grdos verdes)’. A
producdo interna consta com apenas 5 milhdes de sacas de café
industrializado contra 27 milhdes de sacas de café verde
(http://www.abic.com.br).

Os resultados de pesquisas e levantamentos de 2006 realizados pela
empresa InterScience e disponiveis no site da ABIC (http://www.abic.com.br)
mostram que 94% da populagdo brasileira consome café (em diferentes
quantidades). Esta grande ades&o ao consumo de café revela a importancia de

constantes pesquisas sobre as qualidades do café e seus beneficios a saude.

2.6) COMPOSICAO QUIMICA DO CAFE

O fruto do cafeeiro é constituido de casca (exocarpo), polpa mais
mucilagem ou goma (mesocarpo), pergaminho (endocarpo), pelicula prateada

(perisperma) e semente (endosperma) que se constitui no grao propriamente
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dito. Cada parte tem sua composi¢cao quimica caracteristica, podendo sofrer
alteracdes nas diversas fases da producgéo.

De modo geral, o café é constituido por cafeina, trigonelina, minerais,
acido clorogénico, acidos alifaticos, acido quinico, flavonodides (caempferol,
quercetol), carboidratos, aminoacidos totais, aminoacidos livres e lipideos
(Clarke, 2003). Diferengas na composigao entre os graos verdes e torrados,
bem como nas espécies e nos procedimentos de extragcdo para preparo da
bebida, resultam numa grande diversidade da composi¢ao quimica do produto
final, representado pela soma dos compostos naturalmente presentes com
aqueles induzidos pelo processamento (Daglia et al., 2000; Borrelli et al.,
2002). A Tabela 1 apresenta alguns dos principais compostos presentes nos

graos de café.

Tabela 1 - Composicao aproximada dos graos de café verdes e torrados,
das espécies Arabica e Robusta

Arabica Robusta

Componentes

Verde Torrado Verde Torrado
Minerais 3,0-42 3,5-45 40-45 46-5,0
Cafeina 09-12 1,0 16-2,4 2,0
Trigonelina 1,0-1,2 0,5-1,0 0,6-0,75 0,3-0,6
Lipideos 12,0-18,0 14,5 -20,0 9,0-13,0 11,0 -16,0
Acidos clorogénicos 55-8,0 1,2-23 7,0-10,0 3,9-4,6
Acidos alifaticos 1,5-2,0 1,0-1,5 1,5-2,0 1,0-1,5
Oligossacarideos 6,0-8,0 0-35 50-7,0 0-35
Polissacarideos totais 50,0 -55,0 24,0 - 39,0 37,0-47,0 -
Aminoacidos 2,0 0 2,0 0
Proteinas 11,0 -13,0 13,0-15,0 11,0-13,0 13,0 -15,0

Fonte: PATARROYO, 2003.

A cafeina (1, 3, 7- trimetilxantina) € um alcaléide, farmacologicamente

ativo, pertencente ao grupo das metilxantinas (Figura 3). Na natureza, é

encontrada em mais de 63 espécies de plantas, associada a outros dois

compostos do mesmo grupo: a teofilina e a teobromina.
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Figura 3. Estrutura Quimica da Cafeina.

E a substancia psicoativa mais consumida em todo o mundo, por
pessoas de todas as idades, independente do sexo e da localizagao
geografica. Suas fontes comuns na alimentagcdo s&o o café, cha mate e cha
preto, guarang, cola, refrigerantes, cacau e chocolates.

Entre os alimentos que contém este alcaldide, o café € o que mais
contribui para a sua ingestdo (Arnaud, 1999). E possivel encontra-la também
em alguns analgésicos e inibidores de apetite (Mckim et al., 1993).

A cafeina é inodora e possui sabor amargo bastante caracteristico,
contribuindo com uma nota de amargor importante para o sabor e aroma da
bebida do café (Trugo, 1984). O café, além da cafeina, pode conter ainda
dimetilxantina, paraxantina, teobromina e teofilina e tragos de purina (Kapeller
e Braumann, 1985).

A quantidade de cafeina no café depende de uma série de fatores como
a variedade da planta, método de cultivo, condicdes de crescimento, além de
aspectos genéticos e sazonais (Barone e Robertz et al., 1984).

Camargo e Toledo (1998) analisaram o conteudo de cafeina, através da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) de diferentes marcas
industrializadas de café em p6 e instantaneo, disponiveis no comércio local da
cidade de Campinas. Os teores de cafeina variaram tanto entre as diferentes
marcas quanto aos tipos de café analisados e em funcéo da técnica de preparo
da bebida. Nos extratos de café obtidos a partir do p6 fervido junto com a agua
durante 2 minutos, a quantidade de cafeina extraida foi 19 a 30 % superior a
obtida do café das mesmas marcas nao fervido (apenas coado, onde o po é
colocado no filtro e em seguida despeja a agua). As médias de cafeina entre

as marcas foram de 35,5 mg e 40,4 mg de cafeina / xicara de 60 mL para o
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café sem fervura, apenas coado, e para o café fervido junto com a agua,
respectivamente. Estes resultados indicam que as pessoas que tem por habito
ferver o po6 junto com a agua estarédo ingerindo mais cafeina para uma mesma
quantidade de café consumido. Os teores médios de cafeina encontrados nos
cafés expressos foram relativamente maiores, o que era esperado, uma vez
que a quantidade de p¢é utilizada no seu preparo € praticamente o dobro.
Dessa forma, dependendo da marca, o consumo de apenas "um café
expresso" pode representar uma ingestdo de mais de 70 mg de cafeina, quase
duas vezes superior quando comparada com a ingestao de cafeina decorrente
do consumo de uma xicara (60 mL) de café do tipo caseiro. Os teores de
cafeina nas amostras de café instantaneo (36,58 a 49,21 mg/60 mL) foram, em
geral, superiores aos encontrados na literatura (5,20 a 28,80 mg/60 mL)
(James, 1991). Apenas um autor, citado por James (1991) relatou nivel de
cafeina relativamente maior no café instantadneo (59 mg de cafeina/60 mL).
Segundo James (1991), as diferengas entre os teores de cafeina nos dois tipos
de café (pd e instantdneo) se deve as diferentes variedades dos graos
utilizados na suas formulagdes. O conteudo de cafeina nas sementes da
espécie Robusta é maior do que nas sementes do Arabica e, de acordo com o
mesmo autor, o primeiro € geralmente usado na fabricagdo de café instantaneo
enquanto que o ultimo, na obtenc¢do de café em pé torrado.

Como ainda existem muitos resultados contraditérios quanto a
seguranga do consumo de cafeina, alguns estudos (Barone e Roberts, 1996;
James, 1991) recomendam que sua ingestéo diaria seja em doses moderadas
(até 300 mg/dia). No entanto, dependendo da marca, do tipo e da forma de
preparo do café, o consumo de uma xicara da bebida (60 mL) pode resultar em
ingestdes de até 73 mg de cafeina, o que implica que o consumidor que tem o
habito de tomar mais de 8 xicaras (60 mL) de café por dia podera estar
potencialmente exposto aos efeitos adversos da cafeina (Barone e Roberts,
1996; James, 1991).

Portanto, observa-se que a quantidade de cafeina no café depende da
quantidade de po utilizada, do tipo de café (em pd, instantdneo ou expresso) e
forma de preparo do mesmo (pé fervido junto com a agua ou apenas coado)
(Camargo e Toledo, 1998).

A trigonelina (Figura 4) € uma N-metil betaina, importante para o sabor e
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aroma do café. Ela contribui para o aroma por meio da formagao de produtos
de degradagao durante a torra e, entre esses produtos, estdo as piridinas e o
N-metilpirrol (Moreira e Trugo, 1999). Niveis de trigonelina encontrados na
variedade Arabica (em torno de 0,6 a 1,3%) diferem dos encontrados na
variedade Robusta (0,3 - 0,9%) (Vianni e Horman, 1974).
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Figura 4. Estrutura quimica da Trigonelina.

As piridinas sao importantes, ap6s a torrefacido, para o aroma do café. O
mais importante produto nao volatil formado € o acido nicotinico (niacina) e N-

metilnicotinamida (Figura 5) (Moreira e Trugo, 1999).
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Figura 5. Estrutura quimica do Acido Nicotinico e da N-Metilnicotinamida.

O acido nicotinico constitui somente 1,5% da trigonelina degradada e
esta presente no café que sofreu torrefacdo. No café que sofreu torrefacéo
100g de café é uma importante fonte desta vitamina, a niacina, cujos
requerimentos sdo em torno de 16 mg/dia para homens e 14 mg/dia para
mulheres adultas (Dietary Reference Intakes, DRIs, 2000). Nesta quantidade de
café pode-se ter em torno 2 - 3 mg de acido nicotinico. (Moreira e Trugo, 1999).

Os compostos fendlicos presentes no café compreendem principalmente

os acidos clorogénicos, que compdem uma familia de ésteres formados entre
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acido quinico e acidos cindmicos como caféico, ferulico e p-cumarico (Clifford,
2000).

O conteudo de acido clorogénico pode aumentar com o conteudo de
cafeina. Os acidos fendlicos sao responsaveis por oxidagao e escurecimento
do grao durante estocagem, e seu decréscimo pode ser correlacionado com
sua cor brilhante. O acido clorogénico reage sofrendo uma oxidagao alcalina
produzindo produtos verdes. A cor marrom do grdo do café & devido a
presenca de quinonas formada por oxidacdo dos acidos fendlicos pela polifenol
oxidase (Maier, 1993).

Os acidos clorogénicos e compostos relacionados (Figura 6) apresentam
propriedades benéficas a saude, ndo sé devido a sua potente atividade
antioxidante, mas também como agentes hepatoprotetores, hipoglicemiantes e

antivirais (Farah e Donangelo, 2006).

R=H, acido 5-p-cumaroilquinico
R=0H, acido 5-cafeoilquinico
R=0CH;, acido 5-feruloilquinico

Figura 6: Férmula geral dos acidos clorogénicos

Durante o processo de torrefacdo, esses compostos fendlicos sao
parcialmente degradados, originando pigmentos e componentes volateis do
aroma, como fenol e vinilguaiacol (Moreira e Trugo, 2000). Embora haja uma
significativa diminuicdo na concentracdo destes compostos quando os graos
sdo submetidos ao processo de torra, Natella et al. (2002), demonstraram em

um estudo realizado com humanos, a capacidade do café torrado e preparado
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na forma de infusdo, de aumentar a atividade antioxidante plasmatica por meio
dos compostos fendlicos.

No Brasil, existem diversas marcas de café no mercado, produzidas por
torrefadoras amplamente distribuidas nos diferentes estados. Entretanto, pouco
se sabe sobre a composi¢cao desses produtos, principalmente tendo-se em
vista que a composicédo da bebida, além de ser dependente da formulagcdo dos
"blends" de graos crus, também apresenta variabilidade em funcdo das
condicbes de torrefacdo. Diferentes marcas de cafés soluveis disponiveis no
mercado foram analisadas por Nogueira e Trugo (2003) mostrando que a
distribuicdo de acidos clorogénicos € bastante variavel, indicando a forte
influéncia de formulagado da matéria prima e do processamento utilizado. Torna-
se relevante, portanto, conhecer as caracteristicas quimicas, inclusive os
teores dos compostos bioativos presentes nas marcas mais comercializadas.

Se por um lado, o tratamento térmico reduz a concentragcao de alguns
componentes, por outro lado favorece a formagdo de outros compostos como
os heterociclicos e as melanoidinas, decorrentes principalmente da reacao de
Maillard (Daglia et al., 2004).

Os compostos heterociclicos volateis encontrados na infusdo do café —
pirrdis, furanos, tiofenos, pirazinas, imidazdis - sdo dotados de potente
atividade antioxidante, sendo atribuidas a algumas destas fragdes potencial
semelhante aos encontrados para o a-tocoferol (Fuster et al., 2000;
Yanagimoto et al., 2004).

As melanoidinas foram quimicamente caracterizadas em um estudo
realizado por Borrelli et al. (2002) em graos de café submetidos a diferentes
graus de torra. Posteriormente, estes compostos foram submetidos a analise
de seu potencial antioxidante, cuja eficiéncia diminuiu na medida em que
aumentou o grau de torra, embora a capacidade fosse ainda significativa.

Diversos acidos alifaticos tém sido identificados no café. Dentre eles, o
acido férmico, acético, oxalico, malico, succinico, citrico, quinico. O teor de
acido quinico (Figura 7) pode aumentar até 1,5% no gréo velho. Tragos de
acido formico , e acido aceético também tém sido detectados no grao de café
velho. (Maier, 1987).
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Figura 7. Estrutura quimica do Acido Quinico.

Aminoacidos livres (em torno de 5%) estao presentes no café verde e
também ligados a proteinas. Os aminoacidos encontrados no café verde sao
alanina, arginina, acido glutamico, acido aspartico, asparagina, histidina, 3-
metilhistidina, isoleucina, leucina, acido y-aminobutirico, lisina, metionina,
fenilalanina, prolina, serina, treonina, tirosina, valina e triptofano. Observe-se
que a concentragcdo de triptofano, treonina, glicina, tirosina, serina, alanina,
lisina e arginina decrescem com o amadurecimento. (Vincent, 1987).

O conteudo de proteinas no gréo verde varia entre 8,7 e 12,2% com
pequenas variagdes entre as espécies. Também tém sido identificadas
correlagdes particulares entre a composigao e ou quantidade de proteinas e a
qualidade do café (Viannl, 1993).

Os carboidratos estao presentes no café verde como polissacarideos
soluveis e insoluveis (polimeros de manose, galactose e glicose) e alguns
como arabinose (40 - 50%), oligossacarideos (5 - 10%) e sacarose. A estrutura
quimica do grdo de café verde contendo polissacarideos tem sido
extensivamente estudada, mas somente parte dela esta elucidada. A parede
celular inséluvel do grao de café € composta de celulose, hemicelulose, p-1,4
mamano, arabinogalactano e pectina como estoque de energia. Existe certa
diferenca no conteudo de celulose da parede celular do grao que sofreu
torrefacéo, gréo verde e do grao maduro (Bradbury e Halliday, 1990).

O teor de lipideos dos graos verdes de café pode variar de 8-18%,
sendo que apos a torrefagao pode-se encontrar um nivel médio de 16% no café
Arabica e 11% no Robusta. Os lipideos de gréaos de café verde (“o 6leo de
café”) estdo presentes, substancialmente, no endosperma e pequena
quantidade de ceras encontra-se na camada externa do grdo. A maior parte
dos lipideos se apresenta na forma de triacilglicerol (70-80%), porém o dleo de

café também contém proporcoes consideraveis de outros componentes
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lipidicos especificos, como acidos graxos livres, esterdis e diterpenos (Lago,
2001).

Diferencas nos teores de acidos graxos livres sdo encontradas em altos
niveis e aparecem em condi¢cdes de processamento e estocagem, onde pode
ocorrer hidrélise, produzindo ésteres. Um aumento de acidos graxos livres tem
sido associado com longo tempo de estocagem de grédos em regides
subtropicais e podem levar a uma maior atividade enzimatica com os quais
produz deterioragdo do “flavor”. Alguns diterpenos encontrados no café verde
sdo cafestol, caveol, 16 - 0 - metilcafestol (Figura 8, 9 e 10). Eles podem ser
encontrados no café em proporgao de até 20 % dos lipideos totais e estdo mais
presentes no café Arabica. A torrefagdo ndo modifica os triacilgliceréis, mas

libera os compostos lipidicos mais volateis, como o cafestol (VIANNI, 1988 a).
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Figura 8. Estrutura quimica do Cafestol.
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Figura 9. Estrutura quimica do Caveol.
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Figura 10. Estrutura quimica do 16-O-metilcafestol.

Os diferentes esterdides encontrados no grao verde do café, em
pequenas proporgdes sao: 24 - metileno colesterol, campesterol, campestanol,
stigmasterol, A’ . Campesterol, A> #* Stigmastadienol, colesterol, p . Sitosterol,
Sitostanol, A°. Avenasterol, A> * Stigmastadienol, A’ . Stigmastadienol, A" _
Avenasterol (Maier, 1981).

Alguns minerais essenciais para o funcionamento metabdlico normal do
organismo podem ser encontrados no café cru. Dentre esses, destacam-se os
macrominerais Ca, K, Mg, Na, P e os microminerais Co, Cr, Cu, Fe, Mn e Zn. O
café cru ainda possui Ni e elementos como Al, Ba e outros (Morgano et al.,
2002).

As transformacdes que ocorrem com o café tém sido extensivamente
estudados por Maier (1985), Vianl (1986), Plctet (1987) e Clarcke (1987b). Os
teores de cafeina, trigonellina, proteinas, aminoacidos, acgucares, acidos
alifaticos, acidos fendlicos e lipideos variam bastante no gréo verde e no gréo

apos torrefacdo. O processo de torrefacdo provoca:

a) Apesar de termicamente estavel, pequenas quantidades de cafeina vao a
sublimacdo, uma vez que a temperatura final da torrefagdo pode chegar a
220°C.

b) A trigonelina é parcialmente degradada durante a torrefacdo e a perda é
proporcional & temperatura de torrefacdo. A 180°C ha perda de 60% e com
230°C ha perda de 85%. Neste precesso, diversas alquil piridinas e pirréis tém
sido identificados como produtos da degradagéo (VIANI & HORMAN, 1974).
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c) Decomposicdo dos aminoacidos com perda de CO, e formagao de

compostos volateis aromaticos.
d) Transformacao das proteinas em melanoidinas.

e) Decomposicao do acido clorogénico com formagao do aroma volatil, material

polimérico (melanoidina) e COa,.

f)  Transformacdo de carboidratos em polissacarideos soluveis,

oligossacarideos e monémeros.

g) Decomposicao da sacarose com a formacédo de substancias volateis e

caramelo.

h) Triacilglicerdis sdo pouco afetados pelo processo de torrefagao, exceto pela
hidrolise, com liberagdo de acidos graxos livres e formagcdo de compostos
volateis, possivelmente através da oxidagcéo. O significado da degradacao de
produtos volateis formados para afetar o flavor € desconhecido. A fracdo nao
saponificavel, como diterpenos, sao parcialmente degradados com perda de

agua, com excegao do 16 0 — metilcafestal, que € termicamente mais estavel.

2.7) CAFEINA

A cafeina possui varias propriedades fisiologicas e farmacoldgicas,
sendo que estas sdo doses dependentes. Ha uma grande controvérsia sobre
seus efeitos para a saude, portanto, &€ necessario abordar mais o assunto.

A cafeina é um estimulante do Sistema Nervoso Central, contribuindo
para a diminuigdo do sono e da fadiga, aumento da concentragdo e melhoria do
humor (Nehlig, 1999).

No Sistema Nervoso Autbnomo, o neurotransmissor adenosina, dentre
outras fungdes, diminui a atividade neural e dilata os vasos sanguineos,
reduzindo a freqUéncia cardiaca, a pressao arterial e a temperatura corporal, e
também diminui a lipdlise. A cafeina, por ter uma estrutura semelhante a
adenosina, se liga ao receptor deste neurotransmissor, bloqueando a agao do

mesmo sobre o sistema nervoso central (Yi et al., 2006). O efeito vasoconstritor
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cerebral da cafeina é a propriedade que justifica o seu emprego no tratamento
de crises de enxaqueca, onde a vasodilatagdo cerebral existente é responsavel
pelo quadro (Barone e Roberts, 1984). Porém, os efeitos da cafeina em
aumentar a vigilia, promovendo uma diminuigdo do sono e da fadiga e a
vasoconstricao cerebral diminuem apds sua ingestdo continua (Robinson et al.,
2004).

Outro efeito da adenosina € a inibicdo pré-sinaptica da liberacdo de
dopamina. Entdo, diminuindo a acdo da adenosina, a cafeina, semelhante as
anfetaminas, também é capaz de aumentar a concentracdo da dopamina no
sangue, neurotransmissor responsavel pelo controle dos movimentos. Assim,
alguns autores relatam que a cafeina pode reduzir o mal de Parkson, visto que
esta patologia é caracterizada por uma diminuigdo da dopamina disponivel (Yi
et al., 2006).

A cafeina estimula a liberacdo de epinefrina, que além da sua fungao
como neurotransmissor, também pode influenciar a taxa metabdlica,
estimulando a secregao de insulina, a glicogendlise e a mobilizagado de acidos
graxos (Graham et al., 1998). Porém, o estimulo da cafeina no aumento dos
niveis de epinefrina também diminuem apds ingestdo continua (Robinsson et
al., 2004).

A cafeina e outras metilxantinas aumentam a concentracéo intracelular
de AMPc (monofosfato ciclico de 3, 5-adenosina) e GMPc (monofosfato
ciclico de 3’, 5’-guanosina), por inibir a fosfodiesterase, enzima que degrada o
AMPc em 5’AMP. Consequentemente, ha uma ativacdo das proteinas quinases
e posterior fosforilagdo protéica, estimulando diversos efeitos fisiolégicos. Estes
efeitos incluem a ativacao de lipases, enzimas que mobilizam os depdsitos de
gordura do organismo para utiliza-los como fonte de energia, poupando o
glicogénio muscular; estimulo da glicogenolise no musculo e no figado e
também age no sistema 6sseo (Chen et al., 2001).

Nehig et al. (1994), relataram que a cafeina age mobilizando calcio (Ca)
do reticulo endoplasmatico (RE), aumentando a concentragao deste mineral no
espacgo intracelular e a sensitividade das miofibrilas de Ca. Dois tipos de
liberacdo de Ca operam no RE das células do musculo liso. A liberagcao de Ca
pode ser mediada pelo receptor rianodina ou pela liberagao via 1,4,5 trifosfato

inositol (PIP3). A cafeina € um especifico antagonista do receptor rianodina
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acoplado a liberacdo de Ca, através do estoque de Ca intracelular do RE.
Portanto, a cafeina, ao se ligar a este receptor, aumenta a sensitividade das
miofibrilas de Ca, promovendo a contracdo do musculo liso. Também se
demonstrou que, por se ligar a receptores muscarinicos, a cafeina pode levar a
uma hipercontratibilidade do musculo da bexiga (Yi et al., 2006).

A possibilidade da cafeina exercer algum efeito ergogénico nos
exercicios de longa duragdo vem sendo investigada por diversos
pesquisadores desde a década de 70. No entanto, os resultados destes
estudos apresentam algumas controvérsias devido a falta de padronizagéo das
metodologias (tipo de exercicio; intensidade e duragdo dos exercicios;
dosagens de cafeina; tolerancia) utilizadas nos experimentos. Além disso, este
tipo de estudo é complicado, uma vez que a cafeina afeta quase todos os
tecidos do corpo, dificultando a observacdao de seus mecanismos de agao
(Nehlig et al., 1994). Entretanto, pesquisas nao mostram efeito da cafeina
sobre a forga muscular maxima ou sobre as contragées musculares voluntarias.
Seu efeito estaria na capacidade de retardar a fadiga, possivelmente devido a
sua influéncia sobre a sensibilidade das miofibrilas ao ion calcio e
antagonizando os efeitos da adenosina e por estimular a ativagcao de lipases e
consequente mobilizagdo de depdsitos de gordura do organismo para atuar
como fonte energética, poupando o glicogénio muscular (Nehlig et al., 1994).

Os diversos efeitos da cafeina sdao doses dependentes. Um estudo
realizado por Smitch et al. (2002) sugere efeitos numa dose de 3,5 mg/kg para
um homem de 70 kg e aproximadamente 10 mg/kg para o rato. E importante
também considerar que existe a chamada “sensibilidade a cafeina”, a qual se
refere a quantidade necessaria dessa substancia para produzir os efeitos
secundarios negativos, tais como perda de sono e aumento da freqléncia
cardiaca (Silva, 2003).

Em excesso, a cafeina pode ocasionar alguns sintomas como
irritabilidade, agitacdo, ansiedade, dor de cabeca, insbnia, aumento na
producao do suco gastrico, aumento da pressao arterial e taquicardia (Katzung,
2006). A quantidade de 10g de cafeina pura, tomados de uma sé vez, pode ser
uma dose letal para o ser humano. Isto equivale a beber aproximadamente 20
litros de café forte (82 mg de cafeina/150 mL) (Schulz et al., 2002).
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A absorcdao da cafeina no organismo € muito rapida (em torno de 1
hora), assim como a sua distribuigdo, passando rapidamente para o sistema
nervoso central. O tempo de meia vida deste alcaléide pode variar de 5 a 7
horas. Este valor foi definido para individuos adultos, ndo fumantes (em
individuos fumantes, o tempo de meia vida da cafeina é reduzido para cerca de
metade, aproximadamente 3 horas, valor semelhante ao de um bebé). O efeito
de medicagdo pode aumentar este periodo de tempo (uma mulher que ingire
contraceptivos demora cerca de 13 horas para degradar metade da dose de
cafeina ingerida). Uma mulher gravida pode demorar cerca de 20 horas (Silva,
2003).

2.8) CAFE E DIABETES

A maioria das pesquisas sobre os fatores dietéticos e o risco de diabetes
tipo 2 (DMZ2) focaliza os macronutrientes (Hu et al., 2001). Entretanto,
micronutrientes e fitoquimicos também podem afetar o metabolismo da glicose
(van Dam, 2003).

Evidéncias epidemiolégicas sugerem que o alto consumo de café pode
reduzir o risco de DM2 (van Dam, 2006). Em 2002, resultados de um estudo de
coorte holandés sobre o consumo de café e o risco de DM2 foi reportado. Os
participantes que consumiam 7 ou mais xicaras de café por dia tiveram 0,50
vezes (95% de intervalo de confianga) menos chance de desenvolver DM2
comparado com 0s que consumiam 2 ou menos Xxicaras de café por dia (van
Dam, 2002). Em seguida, resultados de 15 estudos epidemiolégicos foram
publicados sobre o consumo habitual de café em relagdo a sensibilidade a
insulina, hiperglicemia e risco de DM2 em varios paises (van Dam, 2006).

van Dam e Hu (2005) realizaram uma sistematica revisdo sobre o
consumo de café e o risco de DM2. Neste trabalho foram identificados 9
estudos de coorte, incluindo 193.473 participantes e 8.394 casos de DM2. Os
autores encontraram um risco relativo de 0,65 (95% de intervalo de confianga)
para o maior consumo de café (> 6 ou > 7xicaras por dia) e 0,72 (95% de
intervalo de confianga) para o segundo maior consumo (4-6 xicaras por dia)
comparado com o menor consumo do produto (0 ou < 2 xicaras por dia). Ou

seja, os participantes que consumiam 4 a 6 xicaras de café por dia ou maior ou
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igual a 6 a 7 xicaras tiveram 28% e 35%, respectivamente, menor risco de
desenvolverem DM2 comparados com aqueles que consumiam de 0 a 2
xicaras de café por dia. Nado houve diferengcas significativas por sexo,
obesidade ou regido (Estados Unidos ou Europa).

A distingcao entre o café filtrado e o chamado em algumas regides, como
na Escandinavia, de café fervido (ndo € filtrado, finas particulas de po
decantam no fundo da xicara) ou o café turco/grego (em finos sobrenadantes),
ou o café expresso e o instantaneo, sédo relevantes, visto que algumas
substancias ficam retidas na borra do café, como os diterpenos cafestol e
caveol. Estes diterpenos foram associados em alguns estudos com o aumento
dos niveis de colesterol sérico (Post et al., 2000). Em um estudo Finlandés, os
autores ndo encontraram associagao entre o consumo de café e o risco de
DM2. Porém ¢é relevante mencionar que o0s pesquisadores avaliaram o
consumo do café por um periodo curto e o café fervido foi o mais frequiente tipo
de café consumido pelos participantes finlandeses (Reunanem et al., 2003).
Tuomilehto et al. (2004) encontraram que ambos os tipos de café, o fervido e o
filtrado foram associados com o menor risco de DM2. Entretanto, o risco foi
menor para os participantes que consumiam o café filirado que os que
consumiam o café fervido.

Diferentes possibilidades entre os efeitos do café regular e do
descafeinado sao também de interesse. Em um estudo europeu, ndo houve
diferencga entre o café regular e o descafeinado. Entretanto, os resultados deste
estudo refletem normalmente o consumo de café regular, visto que o consumo
do café descafeinado é relativamente menor (van Dam e Feskens, 2002).

Um estudo prospectivo realizado nos EUA (Salazar-Martinez et al.,
2004) durante um periodo de 12-18 anos, constatou que, entre os homens que
tomavam mais de seis xicaras de café cafeinado por dia, o risco de diabetes do
tipo 2 era cerca da 50% menor do que o risco existente entre os homens que
nao tomavam café; entre as mulheres, o risco era cerca de 30% menor. Estes
efeitos também foram observados entre os que tomavam café descafeinado,
mas em escala mais modesta. No caso dos homens, a reducéo de risco era de
25%, e no caso das mulheres, de 15%. Estes dados indicam ndo ser apenas a

cafeina a responsavel pela diminuicdo do risco de DM2.
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Em um estudo sueco, o café ou o cha com acucar foi associado com
uma menor sensibilidade insulinica, enquanto ndo foi encontrada esta
associagéo com o café ou o cha com leite (Arnlév et al., 2004). Entretanto, para
a maior parte das pessoas a quantidade de acucar e leite adicionado no café
foi menor comparado a outros trabalhos (van Dam e Hu, 2005). Em um estudo
holandés, foi observado uma associagao inversa com a glicose pos prandial
(van Dam et al., 2004) e o risco de DM2 (van Dam e Feskens, 2002) para o
café com ou sem acucar e o café com ou sem leite.

O tamanho da xicara de café e a concentragdo de p6 no café (café forte
ou fraco) podem diferir substancialmente entre os paises. Particularmente, o
tamanho da xicara de café & maior nos Estados Unidos, = 250 mL (Bracken et
al., 2002), comparado com a Europa, = 125-150 mL (van Dam et al., 2004;
Arnldv et al., 2004). Entretanto, isto pode ser compensado pelo fato do café nos
Estados Unidos ser geralmente mais fraco que o da Europa (Schaafsma,
1989).

Rosengren et al. (2004), realizaram um estudo prospectivo de 18 anos
sobre a incidéncia de diabetes em mulheres suecas em relagédo ao consumo de
café. A amostra foi composta por 1361 mulheres, entre 39 e 65 anos, sem
problemas cardiovasculares e diabetes. O risco de desenvolvimento de
diabetes foi 475 por 100.000 pessoas por ano nas mulheres que consumiam 0 -
2 xicaras de café por dia, 271 para aquelas cujo consumo era de 3 - 4 xicaras,
202 para o consumo de 5 - 6 xicaras e 267 para as que consumiam mais que 7
xicaras. Posteriores ajustes para fumo, baixa atividade fisica, escolaridade e
indice de massa corporal ndo alteraram estes resultados. Houve uma elevagcao
da concentracdo de colesterol sérico com o aumento do consumo de café, com
uma diferenca média do menor para o maior consumo da bebida de 0,34
mmol/l. Os niveis de triglicerideos foram maiores nas mulheres que consumiam
menos que 2 xicaras de café por dia. Nado houve associagao significativa entre

0 consumo de café e a pressao sanguinea.

2.8.1) POSSIVEIS MECANISMOS

A maior parte dos dados sobre os efeitos do consumo de café no

metabolismo da glicose € baseada em estudos com animais e in vitro, e a
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relevancia para o desenvolvimento em humanos € ainda obscuro. Porém, os
resultados sugerem que os efeitos do consumo de café no metabolismo da
glicose é biologicamente plausivel, e que os efeitos do café podem nao ser
equivalentes aos efeitos deletérios da cafeina (van Dam, 2006).

Varias substancias presentes no café, além da cafeina, como o acido
clorogénico (Shearer et al., 2003) e o magnésio (de Valk, 1999) tém mostrado
afetar o metabolismo de glicose em animais e em estudos metabdlicos com

humanos.

2.8.1.1) CAFEINA

A ingestdo de cafeina foi associada com a reduc&o da sensibilidade a
insulina em estudos metabdlicos de curto periodo em humanos (Greer et al.,
2001; Bhathena et al., 2002; Keijzers et al., 2002). Este efeito ocorre
provavelmente pelo fato da cafeina aumentar a sintese de epinefrina ou atuar
como antagonista do receptor de adenosina (Keijzers et al., 2002). A epinefrina,
além da sua fungdo como neurotransmissor, também pode influenciar a taxa
metabdlica, estimulando a secregao de insulina, a glicogendlise e a mobilizagao
de acidos graxos (Graham et al., 1998). J&a a adenosina diminui a atividade
neural e possui um efeito vasodilatador nos vasos sanguineos, reduzindo a
frequéncia cardiaca, a pressao arterial e a temperatura corporal, e também
diminui a lipdlise (Yi et al., 2006). Porém, os efeitos da cafeina no DM2 néao
podem ser extrapolados para o consumo a longo prazo de café, pois os efeitos
do café na epinefrina sdo mais fracos que os da cafeina usada isoladamente
(Graham et al., 1998) e o estimulo da cafeina no aumento dos niveis de
epinefrina diminuem apds ingestdo continua (Robinson et al.,, 2004).
Paradoxalmente, a ingestdo de cafeina em estudos de intervengcéo por
periodos curtos indica que a cafeina aumenta a concentracéo de glicose pés
prandial (Wachman et al., 1970; Pizziol et al., 1998; Lane et al., 2002;
Robinsson et al., 2004).

Baseados em estudos com animais, os efeitos da cafeina no
metabolismo da glicose através do aumento da expresséo de proteinas nao
acopladas e da oxidagao lipidica também podem ser sugeridos (Yoshioka et al.,

2002). Entretanto, recentes descobertas de estudos observacionais indicam
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que a associagao inversa do consumo de café e o risco de DM2 podem néo ser
explicados pela cafeina, pois 0 consumo de café descafeinado também foi
associado com o menor risco de DM2 em estudos de coorte (Salazar-Martinez
et al., 2004; Greenberg et al., 2005).

2.8.1.2) ACIDO CLOROGENICO

O acido clorogénico (ACL) € o maior componente do café. Estima-se que
a ingestdo de ACL é maior nas pessoas que consomem regularmente café do
que nas que nao consomem a bebida (Clifford, 1999). O ACL é parcialmente
absorvido no intestino delgado (Olthof et al., 2001) e no grosso, apds ser
metabolizados por bactérias (Olthof et al, 2003). Pesquisas indicam que a
ingestdo de ACL reduz a concentragao de glicose em ratos (Andrade-Cetto et
al., 2001; Herling et al., 1999). Alem disso, a alta ingestdo de acido quinico,
produto do acido clorogénico formado apds torrefacdo do café, aumenta a
sensibilidade a insulina em ratos (Shearer et al., 2003).

Varios mecanismos tém sido propostos para explicar os efeitos
benéficos do ACL no metabolismo da glicose (van Dam, 2006).

Primeiro, o ACL pode diminuir a absor¢ao da glicose no intestino por
inibir a glicose-6-fosfato translocase 1 e reduzir o gradiente de sodio, sendo
que este ultimo afeta o metabolismo de glicose, pois a absor¢éo da glicose no
intestino é dependente deste gradiente de sodio. De fato, o consumo de café
descafeinado parece diminuir a absorcao de glicose e estimular a secreg¢ao do
horménio incretina glucagon-like peptideo 1 em estudo metabdlico em
humanos (Johnston et al., 2003). As incretinas sdo horménios secretados pelas
células enddcrinas localizadas no epitélio do intestino delgado. Existem dois
horménios principais: o GLP-1 (glucagon-like peptideo-1) e o GIP (glucose-
dependent insulinotropic peptide). O GLP-1 € o mais importante na patogenia
do DM-2, ele estimula a sintese e a secrecdo de insulina dependente da
glicemia; inibe a secrecdo de glucagon, promove o retardamento do
esvaziamento gastrico e diminui o apetite. Os niveis de GLP-1 sao baixos no
estado de jejum e aumentam pela ingestdo de uma refeicdo mista ou refeigdes

ricas em gorduras e carboidratos. Sua secregao ocorre nas células L do ileo e
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colon. A diminuicdo do glucagon ocorre apenas no estado pds-prandial e nao
afeta a acdo do glucagon na manutengao da glicemia no estado de jejum. Sua
acao diminuindo o esvaziamento gastrico contribui para a diminuicdo da
elevagdo da glicemia no estado pds-prandial (Revista Brasileira de Medicina,
2007).

Abaixo, encontra-se a figura 11 que sumariza as agdées do GLP-1 nos

tecidos periféricos.
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Figura 11. Agdes do GLP-1 nos tecidos periféricos.

O GLP-1 diminui a secregao de glucagon pelas células alfa do pancreas,

promovendo as seguintes agdes representadas no quadro 5.
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Quadro 4. Fungées do GLP-1.

FUNGOES DO GLP-1

Aumenta a captacéo e o

Aumenta a sensibilidade a armazenamento de glicose
insulina Diminui a produgao de glicose
pelo figado

Aumenta a biossintese de

insulina Aumenta a disponibilidade de

Aumenta a proliferacdo e a insulina na circulagao

neogénese das células beta

Diminui a apoptose das células

Adaptado de: Baggio & Drucker — http://www.medscape.com/viewarticle/530215

Efeitos do café nas incretinas podem explicar porque o consumo de café
reduz a concentragcdo de glicose no plasma apds carga oral de glicose
(Feinberg et al., 1968), mas ndo apos carga venosa de glicose (Jankelson et
al., 1967).

Segundo, estudos in vitro (Arion et al., 1997) e com animais (Herling et
al., 1999) com ACL mostraram que este composto pode inibir a producéo
hepatica de glicose por inibir a glicose-6-fosfatase. Tem sido questionado se o
ACL chega intacto no figado (Mc Carty, 2005), pois apenas os metabdlicos do
ACL sao detectados na circulagdo sanguinea apds o consumo de café
(Johnston et al., 2003). Entretanto, dados de estudos metabdlicos em pacientes
ileostomizados sugerem que a maior parte do ACL absorvido no intestino
delgado é absorvido intacto e pode ser metabolizado extensivamente no figado
(Olthof et al., 2001).

Terceiro, o café contribuiu para a capacidade antioxidante in vitro na
dieta de populagdes da Europa e Noruega (Svilaas et al., 2004; Pulido et al.,
2003), e o ACL é o componente mais responsabilizado por esta acgéo
antioxidante do café (Clifford, 1999).
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Quarto, o ACL pode atuar como um quelador de metais, mudando a
composicao corporal dos tecidos moles de ratos (Rodriguez e HadlLey, 2002),
podendo aumentar a composicdo de magnésio no figado. Estes autores
sugerem que a mudanca na composicao de minerais pode melhorar a
tolerancia a glicose.

Finalmente, o ACL pode inibir a formacdo de compostos N-nitroso no
trato gastrintestinal, compostos que parecem favorecer o aparecimento do DM2

por possuirem toxicidade as células beta do pancreas (van Dam, 2002).

2.8.1.3) LIGNINAS

O café contém quantidades substanciais de varias ligninas. Estas podem
ser convertidas a enterelactona ou enterodiol por bactérias intestinais e entrar
na circulagdo sanguinea. As ligninas podem afetar o metabolismo de glicose
através das suas acgdes antioxidantes e antiestrogénica (Bhathena e
Velasquez, 2002).

2.8.1.4) OUTROS CONSTITUINTES DO CAFE

O café também contém numerosos outros compostos, incluindo
quantidades substanciais de Mg, K, trigonelina e niacina (U.S. Department of
Agricultura, 2004; Milder et al., 2005). Mishkinsky et al. (1967), mostraram que
a trigonelina reduziu a concentragdo de glicose em ratos diabéticos. A alta
ingestdo de Mg também foi associada com menor risco de DM2 em varios
estudos de coorte (Lopez-Ridaura et al., 2004), e doses farmacolégicas foram
associadas com uma melhor sensibilidade a insulina em outros estudos de
intervencao. O magnésio é cofator de varias enzimas envolvidas nos processos
de fosforilagdo, que s&do essenciais para o metabolismo da glicose (Lopez-
Ridaura et al., 2004). Entretanto, a ingestdo regular de Mg néo explicou a
associagao do consumo de café com a tolerancia a glicose e menor risco de
DM2 (Salazar-Martinez et al., 2004; van Dam et al., 2004).
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O consumo de café também tem sido associado com menores niveis da
y-glutamiltransferase e outras enzimas hepaticas que favorecem o
desenvolvimento do diabetes (La Vecchia, 2005; Lee et al., 2004).
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Quadro 5. Componentes do café e possiveis mecanismos no metabolismo

da glicose.

Componentes Mecanismos de agcao sugeridos

CAFEINA - Reduz a glicose através do estimulo da epinefrina ou
antagonizando o receptor de adenosina (Greer et al.,
2001; Keijzers et al., 2002).

- Aumenta a expressao de proteinas ndo acopladas e a

oxidacao de lipideos (Yoshiok et al., 2002).

ACIDO - Potente antioxidante (Svilaas et al., 2004; Pulido et al.,
CLOROGENICO E 2003).
ACIDO QUINICO - Reduz a sintese de glicose hepatica através da inibicao
da glicose-6-fosfatase (Herling et al., 1999).
- Reduz a absorgdo de glicose intestinal por inibir a
glicose-6-fosfato translocase 1, reduzir o gradiente de
sodio e aumentar os niveis de GLP-1 (Johnston et al.,
2003).
- Exerce efeitos na composicido mineral de tecidos por
ser um quelador de metais, podendo aumentar o Mg no
figado (Rodriguez e HadLey, 2002).
- Inibe a formagdo de compostos N-nitroso no trato
gastrintestinal, toxicos as células beta do pancreas (van
Dam, 2002).

MAGNESIO - Cofator de varias enzimas envolvidas nos processos de
fosforilagdo, que sdo essenciais para o metabolismo da
glicose (Lopez-Ridaura et al., 2004).

- Pode afetar a atividade do receptor de insulina por
possuir afinidade com o receptor deste horménio ou
afetar a viscosidade da membrana (Lopez-Ridaura et al.,
2004).

LIGNINAS Possui agbes antioxidantes e antiestrogénica
(Bhathena e Velasquez, 2002).

Adaptado de van Dam, 2006.
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2.8.1.5) OUTROS MECANISMOS DE AGAO

Baseados em uma série de experimentos com animais e estudos
observacionais com humanos, tornou-se evidente a agao do excesso de
glicocorticéide na patogénese do DM2 e na sindrome metabdlica (Rosmond,
2005 e Asensio et al., 2004). Em particular, a conversado local de 11-
cetoglicocorticoides  (cortisona,  11-dehidrocorticosterona) para  11B-
hidroxiglicocorticoide (cortisol, corticosterona) pela 11B-hidroxiesteroide
dehidrogenase tipo 1 (11B-HSD1) nos tecidos metabolicamente ativos como
figado, tecido adiposo e musculo esquelético tém sido implicados nestas
desordens (TomLinson, 2005; Paterson et al., 2005 e Wang, 2006). O cortisol,
assim como o glucagon, age como um antagonista fisiolégico da insulina,
promovendo a quebra de moléculas de carboidratos, lipideos e proteinas,
mobilizando, desta maneira, as reservas energeéticas. Isto aumenta a glicemia e
a produgao de glicogénio pelo figado. Adicionalmente, o cortisol aumenta a
pressdo sanguinea, inibe doencas auto-imunes e a formagdo Ossea
(http://pt.wikipedia.org).

Camundongos especificos que possuem uma alta expresséo da 11p-
HSD1 em adipdcitos apresentam todos os sintomas tipicos da sindrome
metabdlica (Masuzaki et al., 2001 e Masuzaki et al., 2003). Os camundongos
que possuem uma alta expressdo da 11B-HSD1 no figado, desenvolveram,
resisténcia insulinica, dislipidemia e hipertensdo, mesmo nao sendo obesos
(Paterson et al., 2004). Além disso, varios estudos relatam uma elevada
expressao da 11B-HSD1 no tecido adiposo de individuos obesos (TomLinson,
2005). O tratamento da obesidade e do diabetes com inibidores da 113-HSD1
em determinados tipos de camundongos resultam em um significativo aumento
da toleréncia a glicose e da sensibilidade a insulina, acompanhado com uma
reducdo de depdsitos de gordura visceral (Alberts et al., 2002; Alberts et al.,
2003; Hermanowski-Vosatka et al., 2005). Estes estudos sugerem que a
inibicdo ou a baixa regulacao da 11B3-HSD1 resultam em efeitos benéficos para
a melhoria da sindrome metabdlica (Odermat et al., 2005).

Schweizer et al. (2003), demonstraram a existéncia de compostos
naturais que inibem a 11B-HSD1, como a flavonona e a 2’-hidroxiflavonona

presentes em frutos vermelhos e amarelos e vegetais. Como o café é rico em
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compostos biologicamente ativos, como acido nicotinico, acido clorogénico e a
trigonelina, pesquisas indicam que ele também apresenta efeitos
antidiabéticos. Atanasov et al. (2006), testaram compostos que continham café
na atividade da 11B-HSD1. O preparo dos extratos do café foi correspondente
ao café Expresso Italian, 10g de graos torrados e moidos do Café Arabica
extaido com 30 mL de agua por 15 segundos a 100 °C e pressurizado a 15 bar.
Apés a esterilizagdo do filtrado, aliquotas foram congeladas a -20 °C e
armazenados para posterior analise. A presenca de extratos de café na
concentragdo de 1% inibiu quase por completo a conversao da cortisona a

cortisol dependente da 11-HSD1 em células lisadas (figura 12).
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Figura 12. Inibicdo da atividade da 11B-HSD1 por extratos de café em diferentes

concentracdes em células lisadas.

Posteriormente, foi mensurado os efeitos de extratos de café
descafeinado na atividade da 11B-HSD1 e foi obtido inibicdo semelhante
comparado aos extratos de café normais. Além disso, 2mM de cafeina pura
nao afetou a atividade da 113-HSD1. Outro dado relevante, foi que 200uM de
acido cafeico, &acido clorogénico ou trigonelina, trés substancias
metabolicamente ativas do café, também n&o inibiram a atividade da 11(3-
HSD1. O componente inibitério do café foi estavel ao calor com polaridade
consideravel. O extrato também preveniu subsequentemente a translocacao
nuclear do receptor de glicocorticdide e bloqueou a expressao induzida pelo
glicocorticéide da enzima chave gliconeogénica, a fosfoenolpiruvato
carboxiquinase. Os autores sugerem que parte dos efeitos antidiabéticos do
café é devido a inibigdo da 11p-HSD1, enzima responsavel pela conversao da

cortisona a cortisol.
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3) OBJETIVOS

3.1) OBJETIVOS GERAIS

Avaliar os possiveis efeitos de tinturas do café (Coffea arabica) em ratos

com diabetes induzido pela administragdo com aloxano.

3.2) OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Induzir diabetes em ratos da raga Wistar com administragdo intraperitonial

de aloxano.
b) Preparar tinturas de café, utilizando diversas partes desta planta, casca
cereja, fruto verde, fruto cereja, folha seca, folha verde e de café soluvel de

uma marca comercial.

c) Avaliar os niveis séricos de glicose, triacilglicerol e colesterol total dos

animais, apos tratamento com diferentes tinturas de café.
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4) MATERAIS E METODOS

Foram realizados trés experimentos para avaliar diferentes tinturas de
café em ratos com diabetes induzido pela administracdo de aloxano. Os
experimentos foram conduzidos no Laboratério Biofarmacos do Departamento
de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal de Vigosa (UFV).
Foram utilizados ratos da raga Wistar, com 45 dias de idade, com peso entre
180 e 250 g, machos e fémeas, oriundos do Biotério do Centro de Ciéncias
Biologicas e da Saude da UFV. Em todos os experimentos, os animais foram
acondicionados em gaiolas coletivas, contendo em cada uma seis animais, em
ambiente climatizado, com ciclo claro/escuro de 12 horas, recebendo racao
comercial (Labina - Purina®) e agua “ad libitum”.

Os cinco primeiros dias foram reservados para a adaptacdo dos animais
ao novo local do experimento. Apds este periodo, os animais permaneceram
em jejum de 16 horas para a indugdo do diabetes, que consistiu na
administragdo de aloxano (Alloxan Monohydrate Sigma®), também conhecido
como 2,3,5,6-tetraoxoexaidropirimidina monoidratada a 15% p/v diluido em
solugdo de NaCl a 0,9% na dose de 60mg/kg de peso corporal por via
intraperitonial. Optou-se pela utilizagdo de aloxano como droga diabetogénica,
devido as caracteristicas apresentadas serem semelhantes as encontradas na
sindrome diabética em humanos: glicosuria, polifagia, polidipsia, hiperglicemia,
entre outras (Carvalho, 2002). Em seguida, para evitar a morte dos animais por
hipoglicemia, os ratos receberam uma solugao hipersaturada de glicose a 90%
por 2 dias.

Sete dias apds a aplicacdo do aloxano, parte dos animais que
receberam esta droga, apos jejum de 12 horas, foram eutanasiados para a
determinagao dos niveis séricos de glicose. Verificou-se que todos os animais
que receberam o aloxano ficaram diabéticos (glicose acima de 180 mg/dL).

Foram utilizadas tinturas do café Coffea arabica da variedade catuai
vermelho da fazenda de propriedade de Sebastido Lopes da Silva, localizada
na cidade de Coimbra-Mg. Estas tinturas foram preparadas com 30g do
material diluido em 70mL de agua e 30mL de alcool de cereal. A solugao foi
armazenada em vidro ambar e agitada 2 vezes ao dia por aproximadamente 7

dias. Apos este periodo, foi filtrada com filtro de papel, armazenada novamente
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em vidro ambar e administrada por via oral (gavagem) aos animais, com
excegao do do grupo diabético (grupo 1) e do grupo controle (grupo 2).

Em todos os ensaios bioldgicos, o tratamento foi realizado durante 30
dias. Em seguida, todos os animais foram eutanasiados, devidamente
anestesiados por via intraperitonial de Ketamina (180 mg/Kg) e Xilasina (10
mg/Kg). As amostras de sangue (cerca de 5 mL por animal) foram coletadas
por puncgéo cardiaca, colocadas em tubos de ensaio e centrifugadas a 7100 x g
por 15 minutos para obtencdo do soro. Foram analisados os niveis séricos de
glicose, colesterol e triacilglicerol, utilizando kits da marca BIOCLIN e o
equipamento de dosagens multiparamétrico de Bioquimica (Alizé).

Na analise estatistica, cada tratamento foi comparado ao grupo doente

nao tratado pelo teste de Dunnett, considerando 5% de significancia.
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4.1: Efeito das tinturas preparadas com frutos verdes, frutos cereja e

cascas de frutos cereja do café catuai vermelho em ratos diabéticos.

Para a realizacao desse experimento foram utilizados 132 ratos. Sete
dias apos a inducédo do diabetes, 66 animais que receberam o aloxano, apos
jejum de 12 horas, foram sacrificados para a confirmagdo do diabetes. Os

grupos foram constituidos conforme descrigdo abaixo:

GRUPO |TRATAMENTO DOSE(mL)
G1 RACAO + ALOXANO -
G2 RACAO (CONTROLE) -
G3 RACAO + ALOXANO + CASCA CEREJA 0,5
G4 RACAO + ALOXANO + CASCA CEREJA 1,0
G5 RACAO + ALOXANO + CASCA CEREJA 2,0
G6 RACAO + ALOXANO + FRUTO VERDE 0,5
G7 RACAO + ALOXANO + FRUTO VERDE 1,0
G8 RACAO + ALOXANO + FRUTO VERDE 2,0
G9 RACAO + ALOXANO + FRUTO CEREJA 0,5
G10 RACAO + ALOXANO + FRUTO CEREJA 1,0
G11 RACAO + ALOXANO + FRUTO CEREJA 2,0

4.2: Efeito das tinturas preparadas com folhas secas e folhas verdes do

café catuai vermelho em ratos diabéticos.

Para a realizagao desse experimento foram utilizados 96 ratos. Sete dias
apods a indugao do diabetes, 46 animais que receberam o aloxano, apds jejum
de 12 horas, foram sacrificados para a confirmacdo do diabetes. Para a
obtencgao da tintura dos grupos de 3 a 5 (folha seca), as folhas in natura foram
previamente secas em estufa na temperatura de 40 °C. Os grupos foram

constituidos conforme descricao abaixo:
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GRUPO |TRATAMENTO DOSE(mL)
G1 RACAO + ALOXANO -

G2 RACAO (CONTROLE) -

G3 RACAO + ALOXANO + FOLHA SECA 0,5

G4 RACAO + ALOXANO + FOLHA SECA 1,0

G5 RACAO + ALOXANO + FOLHA SECA 2,0

G6 RACAO + ALOXANO + FOLHA VERDE 0,5

G7 RACAO + ALOXANO + FOLHA VERDE 1,0

G8 RACAO + ALOXANO + FOLHA VERDE 2,0

4.3: Efeito das tinturas preparadas com café soluvel em ratos diabéticos.

Para a realizagao desse experimento foram utilizados 60 ratos. Sete dias

apos a indugéo do diabetes, 30 animais que receberam o aloxano, apoés jejum

de 12 horas, foram sacrificados para a confirmacado do diabetes. A tintura

utilizada neste ensaio biolégico foi o café soluvel torrado e moido de uma

marca comercial. Os grupos foram constituidos conforme descrigdo abaixo:

GRUPO |TRATAMENTO DOSE(mL)
G1 RACAO + ALOXANO -

G2 RACAO (CONTROLE) -

G3 RACAO + ALOXANO + CAFE SOLUVEL 0,5

G4 RACAO + ALOXANO + CAFE SOLUVEL 1,0

G5 RACAO + ALOXANO + CAFE SOLUVEL 2,0
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5) RESULTADOS

5.1) Efeito das tinturas preparadas com casca de fruto cereja, fruto verde

e fruto cereja do café catuai vermelho em ratos diabéticos.

De acordo com os resultados obtidos na tabela 2, o grupo controle e
todos os tratamentos, com excecdo do G9, aumentaram levemente as
concentragbes de colesterol no soro sanguineo. O grupo 9 (Aloxano + Fruto
Cereja 0,5 mL) reduziu em 5% este parametro, porém nao foi estatisticamente
significativo. Os grupos 2 (controle), 4, 6, 7, 8, 10 e 11 foram diferentes
estatisticamente comparados ao grupo doente ndo tratado. Entretanto, com
relacdo ao significado clinico destas pequenas variagdes, observou-se que 0s
tratamentos com as tinturas de café ndao aumentaram as concentracbes de
colesterol ao ponto de desenvolverem uma hipercolesterolemia. Portanto,
analisando o parametro colesterol, observou-se que as tinturas de café n&o
provocaram nem uma hipocolesterolemia nem uma hipercolesterolemia nos

animais.

Tabela 2. Valores médios de colesterol em mg/dL de ratos submetidos a

diferentes tratamentos.

Tratamentos Colesterol % Variacao em relagao a G1
(mg / dL) (grupo doente nao tratado)
G1 = Aloxano + Racéao 93,40 A -
G2 = Racgao 103,68 B +11
G3 = Aloxano + Casca cereja (0,5 mL) 96,21 A +3
G4 = Aloxano + Casca cereja (1,0 mL) 107,77 B +15
G5 = Aloxano + Casca cereja (2,0 mL) 98,36 A +5
G6 = Aloxano + Fruto verde (0,5 mL) 107,24 B +15
G7 = Aloxano + Fruto verde (1,0 mL) 99,06 B +6
G8 = Aloxano + Fruto verde (2,0 mL) 108,88 B +17
G9 = Aloxano + Fruto cereja (0,5 mL) 88,62 A -5
G10 = Aloxano + Fruto cereja (1,0 mL) 115,12 B +23
G11 = Aloxano + Fruto cereja (2,0 mL) 106,15 B +14

Observagéo: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de

significancia do grupo doente nao tratado (G1).
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As tabelas 2A, 2B e 2C comparam as diferentes doses (0,5 mL, 1mL e 2
mL) da tintura de casca cereja, fruto verde e fruto cereja do cafée,
respectivamente, com relacdo ao parametro colesterol. E importante ressaltar
que nestas tabelas foram comparados apenas o0s animais doentes tratados,
com o objetivo de verificar qual a dose seria mais benéfica a saude, segundo o
parametro colesterol.

De acordo com os resultados obtidos na tabela 2A, observou-se que a
dose de 1,0 mL da tintura de casca cereja do café resultou em uma
concentragao de colesterol significativamente maior comparado as doses de
0,5 mL e 2,0 mL. Assim, as doses de 0,5 mL e 2,0 mL da tintura de casca
cereja do café seriam menos prejudiciais com relagdo ao aumento dos niveis
de colesterol sanguineos .

Na tabela 2B, ndo houve diferengas significativas entre as trés doses de
tintura de fruto verde do café com relagcao aos niveis de colesterol.

Na tabela 2C, a dose de 0,5 mL da tintura de fruto cereja do café
promoveu um aumento significativamente menor comparado as outras doses
(1,0 e 2,0 mL). Portanto, a dose de 0,5 mL desta tintura parece ser menos

prejudicial em aumentar as concentragdes de colesterol.

Tabela 2A. Comparacao das diferentes doses de tintura de casca cereja do café

com relagao ao parametro colesterol.

Dose de Casca Cereja Colesterol (mg / dL)
0,5mL 96,21 B
1,0 mL 107,77 A
2,0 mL 98,36 B

Observagao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia.

Tabela 2B. Comparacao das diferentes doses de tintura de fruto verde do café

com relagcao ao parametro colesterol.

Dose de Fruto Verde Colesterol (mg / dL)
0,5mL 107,24 A
1,0 mL 99,06 A
2,0 mL 108,88 A

Observagao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia.
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Tabela 2C. Comparagao das diferentes doses de tintura de fruto cereja do café

com relagao ao parametro colesterol.

Dose de Fruto Cereja Colesterol (mg / dL)
0,5mL 88,62 B
1,0 mL 115,12 A
2,0 mL 106,15 A

Observacao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia.

Com relacédo ao parametro triacilglicerol (tabela 3), todos os tratamentos
(grupos 3 a 11) apresentaram reducbes (-27% a -47%) estatisticamente
significantes. Sendo que os maiores decréscimos, 47%, 46% e 45%, foram
observados no grupo 7 (Aloxano + Fruto verde 1,0 mL), grupo 3 (Aloxano +
Casca cereja 0,5 mL) e no grupo 11 (Aloxano + Fruto cereja 2,0 mL),
respectivamente. E a menor reducgéo (-27%) ocorreu com o grupo 6 (Aloxano +
Fruto verde 0,5 mL). E importante ressaltar, que o grupo 9 (Aloxano + Fruto
cereja 0,5 mL), o unico que ndo aumentou os niveis de colesterol segundo a
tabela 2 vista anteriormente, promoveu uma diminuicdo de 43% dos niveis de
triacilglicerdis. Pode-se, entdo, observar que todos os tratamentos, seja com
tinturas de casca cereja, fruto verde ou fruto cereja do café, foram benéficos na

reducao dos parametros de triacilglicerdis.

Tabela 3. Valores médios de triacilglicerol em mg/dL de ratos submetidos a

diferentes tratamentos.

Tratamentos Triglicerideos % Variagao em
(mg / dL) relagao a G1 (grupo
doente nao tratado)
G1 = Aloxano + Ragao 104,03 A -
G2 = Ragao 102,61 A -1
G3 = Aloxano + Casca cereja (0,5 mL) 56,33 B -46
G4 = Aloxano + Casca cereja (1,0 mL) 70,68 B -32
G5 = Aloxano + Casca cereja (2,0 mL) 64,78 B -38
G6 = Aloxano + Fruto verde (0,5 mL) 75,76 B =27
G7 = Aloxano + Fruto verde (1,0 mL) 5469 B -47
G8 = Aloxano + Fruto verde (2,0 mL) 58,71 B -44
G9 = Aloxano + Fruto cereja (0,5 mL) 59,47 B -43
G10 = Aloxano + Fruto cereja (1,0 ML) 60,95 B -41
G11 = Aloxano + Fruto cereja (2,0 mL) 5742 B -45

Observacao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de

significancia do grupo doente nao tratado (G1).
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As tabelas 3A, 3B e 3C comparam as diferentes doses (0,5 mL, 1mL e 2
mL) da tintura de casca cereja, fruto verde e fruto cereja do cafe,
respectivamente, com relagdo ao parametro triacilglicerol.

Na tabela 3A e 3C , ndo houve diferengas significativas entre as trés
doses de tintura de casca cereja e fruto cereja do café, respectivamente, com
relacdo aos niveis de triacilglicerol. E, como ocorreu com o0 parédmetro
colesterol, a dose de 1,0 mL da tintura de casca cereja do café (tabela 2A) foi a
que apresentou o maior nivel de triacilglicerol comparado aos tratamentos com
a mesma tintura, porém, esta diferenga nao foi estatisticamente significante.

A dose de 0,5 mL da tintura de fruto verde do café (tabela 3B) resultou
em uma diminuicdo significativamente menor dos niveis de triacilglicerol
comparado as doses de 1,0 mL e 2,0 mL da mesma tintura. Estes dados
sugerem que estas duas ultimas doses sdo mais eficazes no controle do

triacilglicerol.

Tabela 3A. Comparacao das diferentes doses de tintura de casca cereja do café

com relacao ao parametro triacilglicerol.

Dose de Casca Cereja Triacilglicerol (mg / dL)
0,5mL 56,33 A
1,0 mL 70,68 A
2,0 mL 64,78 A

Observacao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia.

Tabela 3B. Comparacao das diferentes doses de tintura de fruto verde do café

com relagcao ao parametro triacilglicerol.

Dose de Fruto Verde Triacilglicerol (mg / dL)
0,5mL 75,76 A
1,0 mL 54,69 B
2,0 mL 58,71 B

Observagao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia.
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Tabela 3C. Comparagao das diferentes doses de tintura de fruto cereja do café

com relagao ao parametro triacilglicerol.

Dose de Fruto Cereja Triacilglicerol (mg / dL)
0,5mL 59,47 A
1,0 mL 60,95 A
2,0 mL 57,42 A

Observagao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia.

Na tabela 4, observou-se que todos os tratamentos foram
significativamente eficazes na redugéo da glicose comparado com o grupo de
animais doentes nao tratados. Sendo que o grupo 6 (Aloxano + Fruto verde 0,5
mL) foi o tratamento que mais influenciou na diminuicdo dos niveis glicose,

reduzindo em 49% este parametro.

Tabela 4. Valores médios de glicose em mg/dL de ratos submetidos a diferentes

tratamentos.
Tratamentos Glicose % Variagao em
(mg / dL) relagdo a G1 (grupo
doente nao tratado)
G1 = Aloxano + Ragao 343,37 A -
G2 = Ragao 112,83 B -67
G3 = Aloxano + Casca cereja (0,5 mL) 229,05 B -33
G4 = Aloxano + Casca cereja (1,0 mL) 241,82 B -30
G5 = Aloxano + Casca cereja (2,0 mL) 218,27 B -36
G6 = Aloxano + Fruto verde (0,5 mL) 176,38 B -49
G7 = Aloxano + Fruto verde (1,0 mL) 246,02 B -28
G8 = Aloxano + Fruto verde (2,0 mL) 245,39 B -29
G9 = Aloxano + Fruto cereja (0,5 mL) 228,99 B -33
G10 = Aloxano + Fruto cereja (1,0 mL) 241,54 B -30
G11 = Aloxano + Fruto cereja (2,0 mL) 207,50 B -40

Observagao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de

significancia do grupo doente néo tratado (G1).

Segundo as tabelas 4A e 4C, que representam a comparagao das doses
das tinturas casca cereja e fruto cereja, respectivamente, ndo houve diferenca

entre as trés doses de uma mesma tintura.
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A dose de 0,5 mL da tintura de fruto verde do café (tabela 4B) resultou

em uma redugao significativa da glicose comparado as outras doses.

Tabela 4A. Comparacao das diferentes doses de tintura de casca cereja do café

com relagcao ao parametro glicose.

Dose de Casca Cereja Glicose (mg/ dL)
0,5mL 229,05 A
1,0 mL 241,82 A
2,0mL 218,27 A

Observacao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia.

Tabela 4B. Comparacao das diferentes doses de tintura de fruto verde do café

com relagao ao parametro glicose.

Dose de Fruto Verde Glicose (mg/ dL)
0,5mL 176,38 B
1,0 mL 246,02 A
2,0 mL 245,39 A

Observagao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia.

Tabela 4C. Comparagao das diferentes doses de tintura de fruto cereja do café

com relagao ao parametro glicose.

Dose de Fruto Cereja Glicose (mg/ dL)
0,5mL 228,99 A
1,0 mL 241,54 A
2,0 mL 207,50 A

Observagéo: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia.

Para melhor visualizagdo de todos os parametros, na tabela 5 encontra-
se o resultado dos niveis de colesterol, triacilglicerol e glicose obtidos através
dos tratamentos com tinturas de casca cereja, fruto verde e fruto cereja do café

catuai vermelho.
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Tabela 5. Valores médios de colesterol, triacilglicerol e glicose em mg/dL de ratos submetidos a diferentes tratamentos.

CONTEUDO % VARIACAO CONTEUDO % VARIACAO CONTEUDO % VARIAGAO

Tratamentos COLESTEROL TRIGLICERIDEOS GLICOSE

G1 = Aloxano + Ragao 93,40 A - 104,03 A - 343,37 A -
G2 = Ragéo 103,68 B +11 102,61 A -1 112,83 B -67
G3 = Aloxano + Casca cereja (0,5mL) 96,21 A +3 56,33 B -46 229.05 B -33
G4 = Aloxano + Casca cereja (1,0 mL) 107,77 B +15 70,68 B -32 241,82 B -30
G5 = Aloxano + Casca cereja (2,0 mL) 98,36 A +5 64,78 B -38 218,27 B -36
G6 = Aloxano + Fruto verde (0,5 mL) 107,24 B +15 75,76 B -27 176,38 B -49
G7 = Aloxano + Fruto verde (1,0 mL) 99,06 B +6 54,69 B -47 246,02 B -28
G8 = Aloxano + Fruto verde (2,0 mL) 108,88 B +17 58,71 B -44 24539 B -29
G9 = Aloxano + Fruto cereja (0,5 mL) 88,62 A -5 59,47 B -43 228,99 B -33
G10 = Aloxano + Fruto cereja (1,0 mL) 115,12 B +23 60,95 B -41 241,54 B -30
G11 = Aloxano + Fruto cereja (2,0 mL) 106,15 B +14 57,42 B -45 207,50 B -40

Observacao: Letras iguais nao diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de significancia do grupo doente n&o tratado (G1).
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5.2) Efeito das tinturas preparadas com folha seca e folha verde do café
catuai vermelho em ratos diabéticos.

Na tabela 6, houve uma reducgdo significativa do parédmetro colesterol
apenas no grupo 5, Aloxano + Folha seca (2,0 mL), de 26%. Os grupos 2
(normal), 6 (Aloxano + Folha verde 0,5 mL) e 8 (Aloxano + Folha verde 1,0 mL)
aumentaram significativamente os niveis de colesterol comparado ao grupo dos
animais doentes nao tratados (grupo 1). Porém, do ponto de vista clinico, este
aumento pode ndo ser relevante para o desenvolvimento de uma patologia,

como a hipercolesterolemia.

Tabela 6. Valores médios de colesterol em mg/dL de ratos submetidos a

diferentes tratamentos.

Tratamentos Colesterol % Variagao em
(mg/dL) relacdo a G1 (grupo
doente nao tratado)
G1 = Aloxano + Ragédo 93,40 A -
G2 = Racgao 103,68 B +11
G3 = Aloxano + Folha seca (0,5 mL) 92,87 A -1
G4 = Aloxano + Folha seca (1,0 mL) 92,36 A -1
G5 = Aloxano + Folha seca (2,0 mL) 68,67 B -26
G6 = Aloxano + Folha verde (0,5 mL) 108,34 B +16
G7 = Aloxano + Folha verde (1,0 mL) 114,26 B +22
G8 = Aloxano + Folha verde (2,0 mL) 9291 A -1

Observagéo: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente nao tratado (G1).

Segundo a tabela 6A, a dose de 2,0 mL da tintura de folha seca do café
promoveu uma maior redugao do colesterol sérico comparado com as doses de
0,5 mLe 1,0 mL da mesma tintura, sendo este foi o unico decréscimo
estatisticamente significativo.

A dose de 1,0 mL da tintura de folha verde do café foi a que obteve a
maior concentracdo de colesterol ente as outras doses da mesma tintura e

entre todos os tratamentos, sendo estatisticamente significante.
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Tabela 6A. Comparagao das diferentes doses de tintura de folha seca do café

com relagao ao parametro colesterol.

Dose de Folha Seca Colesterol (mg / dL)
0,5 mL 92,87 A
1,0 mL 92,36 A
2,0mL 68,67 B

Observagao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia.

Tabela 6B. Comparacao das diferentes doses de tintura de folha in natura do

café com relagao ao parametro colesterol.

Dose de Folha Verde Colesterol (mg / dL)
0,5 mL 108,34 A
1,0 mL 114,26 A
2,0 mL 9291 B

Observacao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia.

De acordo com os resultados obtidos na tabela 7, todos os tratamentos
(grupos 3 a 8) reduziram significativamente os niveis de triacilglicerol (30 a
48%), sendo que 0s grupos que obtiveram as maiores redug¢des foram os
grupos 4 (Aloxano + Folha Seca 1,0 mL) e 5 (Aloxano + Folha Seca 2,0 mL),

48% e 46%, respectivamente.

Tabela 7. Valores médios de triacilglicerol em mg/dL de ratos submetidos a
diferentes tratamentos.

Tratamentos Triacilglicerol % Variagao em
(mg/ dL) relagao a G1 (grupo
doente nao tratado)
G1 = Aloxano + Ragéo 104,03 A -
G2 = Ragao 102,62 A -1
G3 = Aloxano + Folha seca (0,5 mL) 73,27 B -30
G4 = Aloxano + Folha seca (1,0 mL) 54,31 B -48
G5 = Aloxano + Folha seca (2,0 mL) 55,73 B -46
G6 = Aloxano + Folha verde (0,5 mL) 63,37 B -39
G7 = Aloxano + Folha verde (1,0 mL) 62,44 B -40
G8 = Aloxano + Folha verde (2,0 mL) 70,73 B -32

Observacao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente néo tratado (G1).
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Na tabela 7A, as doses de 1,0 mL e 2,0 mL da tintura de folha seca do
café foram significativamente menores com relagdo ao parametro triacilglicerol
comparado a dose de 0,5 mL da mesma tintura. Este dado indica que o
tratamento da tintura de folha seca na dose de 1,0 mL e 2,0 mL s&o mais
eficazes para o controle do triacilglicerol.

Comparando as trés doses das tinturas de folha verde, ndo houve
diferencas estatisticas entre elas (tabela 7B).

Tabela 7A. Comparagao das diferentes doses de tintura de folha seca do café

com relagédo ao parametro trialcilglicerol.

Dose de Folha Seca Triacilglicerol (mg / dL)
0,5mL 73,27 A
1,0 mL 54,31 B
2,0 mL 55,73 B

Observacao: Letras iguais nado diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia.

Tabela 7B. Comparacao das diferentes doses de tintura de folha in natura do

café com relagao ao parametro trialcilglicerol.

Dose de Folha in Natura Triacilglicerol (mg / dL)
0,5mL 63,37 A
1,0 mL 62,44 A
2,0 mL 70,73 A

Observacao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia.

Todos os tratamentos (grupos 3 a 8) reduziram significativamente os
niveis de glicose (22 a 47%), segundo a tabela 8, sendo que a maior
porcentagem de reducdo deste parametro, 47%, foi encontrada com o

tratamento com Aloxano + Folha Seca 2,0 mL (grupo 5).
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Tabela 8. Valores médios de glicose em mg/dL de ratos submetidos a diferentes

tratamentos.
Tratamentos Glicose % Variagao em
(mg/dL) relagao a G1 (grupo
doente nao tratado)
G1 = Aloxano + Ragéo 343,37 A -
G2 = Ragao 112,83 B -67
G3 = Aloxano + Folha seca (0,5 mL) 262,82 B -23
G4 = Aloxano + Folha seca (1,0 mL) 234,83 B -32
G5 = Aloxano + Folha seca (2,0 mL) 180,97 B -47
G6 = Aloxano + Folha in natura (0,5 mL) 241,18 B -30
G7 = Aloxano + Folha in natura (1,0 mL) 193,25 B -44
G8 = Aloxano + Folha in natura (2,0 mL) 267,61 B -22

Observagao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente nao tratado (G1).

Na tabela 8A, as doses de 1,0 mL e 2,0 mL da tintura de folha seca do
café foram significativamente menores com relacdo ao parametro glicose
comparado a dose de 0,5 mL da mesma tintura. Este dado indica que o
tratamento da tintura de folha seca na dose de 1,0 mL e 2,0 mL s&o mais
eficazes para o controle do diabetes.

Nao houve diferengas estatisticas com relagdo ao parametro de glicose
entre as doses de 0,5 mL, 1,0 mL e 2,0 mL da tintura de folha verde do café
(tabela 8B).

Tabela 8A. Comparacao das diferentes doses de tintura de folha seca do café

com relagédo ao parametro glicose.

Dose de Folha Seca Glicose (mg/dL)
0,5 mL 262,82 A
1,0 mL 234,83 B
2,0 mL 180,97 B

Observacao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia.
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Tabela 8B. Comparacao das diferentes doses de tintura de folha in natura do
café com relagao ao parametro glicose.

Dose de Folha Verde Glicose (mg/ dL)
0,5mL 241,18 A
1,0 mL 193,25 A
2,0 mL 267,61 A

Observagao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia.

Para melhor visualizacdo de todos os parametros, na tabela 9 encontra-
se o resultado dos niveis de colesterol, triacilglicerol e glicose obtidos através

dos tratamentos com folha seca e folha verde do café catuai vermelho.
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Tabela 9. Valores médios de colesterol, triacilglicerol e glicose em mg/dL de ratos submetidos a diferentes tratamentos.

CONTEUDO % VARIAGAO CONTEUDO % VARIACAO CONTEUDO % VARIACAO

Tratamentos COLESTEROL TRIGLICERIDEOS GLICOSE

G1 = Aloxano + Racao 93,40 A - 104,03 A - 343,37 A -
G2 = Racéo 103,68 B +11 102,61 A -1 112,83 B -67
G3 = Aloxano + Folha seca (0,5 mL) 92,87 A -1 73,27 B -30 262,82 B -23
G4 = Aloxano + Folha seca (1,0 mL) 92,36 A -1 54,31 B -48 234,83 B -32
G5 = Aloxano + Folha seca (2,0 mL) 68,67 B -26 55,73 B -46 180,97 B -47
G6 = Aloxano + Folha verde (0,5 mL) 108,34 B +16 63,37 B -39 241,18 B -30
G7 = Aloxano + Folha verde (1,0 mL) 114,26 B +22 62,44 B -40 193,25 B -44
G8 = Aloxano + Folha verde (2,0 mL) 9291 A -1 70,73 B -32 267,61 B -22

Observacao: Letras iguais nao diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de significancia do grupo doente nao tratado (G1).
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5.3) Efeito das tinturas preparadas com café soluvel.

Os tratamentos com café soluvel aumentaram os niveis de colesterol,
sendo que apenas no grupo 3, Aloxano + Café soluvel (0,5 mL), este resultado
n&o foi estatisticamente significante. Entretanto, o aumento das concentragdes
de colesterol também deve ser avaliado com relagéo ao significado clinico dos
resultados, e estes ndao foram tdo altos ao ponto de desenvolver uma

hipercolesterolemia.

Tabela 10. Valores médios de colesterol em mg/dL de ratos submetidos a

diferentes tratamentos.

Tratamentos Colesterol % Variagao em

(mg/ dL) relagao a G1 (grupo

doente nao tratado)

G1 = Aloxano + Ragéo 93,40 A -

G2 = Ragao 103,68 B +11
G3 = Aloxano + Café soltvel (0,5 mL) 96,92 A +4
G4 = Aloxano + Café solavel (1,0 mL) 105,17 B +13
G5 = Aloxano + Café soltvel (2,0 mL) 115,70 B +24

Observacao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente nao tratado (G1).

Em relacédo ao triacilglicerol, observou que o grupo 3 (Aloxano + Café
soluvel 0,5 mL) reduziu em 51% e o grupo 4 (Aloxano + Café soluvel 1,0 mL)
em 57% o parametro triacilglicerol (tabela 11), sendo estes resultados
estatisticamente significativos. O grupo 5 (Aloxano + Café soluvel 2,0 mL)
promoveu um pequeno aumento nos niveis de triacilglicerol, porém nao foi

significativo.
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Tabela 11. Valores médios de triacilglicerol em mg/dL de ratos submetidos a

diferentes tratamentos.

Tratamentos Triacilglicerol % Variagao em
(mg/dL) relagao a G1 (grupo
doente nao tratado)
G1 = Aloxano + Ragéo 104,03 A -
G2 = Racgao 102,61 A -1
G3 = Aloxano + Café soltvel (0,5 mL) 51,27 B -51
G4 = Aloxano + Café soluvel (1,0 mL) 4522 B -57
G5 = Aloxano + Café soltvel (2,0 mL) 109, 14 A +5

Observagéo: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente néo tratado (G1).

Para o parametro glicose, os grupos 3 (Aloxano + Café soluvel 0,5 mL),
4 (Aloxano + Café soluvel 1,0 mL) e o 5 (Aloxano + Café soluvel 2,0 mL)
apresentaram percentagens de reducéo de 20%, 20% e 24%, respectivamente
(tabela 12). Novamente, observa-se uma tendéncia na diminuigdo dos niveis de
triacilglicerol e de glicose com tinturas de café.

E importante ressaltar que os animais receberam os tratamentos com
café soluvel em diferentes doses sem a adicdo de carboidratos na tintura,

portanto, estariam presentes apenas os carboidratos pertencentes ao café.

Tabela 12. Valores médios de glicose em mg/dL de ratos submetidos a diferentes

tratamentos.
Tratamentos Glicose % Variagao em
(mg/dL) relagao a G1 (grupo
doente nao tratado)
G1 = Aloxano + Ragéo 343,36 A -
G2 = Ragao 112,83 B -67
G3 = Aloxano + Café soltvel (0,5 mL) 276,38 B -20
G4 = Aloxano + Café soluavel (1,0 mL) 275,15 B -20
G5 = Aloxano + Café soltvel (2,0 mL) 260,99 B -24

Observagao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente néo tratado (G1).
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Para melhor visualizagdo de todos os parametros, na tabela 13 encontra-se o resultado dos niveis de colesterol,

triacilglicerol e glicose obtidos através dos tratamentos com café soluvel.

Tabela 13. Valores médios de colesterol, triacilglicerol e glicose em mg/dL de ratos submetidos a diferentes tratamentos.

CONTEUDO % VARIACAO CONTEUDO % VARIACAO CONTEUDO % VARIAGAO

Tratamentos COLESTEROL TRIGLICERIDEOS GLICOSE

Aloxano + Racao 93,40 A - 104,03 A - 343,37 A -
Racao 103,68 B +11 102,61 A -1 112,83 B -67
Aloxano +Café soluvel (0,5 mL) 96,92 A +4 51,27 B -51 276,38 B -20
Aloxano +Café soluvel (1,0 mL) 105,17 B +13 45,22 B -57 275,15 B -20
Aloxano +Café soluvel (2,0 mL) 115,70 B +24 109,14 A +5 260,99 B -24

Observacao: Letras iguais nao diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de significancia do grupo doente nao tratado (G1).
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6) DISCUSSAO

Como visto anteriormente, nos trés ensaios bioldgicos, os niveis de
glicose sanguinea e triacilglicerol, apos 30 dias, foram maiores nos grupos dos
animais diabéticos nao tratados em relagao ao grupo normal. Este resultado ja
era esperado, visto que a droga utilizada para a indugdo do diabetes, o
aloxano, promove o aumento dos niveis de glicose sanguinea em animais
experimentais, como observado em diversos trabalhos (Cavalli et al., 2007;
Lerco et al, 2003; Mazzanti et al., 2003; Oliveira et al., 2002).
Consequientemente, ha uma elevacdo do triacilglicerol, pois o excesso de
glicose pode ser metabolizada no tecido adiposo para a sintese deste
parametro.

Com relacdo ao colesterol, existem controvérsias sobre os efeitos do
café neste parametro. Alguns trabalhos demonstraram que o café pode
influenciar fatores de risco cardiovascular, incluindo colesterol (Thelle et al.,
1983; Urgert e Katan, 1997) e homocisteina séricos (El-Khairy et al., 1999; De
Bree et al., 2002). Além disso, o alto consumo de café é frequentemente
associado ao habito de fumar, baixa atividade fisica e habitos alimentares nao
saudaveis (Puccio et al., 1990).

Varios estudos prospectivos mostram um aumento do risco de doencga
coronariana em pessoas que consomem alta quantidade de café (Klag et al.,
1994), mas outros trabalhos ndo encontraram esta relagdo (Myers e Basinski,
1992; Greenland, 1993; Kawach et al., 1994).

Thelle et al. (1983) demonstraram significativa correlagéo positiva entre
o0 consumo de café e os niveis séricos de colesterol numa populagado do norte
da Noruega composta por 7213 mulheres e 7368 homens com idades entre 20
e 54 anos. A relacdo café-colesterol foi altamente significativa (p <0,0001)
depois de ajustados a idade, o indice de massa corporal (IMC), atividade fisica,
tabagismo e consumo de alcool, sendo que o nivel de colesterol foi de 5.56 +
0.05 mmol/L (média + erro padrdo) em homens que consumiam menos de um
copo de café/dia comparado com 6.23 + 0.03 mmol/Lnaqueles que consumiam
mais de nove copos/dia. Para as mulheres, na mesma base de comparagao, os

valores encontrados foram 5.32 + 0.05 e 5.92 + 0.04 mmol/L respectivamente.
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Resultados semelhantes foram confirmados em diferentes estudos
subsequentes (Aro et al., 1990; van Dusseldorp et al., 1998).

Estudo realizado por Rosengren et al. (2004) encontraram, através de
um estudo prospectivo com mulheres suecas, uma elevagdo da concentracao
de colesterol sérico com o aumento do consumo de café, com uma diferenca
média do menor para o maior consumo da bebida de 0,34 mmol/L. Correlagao
inversa foi encontrada com relagédo as concentragdes de triacilglicerol e glicose,
mostrando que quanto maior o consumo de café, menor os niveis destes
parametros sanguineos. Nao foi encontrado associacédo significativa entre o
consumo de café e a pressao sanguinea.

Weusten-Van Der Wouw et al. (1994) em extenso estudo clinico, usando
fracdes purificadas de cafestol e caveol, misturas de ésteres dos diterpenos e
triacilglicerois purificados do O6leo de café, afirmaram que o cafestol e,
possivelmente, o caveol sdo responsaveis pela elevagao de taxa de colesterol
no organismo humano. O mecanismo desta acdo € desconhecido, porém
acompanhado por alteragbes na fungdo enzimatica do figado, que provocam
aumento da producédo de VLDL, LDL e apoproteina B (De Roos et al., 2001).

Todavia, a forma que a bebida de café é ingerida é fundamental para
que haja esse efeito, uma vez que se filtrada, o cafestol e o caveol ficam
retidos na borra de filtragcdo. Assim, tais consequéncias ficam restritas aos
paises cujos habitantes tém por habito ingerir o0 que se conhece como café
fervido, como na Escandinavia (café a moda escandinava) e aqueles que
consomem o café tipo turco/grego (em finos sobrenadantes), expresso ou
instantaneo. Post et al. (2000) constataram que para cada 10 mg de cafestol
ingeridos por dia ocorre acréscimo do colesterol no soro em 0,13 mmol/L em
modelos animais. Em humanos, aproximadamente 80% deste aumento se
encontra principalmente na forma de LDL colesterol e o restante em VLDL
colesterol (Urgert et al.,1996).

Ratnayake et al., (1993) estabeleceram que na infusdo de café filtrada a
quantidade de lipideos € menor que 7 mg/150 mL, mas aquela preparada por
fervura, nao-filtrada, e o café expresso atingiam niveis de 60-160 mg/150 mL,
indicando que, na primeira, ocorre retengcao dos lipideos pelo filtro de papel.

Lipideos em bebidas feitas com café soluvel, tanto normal quanto
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descafeinado, variaram ligeiramente de uma marca para a outra, na faixa de
1,8 a 6,6 mg/150 mL.

Entretanto, estudos recentes tém demonstrado que mesmo a infuséo de
café filtrado em filtro de papel pode aumentar os niveis de colesterol
(Christensen et al., 2001; Strandhagen et al., 2004), uma vez que a reteng¢ao da
fracao lipidica nao é totalmente eficiente, permitindo que pequena quantidade
da mesma permanega na infusdo, mesmo apds a passagem pelo filtro
(Ratnayake et al., 1995).

Porém, cabe ressaltar que alguns estudos n&o identificam esta
propriedade hipercolesterolémica do café, ou seja, o desenvolvimento de
doengas cardiovasculares ndo se associa ao consumo desta bebida (Beynen,
1996; Mennen et al., 2002). Adicionalmente, o café contém substancias
antioxidantes que diminuem a oxidagdo do LDL, minimizando problemas
cardiovasculares, como o acido clorogénico e o acido cafeico (De Roos et al.,
2001).

Happonen et al. (2004), num estudo realizado com 1971 individuos,
mostraram que o consumo de café em volumes maiores que 800 mL/dia
associa-se ao aumento na incidéncia de doenca cardiovascular, mas, em
contrapartida, o consumo moderado (400-800 mL/dia) confere efeito protetor
para a mesma patologia.

Callahan et al. (1979) estudaram o efeito do consumo de café em
macacos e verificaram que embora a dieta aterogénica consumida pelos
animais induziu o desenvolvimento de estrias gordurosas, o consumo de café
nao modificou a evolugao do processo aterosclerético em relagdo aos animais
que receberam agua.

Num estudo epidemiolégico com 45.589 individuos, Grobbee et al.
(1990) nao encontraram relagdo entre o consumo de café, a cafeina e as
doencas cardiovasculares naqueles que consumiam quatro ou mais xicaras de
café ao dia. Frente a estas divergéncias, Thelle (1995) atribuiu a forma de
preparo da bebida, um dos principais motivos discordantes dos estudos.

Apesar do presente trabalho nao ter utilizado o preparo convencional da
bebida café, pois o objetivo foi avaliar diversas partes da planta do café (Coffea

arabica) no diabetes para o uso em fitoterapia e ndo a bebida em si, foi
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observado que os resultados fortalecem a controvérsia sobre o efeito do café
nas doencgas cardiovasculares.

Como visto anteriormente, a maioria dos tratamentos dos trés ensaios
biolégicos in vivo com tinturas de café de casca cereja, fruto verde, fruto cereja,
folha seca, folha verde e o café torrado soluvel, promoveram um pequeno
aumento significativo, em diferentes propor¢cées, nas concentragdes de
colesterol em ratos diabéticos induzido por aloxano, apesar de, com relagdo ao
significado  clinico, este aumento ndo foi capaz de provocar
hipercolesterolemia. Em contrapartida, o tratamento com folha seca (2,0 mL),
no segundo ensaio biolégico, promoveu uma redugéo (26%) significativa dos
niveis de colesterol. E importante relembrar que, apds o preparo, todas as
tinturas de café foram filtradas em filtro de papel, fato que pode ter contribuido
para a diminuicdo dos dipertenos, cavestol e caveol, nestas tinturas.

Além das fracoes lipidicas, estudos tém relacionado um possivel efeito
hipercolesterolémico decorrente da acao da cafeina presente no café, assim
como a capacidade do mesmo de aumentar os niveis de homocisteina (Chou e
Benowitz, 1994). Estudo sobre os efeitos de beber 1 litro/dia de café n&o-
filtrado, acusou aumento significativo de 10% no nivel de homocisteina no
plasma (Coffee e CVD, 2000). Entretanto, as limitagdes quanto a concordancia
dos resultados sdo as mesmas encontradas para as fragdes lipidicas, de forma
que existem evidéncias positivas e negativas destes compostos sobre as
doengas cardiovasculares, ndo permitindo resultados conclusivos (Doérea e
Costa, 2005; Mursu et al., 2005).

Além das consideragcbes até o momento apresentadas, discute-se o
padrao de resposta das diferentes espécies frente ao consumo de café e/ou de
seus componentes, de forma que ainda ndo se chegou a um modelo animal
ideal no qual se possa estudar o efeito deste grdo nas doencas
cardiovasculares (Beynen, 1996). Em decorréncia do consumo mundialmente
difundido do café, estudos investigando suas propriedades bioldgicas ainda
constituem campo a ser explorado (Mizubuti, 2006).

A respeito da glicose, como visto anteriormente, todos os tratamentos
dos trés ensaios biologicos in vivo com tinturas de café, seja da casca cereja,
fruto verde, fruto cereja, folha seca, folha verde e o café torrado soluvel,

reduziram significativamente, em diferentes proporcoes, este parametro em
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ratos diabéticos induzido por aloxano. Os tratamentos nido foram capazes de
reduzir os niveis de glicose sanguinea ao ponto de levar os animais a
normalidade. Porém, o periodo da intervencao foi apenas de 30 dias, o que
pode nao ter sido suficiente para que os animais atingissem niveis de glicose
semelhantes ao grupo normal. Com relagao ao triacilglicerol, todas as tinturas
de café (com excecao da tintura de café soluvel 2,0 mL no terceiro ensaio
bioldgico) reduziram significativamente este parametro, resultando em valores
abaixo do apresentado pelo grupo normal.

No primeiro ensaio bioldgico in vivo, onde foram utilizados tinturas de
casca cereja, fruto verde e fruto cereja do café nas doses de 0,5 mL, 1,0 mL e
2,0 mL, foi encontrado redugdes das concentragdes de glicose de 28 a 49%,
comparado com os animais doentes, sendo que o maior decréscimo foi obtido
com o tratamento de fruto verde (0,5 mL). Com relagdo aos niveis de
triacilglicerol, as reducdes foram de 27 a 47%, e o tratamento com fruto verde
(1,0 mL) foi o que mais reduziu este parametro.

No segundo ensaio, os tratamentos com folha seca e folha verde
diminuiram os niveis de glicose e triacilglicerol em 22 a 47% e 30 a 48%,
respectivamente. O maior decréscimo dos niveis de glicose, 47%, foi
encontrado com o grupo tratado com folha seca (2,0 mL). Com relagdo ao
parametro triacilglicerol, a maior redugao (48%) foi obtida com o tratamento
com folha seca (1, OmL).

No terceiro ensaio bioldgico, a reducéo dos niveis de glicose foi de 20 a
24%, sendo que esta ultima foi obtida com o tratamento com café soluvel (2,0
mL). Com relagdo aos niveis de triacilglicerol foram encontradas com os
tratamentos decréscimos de 5 a 57%, sendo que o café soluvel 0,5 mL
promoveu 0 maior decréscimo.

A reducdo dos niveis de triacilglicerol pode ser explicada pelo
metabolismo normal de um individuo, onde parte da glicose € metabolizada
para o tecido adiposo e, sobre a influéncia da insulina, para a sintese de
triacilglicerol. Portanto, havendo uma redugao de glicose, possivelmente, as
concentragdes de triacilglicerol também decrescem.

Estes resultados indicam que substancias presentes no café podem ser
uteis no tratamento e na prevencao do diabetes e sdo coerentes com varios

trabalhos que analisaram a associagao do café com o DM2.
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Diversas pesquisas sugerem que o alto consumo de café pode reduzir o
risco do tipo mais comum do diabetes, o tipo 2 (Van Dam, 2006). Em vista do
numero crescente de pessoas afetadas por esta patologia, estas constatagdes
sdo extremamente relevantes.

Estudo realizado na Finlandia (Tuomilehto et al., 2004), envolvendo mais
de 14.000 pessoas, reportou que o alto consumo de café pode reduzir o risco
de DM2. Como a Finlandia tem o indice mais alto de consumo de café do
mundo, foi possivel determinar o risco de diabetes com altos niveis de
consumo. Neste trabalho, pessoas que tomavam grandes quantidades de café,
isto é, dez ou mais xicaras por dia, tiveram menos probabilidade de desnvolver
esta patologia. Um consumo de tal magnitude reduziu o risco em 79% no caso
das mulheres e em 55% no caso dos homens em desenvolver o DM2. A
constatacdo também foi positiva para as pessoas que tomavam quantidades
moderadas, trés a quatro xicaras por dia, para quem o risco de diabetes foi
29% menor nas mulheres e 27% nos homens.

Resultados de um estudo de coorte holandés sobre o consumo de café e
o risco de DM2 encontraram que os participantes que consumiam 7 ou mais
xicaras de café por dia tiveram 0,50 vezes (95% de intervalo de confianga)
menos chance de desenvolver DM2 comparado com 0s que consumiam 2 ou
menos xicaras de café por dia (van Dam, 2002).

Rosengren et al. (2004), demonstraram em um estudo prospectivo que o
risco de desenvolvimento de diabetes foi 475 por 100.000 pessoas por ano nas
mulheres que consumiam 0 - 2 xicaras de café por dia, 271 para aquelas cujo
consumo era de 3 - 4 xicaras, 202 para o consumo de 5 - 6 xicaras e 267 para
as que consumiam mais que 7 xicaras. Os niveis de triglicerideos foram
maiores nas mulheres que consumiam menos que 2 xicaras de café por dia.
Nao houve associacao significativa entre o consumo de café e a pressao
sanguinea. Posteriores ajustes para fumo, baixa atividade fisica, escolaridade e
indice de massa corporal nao alteraram estes resultados.

Possivelmente, a redugao dos niveis de glicose pode ser atribuida as
substancias presentes no café, como o acido clorogénico (ACL), trigonelina,
cafeina, lignina e minerais.

Pesquisas realizadas por Shearen et al. (2003) tem demonstrado que o

acido clorogénico pode afetar o metabolismo de glicose em animais e em
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humanos. A alta ingestdo de acido quinico, produto do acido clorogénico
formado apo6s torrefacdo do café, também pode ser capaz em aumentar a
sensibilidade a insulina em ratos.

Varios mecanismos tém sido propostos para explicar os efeitos
benéficos do ACL no metabolismo da glicose. Primeiro, o ACL pode diminuir a
absorcao da glicose no intestino por inibir a glicose-6-fosfato traanslocase 1,
reduzir o gradiente de sodio e aumentar os niveis de GLP-1 (van Dam, 2006).
O GLP-1, horménio da classe das incretinas, estimula a sintese e a secrecao
de insulina dependente da glicemia; inibe a secregao de glucagon, promove o
retardamento do esvaziamento gastrico e diminui o apetite (Revista Brasileira
de Medicina, 2007).

Segundo, estudos in vitro (Arion et al., 1997) e com animais (Herling et
al., 1999) com ACL mostraram que este composto pode também inibir a
producdo hepatica de glicose por inibir a glicose-6-fosfatase. Terceiro
mecanismo seria relacionado ao fato do ACL possuir uma agao antioxidante.
Trabalhos in vitro com café na dieta de populagdes da Europa e Noruega
indicaram que o ACL foi o componente responsavel pela agcao antioxidante da
bebida (Svilaas et al., 2004; Pulido et al., 2003). Quarto mecanismo, o ACL
pode atuar como um quelador de metais, mudando a composig¢ao corporal dos
tecidos moles de ratos, podendo aumentar a composigédo de magnésio (Mg) no
figado. (Rodriguez e HadLey, 2002). A alta ingestdo de Mg foi associada com
menor risco de DM2 em varios estudos de coorte (Lopez-Ridaura et al., 2004),
e doses farmacolégicas foram associadas com uma melhor sensibilidade a
insulina em outros estudos de intervengdo. O Mg é cofator de varias enzimas
envolvidas nos processos de fosforilagdo, que s&o essenciais para o
metabolismo da glicose (Lopez-Ridaura et al., 2004). Entretanto, a ingestao
regular de Mg nao explicou a associacao do consumo de café com a tolerancia
a glicose e menor risco de DM2 (Salazar-Martinez et al., 2004; van Dam et al.,
2004). Finalmente, o ACL pode inibir a formagdo de compostos N-nitroso no
trato gastrintestinal, compostos que parecem favorecer o aparecimento do DM2
por possuirem toxicidade as células beta do pancreas (van Dam, 2002).

Trabalhos, por curtos periodos, sobre os efeitos da cafeina no DM em
reduzir a sensibilidade a insulina tém sido relatados por varios pesquisadores
(Greer et al., 2001; Bhathena et al., 2002; Keijzers et al., 2002). Segundo estes
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autores, este efeito pode ser atribuido ao fato da cafeina aumentar a sintese de
epinefrina, neurotransmissor que estimula a secregdo de insulina, a
glicogendlise e a mobilizagdo de acidos graxos (Graham et al., 1998). Porém, o
estimulo da cafeina no aumento dos niveis de epinefrina pode diminuir apos
ingestdo continua, € a chamada sensibilidade a cafeina (Robinsson et al.,
2004).

Outro mecanismo sugerido, baseados em estudos com animais, sobre
os efeitos da cafeina no metabolismo da glicose, seria através do aumento da
expressao de proteinas ndo acopladas e da oxidagao lipidica por esta
metilxantina (Yoshioka et al., 2002). Entretanto, existem muitas controvérsias
sobre os efeitos da cafeina no DM. Entre estas esta o fato de que o consumo
de café descafeinado, em menores proporcdes, também foi associado com o
menor risco de DM2 em estudos de coorte, indicando que a associagao inversa
do consumo de café e o risco de DM2 podem nao ser explicados apenas pela
cafeina (Salazar-Martinez et al., 2004; Greenberg et al., 2005).

Em adicdo, pesquisas, através de estudos experimentais, tém
demonstrado que a cafeina nédo exerce efeito protetor aparente sobre o DM.
Alguns autores encontraram um aumento na concentracdo de glicose poés
prandial em animais apds ingestao de cafeina (Lane et al., 2002; Robinsson et
al., 2004). Também é necessario considerar os efeitos deletérios da cafeina,
apesar de também existirem controvérsias. Trabalhos tém demonstrado que a
cafeina, em excesso, pode aumentar a pressao sanguinea em torno de 4/3
mmHg (James, 1997), ocasionar alguns sintomas como irritabilidade, agitacao,
ansiedade, dor de cabeca, insGnia, aumento na produg&o do suco gastrico, e
taquicardia (Katzung, 2006), sendo que seus efeitos sdo doses dependentes.

Assim, o consumo de café descafeinado seria uma estratégia
interessante, visto que pode promover efeitos benéficos na redugao do risco de
DM2 sem os efeitos deletérios da cafeina.

O café também contém quantidades substanciais de varias ligninas.
Estas podem afetar o metabolismo de glicose através das suas acgdes
antioxidantes e antiestrogénica (Bhathena e Velasquez, 2002).

O consumo de café também tem sido associado com menores niveis da
y-glutamiltransferase e outras enzimas hepaticas que favorecem o

desenvolvimento do diabetes (La Vecchia, 2005; Lee et al., 2004).
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Outro mecanismo do efeito do café no DM2 foi proposto por Atanasov et
al., (2006). Estes autores sugerem que parte dos efeitos do café, tanto o
cafeinado como o descafeinado, € devido a inibicdo da 11B-HSD1, enzima
responsavel pela conversdo do cortisona a cortisol. No metabolismo animal, o
nivel de cortisol aumenta consideravelmente pela manha, e o seu excesso
pode favorecer o desenvolvimento do DM2 e da sindrome metabdlica
(Rosmond, 2005 e Asensio et al., 2004). O cortisol, assim como o glucagon,
age como um antagonista fisiolégico da insulina, promovendo a quebra de
moléculas de carboidratos, lipideos e proteinas, mobilizando, desta maneira, as
reservas energeéticas. Isto aumenta a glicemia e a produgao de glicogénio pelo
figado. Adicionalmente, o cortisol aumenta a pressdo sanguinea, inibe doengas
auto-imunes e a formagéao 6ssea (http://pt.wikipedia.org).

E importante ressaltar que os constituintes do café podem variar
dependendo da parte da planta que é utilizada e pelo processo de torrefacao
do grao. Muitas substancias sdo formadas e degradadas durante o processo de
torrefacao do café e que nao estado presentes no café in natura.

Dependendo da temperatura final de torrefacdo do café, que pode
alcancgar 230 °C, ocorre decréscimo de algumas substancias candidatas a
serem responsaveis pelo efeito hipoglicemiante do café, como a trigonelina e o
acido clorogénico. E, apesar de termicamente estavel, também pode ocorrer
pequenos decréscimos de cafeina. A trigonelina é parcialmente degradada no
processo de torrefagdo do café e ocorre a decomposi¢ao do acido clorogénico
com formacao do aroma volatil, material polimérico (melanoidina) e CO, (Maier,
1985; Viani, 1986; Plctet, 1987).

Assim, os efeitos benéficos da planta café podem ser superiores ao da
bebida no tratemtno e prevengdao do diabetes, visto que esta ultima é

submetida ao processo de torrefagao.
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7) CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que as
tinturas do café (Coffea arabica), casca cereja, fruto verde, fruto cereja, folha
seca, folha verde e o café torrado soluvel, possuem efeito hipoglicemiante em
ratos diabéticos induzido por aloxano, e provavelmente desenvolve efeito
semelhante em humanos. Estes dados sustentam a hipotese que o café esta
associado com um menor risco de diabetes.

A maioria dos tratamentos promoveu um pequeno aumento nos niveis
de colesterol, no entanto, do ponto de vista clinico, estes ndo foram capazes de
causar hipercolesterolemia. Em contrapartida, o tratamento com folha seca (2,0
mL) no segundo ensaio biolégico promoveu uma redugéo significativa de 26%
dos niveis de colesterol. Estes resultados fortalecem a controvérsia sobre o
efeito do café nas doencas cardiovasculares.

Os beneficios das tinturas de café utilizadas neste trabalho nos niveis de
glicose e triacilglicerol se sobrepdem ao possivel efeito negativo sobre o
parametro colesterol, indicando que estas tinturas podem ser promissoras para
o tratamento do diabetes. Porém, € importante que seja analisado a
composicao quimica destas tinturas para faciltar a compreensdo dos
mecanismos do café no metabolismo de glicose. Em adigdo, trabalhos de
intervencdo por periodos maiores e ensaios biolégicos de toxicologia sao
necessarios para garantir a seguranca e reforgcar os dados encontrados neste

trabalho.
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CAPITULO 2

FLAVONOIDE HESPERIDINA E TINTURAS DE CAFE EM COELHOS COM
OSTEOPOROSE INDUZIDA POR GLICOCORTICOIDE.
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1) INTRODUGAO

A osteoporose € definida como uma doenga caracterizada por baixa
massa 0ssea e deteriorizagcao da microarquitetura do tecido 6sseo, causando
fragilidade éssea e aumento no risco de fraturas (Organizacdo Mundial da
Saude, 1994). Esta patologia se desenvolve como decorréncia de uma
desordem do processo de remodelacdo Ossea, que € essencial para a
manutencgao da integridade do esqueleto (NIH, 1995).

O pico de massa 6ssea € atingido logo apds o término do crescimento
linear do individuo, o qual é geneticamente determinado, porém os fatores
ambientais também influenciam a massa 6ssea final do individuo (Radominski
et al., 2002). Apds atingir o pico de massa 6ssea, os individuos iniciam uma
perda que varia de 0,3% a 0,5% de sua massa 6ssea a cada ano. Mulheres na
pOs-menopausa apresentam uma diminuigdo acelerada da massa 0ssea apos
a ultima menstruagao, a qual pode ser até 10 vezes maior do que a observada
no periodo da pré-menopausa, sendo que nos primeiros 5 a 10 anos que
seguem a ultima menstruacédo essa perda pode ser de 2% a 4% ao ano para
0sso trabecular e de 1% ao ano para osso cortical (Riggs e Melton, 1995).

Nos Estados Unidos observou-se que uma em cada quatro mulheres e
um em cada dez homens acima de cinqlienta anos de idade apresentam
osteoporose e 1,5 milhdo de pessoas por ano sofrem por fraturas
osteoporéticas (WHO, 1994). Atualmente ja sdo 10 milhdes de americanos
com osteoporose e outros 18 milhdes apresentam uma perda de massa ossea
(NIH, 2001). No Brasil esta patologia atinge 25 a 30% das mulheres brancas
durante a pés-menopausa e 40 a 60% dos individuos com mais de 60 anos de
idade (Carneiro, 2001).

Os fatores de risco para baixa massa 6ssea incluem o sexo feminino, a
idade, deficiéncia estrogénica, raga branca ou asiatica, baixo peso e baixo
indice de massa corporal, histéria familiar de osteoporose, tabagismo,
sedentarismo, baixo consumo de calcio, excesso de cafeina, uso de
determinados farmacos e historia prévia de fratura (Cummings et al., 1995).

Os flavondides, metabdlitos secundarios de plantas, tém sido

investigados no tratamento da osteoporose. Evidéncias indicam que os
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flavondides se ligam a receptores B do estrogénio, estimulando in vitro a
sintese protéica de células osteoplasticas (Moreira, 2004).

Em contrapartida, varios estudos sugerem que o consumo de café é
associado com um aumento significativo do risco de fratura, osteoporose e
doenca periodontal. A hipétese para explicar esta associagao esta centrada no
conteudo de cafeina do café. Porém, os efeitos deletérios da cafeina sdao bem
contraditorios (Sakamoto et al. ,2001).

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do flavondide citrico
hesperidina e de diferentes tinturas de café em coelhos com osteoporose

induzida por glicocorticéide.

2) REVISAO DE LITERATURA

2.1) TECIDO OSSEO

O osso € um tipo de tecido conjuntivo, sendo um dos poucos que se
mineralizam (Cotran et al., 2000). Além do seu papel estrutural primario, o osso
desempenha varias fungbes importantes, ele protege os tecidos delicados,
fornece um meio de sustentagao para as articulagdes e atua como reservatoério
de ions como calcio, fosfato, sodio e magnésio (Smith ef al., 1988).

Existem dois tipos de osso: trabecular e cortical. O osso trabecular esta
presente principalmente nas vértebras, cranio, pélvis e porcao ultradistal do
radio; ja o osso cortical predomina nos ossos longos, colo femoral e radio
distal. O osso trabecular apresenta um maior metabolismo, sendo, portanto,
mais susceptivel as alteracbes da massa 6ssea (Vandersluis et al., 2001;
Cassidy, 1999).

O tecido 6sseo € composto por uma matriz inorganica e outra organica.
A matriz inorgénica é composta basicamente por calcio e fosfato formando os
cristais de hidroxiapatita, cuja férmula é Ca1o(PO4)s(OH),. lons magnésio, sédio,
potassio e carbonato também estdo conjugados a estes cristais (Guyton e Hall,
1997). Cerca de 90% da matriz orgénica do osso é composta por fibras
colagenas e os 10% restantes compreendem proteoglicanos de baixo peso
molecular e proteinas ndo colagenosas (Vargas et al., 1997). As fibras de

colageno na matriz 6ssea sao do tipo |, encontrado também no tendao e na
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pele. Sao estas fibras que conferem ao osso sua poderosa forga ténsil. Embora
a estrutura primaria do colageno do 0sso seja essencialmente idéntica a da
pele ou tenddo, possui propriedades que lhe sdo peculiares. Por exemplo, o
colageno do osso tem maior grau de forca mecanica, sendo mais denso e
menos soluvel (Smith et al., 1988). Entre as proteinas ndo colagenosas estao a
osteocalcina, especifica do tecido 6sseo e sintetizadas pelos osteoblastos, a
osteopontina, uma sialoproteina envolvida na mediagdo da aderéncia celular e
a osteonectina (Einhorn, 1995).

O tecido 6sseo contém trés tipos de células, os osteoblastos, os
ostedcitos e os osteoclastos. Os osteoblastos sdo células com intensa
capacidade secretora, responsaveis pela producdo de cadeias protéicas
precursores de colageno. Também secretam fatores de crescimento locais sob
influéncia do horménio de crescimento e fosfatase alcalina dssea. Os
ostedcitos sao considerados células de “repouso”, podendo ser estimulados a
exercer atividade de formacdo ou reabsor¢cdao Ossea. (Motta, 2003). Os
osteoclastos sdo células grandes e multinucleadas relacionadas com a
reabsorcao Ossea. Juntas, estas células participam do processo continuo de
remodelagado 6ssea (Smith et al., 1988).

O tecido 0sseo esta sujeito a fraturas quando sua resisténcia sofre
colapso frente a uma forgca maior. As fraturas sdo passiveis de acontecer em
qualquer pessoa, entretanto existem situagdes patoldogicas em que esta
fragilidade esta aumentada, como ocorre na osteoporose, na osteomalacia, no
hiperparatiroidismo, na osteogénese imperfeita, entre outras. Dentre estas, é a
osteoporose a de maior prevaléncia na populacdo mundial e, portanto, a que

recebe maior atenc&o na literatura cientifica (Saraiva e Lazaretti-Castro, 2002).

2.2) REMODELAGAO OSSEA

O esqueleto adulto ndo é uma estrutura inativa como a primeira vista
pode parecer. Ele sofre um continuo processo de remodelagem no qual a
reabsor¢cao esta acoplada a formacgdo Ossea. A remodelagdo d6ssea € um
fenbmeno que nos acompanha ao longo da vida, sendo fundamental para
renovacao do esqueleto e preservacdo de sua qualidade. Neste processo, a

reabsor¢ao € seguida da formagdo éssea em ciclos constantes orquestrados
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pelas células do tecido ésseo. Em situagbes fisioldgicas os processos de
reabsor¢cao e formacdo o6ssea sdo fendmenos acoplados e dependentes. O
predominio de um sobre o outro resulta em ganho ou perda de massa Ossea
(Hanley, 2000).

A remodelagao 6ssea ocorre em pequenas unidades de células, que sao
observadas em varios sitios das superficies 6sseas (Silva, 2006). Em cada
unidade de remodelagcdo 6ssea ocorre uma sequéncia determinada de eventos.
Compreende etapas sucessivas de repouso, ativacdo, reabsorcao, fase
reversa, formacao (sintese de matriz e sua mineralizagéo), com retorno a fase
de repouso para iniciar novo ciclo apés determinado estimulo, figura 1 (Parfitt,
1984).

Um estimulo inicial ativa o ciclo de remodelacdo. Os osteoclastos
promovem erosao ossea formando uma cavidade, ao longo de duas ou trés
semanas, conhecidas no osso trabecular como uma lacuna de Howship,
reabsorvendo um volume de osso aparentemente predeterminado. Tendo
completado a tarefa, essas células multinucleadas desaparecem, sendo o seu
destino incerto. Sao substituidos pelos osteoblastos que depositam células
ostedides, reabastecendo a cavidade formada. A mineralizagdao do ostedide,
que se inicia cinco a dez dias mais tarde, completa o processo de reparo
(Parfitt, 1984).

Muitos dos fatores que controlam a reabsor¢cdo Ossea ndo sdo bem
compreendidos. A ativacdo € um processo que parece ser controlado por
fatores locais (bioquimicos e fisicos) e sistémicos, como hormoénio
paratiredideo, 1,25 diidroxivitamina D, calcitonina e horménios sexuais
(Fernandes et al., 1996).

As células que participam da remodelagdo Ossea possuem origens
distintas. Os osteoblastos, sistema de células fixas, derivam da linhagem das
células de revestimento (células da matriz mesenquimal — fibroblastos e
osteoblastos), enquanto os osteoclastos, sistema de células méveis, provém de
unidades formadoras comuns de granulécitos e macrofagos da medula 6ssea
denominadas de UFC-GM (linhagem linfocito-mondcito-macréfago-
osteoclasto). Assim, pode-se dizer que o processo de formagao Ossea é
formado por células préprias do tecido 6sseo, que preenchem a lacuna de

reabsor¢ao com a sintese de matriz colagenosa. Ja a reabsorgdo Ossea €
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formada por células que ndo sao proprias do tecido 6sseo. Sao células de
linhagem sanglinea que sao atraidas a superficie 6ssea para dar inicio ao
processo reabsortivo. Estes dados sugerem que a hematopoiese e a
osteoclastogénese podem estar sobre as mesmas influéncias, sofrendo
interferéncia de substancias localmente produzidas, como as citocinas. Estas
possibilitam o recrutamento das células progenitoras e a ativagao ou depressao
do processo de remodelagdo, tanto em relagdo a formagdo quanto a
reabsorcao 6ssea. Existe uma lista de substancias referidas como citocinas.
Entre essas, relacionam-se as interleucinas 1, 3 e 6 (IL-1, IL-3, IL-6), as
prostaglandinas, o fatores de crescimento "insulin-like" (IGF), o fator de
necrose tumoral (TNF), o fator-b de transformacédo de crescimento, entre outras
(Fernandes et al., 1996).

Figura 1. Processo de remodelacio 6ssea (http://www.cortrel.com.br)

2.3) OSTEOPOROSE

Com o aumento da expectativa de vida da populacdo, as doencgas
cronicas nao transmissiveis destacam-se como fator limitante de sua

qualidade. Dentre essas doencas, a osteoporose, com sua elevada frequéncia,
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tém fundamental importancia em saude publica (Hillard e Stevenson, 1991;
Jerome, 1999).

A osteoporose € definida como uma doenga esquelética sistémica
caracterizada por baixa massa Ossea e deterioracdo da microarquitetura do
tecido 6sseo, com subsequente aumento na fragilidade esquelética e maior
susceptibilidade a fraturas (Organizagdo Mundial da Saude, 1994). Esta
patologia é classificada como primaria ou secundaria, sendo que a osteoporose
primaria pode ser do tipo |, relacionada com a deficiéncia de estrégenos no
periodo pds-menopausa, ou tipo |l ou senil, que envolve a perda déssea em
decorréncia do processo de envelhecimento. A osteoporose secundaria esta
associada a processos inflamatorios, alteragdes enddcrinas, patologias e uso
de determinadas drogas (Motta, 2003).

A osteoporose é clinicamente relevante, uma vez que uma fratura tenha
ocorrido. A fratura de quadril causa incapacidade funcional e inatividade,
enquanto fraturas vertebrais reduzem as capacidades pulmonar, cardiaca,
gastrica e vesical (Galsworthy e Wilson , 1996). Ademais, pacientes com
osteoporose tém sequelas psicolégicas, como ansiedade, depresséao, perda de
auto-estima e até isolamento social (Dixon, 1992).

Nos Estados Unidos, a prevaléncia da osteoporose entre mulheres
brancas na faixa dos 50 anos é de 5 a 10%; aos 80 anos, 70% da populacao
feminina é atingida (Seeman, 1997). A incidéncia de fraturas ésseas de quadril
em decorréncia da osteoporose cresce em propor¢gdes geomeétricas e sao as
que impdem maior morbidade e mortalidade (Dourador, 1999).

No Brasil, em virtude do alto custo, ainda dispomos de escassos dados e
informagdes sobre a ocorréncia de fraturas osteoporéticas (Bandeira e
Carvalho, 2007). Estudos realizados em servigo de densitometria éssea na
cidade de Recife (Torres et al. , 1998; Bandeira et al, 2002), identificaram uma
elevada prevaléncia de osteoporose em mulheres acima de 50 anos. Na
avaliagao de mais de 1.400 pacientes, a prevaléncia foi de 40% de acordo com
os critérios da OMS. Bandeira e Carvalho (2002), avaliaram 627 mulheres com
idade acima de 50 anos. A prevaléncia de osteoporose foi de 28,8% na coluna
lombar e de 18,8% no colo do fémur. Esta foi maior nas pacientes que
apresentaram historia de fraturas quando jovens. Considerando-se os diversos

grupos etarios, a prevaléncia de fraturas vertebrais foi de 20% entre 50 e 59
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anos, 25,6% entre 60 e 69 anos, 58,3% entre 70 e 79 anos, e 81,8% entre 80 e

89 anos.

2.4) FATORES DE RISCO PARA OSTEOPOROSE

O risco de osteoporose depende tanto da massa Ossea maxima
alcangada nos anos da idade adulta jovem quanto do indice de perda da
massa 0ssea nas épocas posteriores. O pico de massa Ossea geralmente &
alcancado até os 30 anos e o estilo de vida € um importante determinante da
probabilidade de desenvolver posteriormente uma osteoporose (Hallberg et
al.,1992).

Dentre os fatores de risco para a osteoporose a idade exerce um efeito
marcante (Riggs e Melton, 1986). Além da idade, o sexo e a raga estdo entre
os principais determinantes da massa 6ssea e do risco de fraturas. Mulheres
sao mais suscetiveis a osteoporose do que homens, pois apresentam uma
diminuicdo dos niveis de estrogenos na pos-menopausa € por possuirem uma
menor densidade mineral 6ssea que os homens. Individuos da raga negra
possuem maior pico de massa 0ssea e, portanto, sdo menos predispostos a
apresentarem osteoporose que brancos e asiaticos (Radominsk et al., 2002).

Sabe-se que o fator genético € um agente importante na predisposi¢cao a
osteoporose. Khoury (1998), através de meta-analise, encontrou evidéncias
fortes sugerindo que a interagdo entre genes e ambiente desempenha um
papel na densidade mineral 6ssea. Em dezembro de 1997 foram listados no
Online Mendelian Inheritance in Men (OMIM) 67 genes associados com a
osteoporose, incluindo a Vitamin D receptor gene (VDR). No entanto, ndo esta
claro como eles interagem com o calcio (Khoury 1998). Revisao realizada por
Zmuda et al. (2000) aponta a relacao entre o fator genético e a osteoporose.
Assim, a Vitamina D regula a homeostase do calcio e a mineralizagdo 6ssea e
sua acao € mediada através do VDR gene localizado no cromossoma 12q , o
qual tem variantes alélicas conhecidas. O VDR pertence a familia de
receptores de hormoénios tiredides e esterdides e medeia os efeitos da 1,25
dihidroxivitamina D [1,25(0OH)2D] na expressdo génica. Os autores ainda
revelaram que ha indicios de associagao entre a perda 6ssea em mulheres na

pos-menopausa € 0 VDR gene. O componente hereditario € um fator dificil de
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ser analisado, mas a historia familiar de osteoporose pode ser considerada um
indicador adequado para sua avaliagao.

Fatores ambientais como habitos nutricionais, sedentarismo e
tabagismo, excesso de cafeina, além de algumas patologias e do uso
prolongado de determinados medicamentos, como os corticoides, também
estdo associados a reducdo da massa oOssea (Holm et al., 2002; Brown e
Josse, 2002).

O quadro (1) abaixo mostra os principais fatores de riscos reconhecidos

para a osteoporose.

Quadro 1. Fatores de risco para a osteoporose.

Fatores de risco para osteoporose

Potencialmente modificaveis

Nao modificaveis

Tabagismo

Baixo peso corporal (<57,8KQ)

Hipoestrogenismo devido a:
* Menopausa precoce (< 45a)
* Ovariectomia bilateral

* Amenorréia prolongada na
pré-menopausa

Baixa ingestao de calcio

Uso de glicocorticoides
(prednisona >7,5mg/dia > 3 m)
ou hipercorticolismo enddégeno

Alcoolismo

Cafeina em excesso
Disturbios da viséao

Queda recorrente
Atividade fisica inadequada

Saude comprometida

Histéria de fratura apés 40
anos

Idade avancada

Historia de fraturas de colo do
fémur, punho ou vértebra (1°
grau)

Brancas ou asiaticas

Sexo feminino

Deméncia com risco de quedas

Ma saude geral

Adaptado de Yuen et al., 2000.
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2.5) PREVENGAO E TRATAMENTO DA OSTEOPOROSE

A prevencao € a forma mais importante para evitar o aparecimento da
osteoporose. Esta se baseia em maximizar o pico de massa éssea e reduzir a
perda 6ssea associada a pos-menopausa e a idade. As medidas de prevencao
consistem em: ingestao adequada de calcio e outros micronutrientes, pratica de
exercicios fisicos regulares, evitar o tabagismo, o excesso de alcool e cafeina,
terapia de reposicdo hormonal na pds-menopausa, ou quando houver contra-
indicagbes a esta terapia, usar outras opgdes terapéuticas (Coronho et al.,
2001).

O tratamento da osteoporose estabelecida tem como objetivo proteger o
patriménio 6sseo residual e se possivel aumentar a sua massa ossea, visando
melhorar a qualidade e resisténcia 6ssea e minimizar dessa forma o risco de
novas fraturas, que é elevado nessas circunstancias. Ao lado da preservacao
da massa 6ssea, programas de fisioterapia reabilitadora, visando a melhoria da
qualidade de vida no periodo pos-fratura sdo aconselhaveis (Fernandes, 1996).

Os farmacos usados no tratamento da osteoporose sao classificados
como agentes anti-reabsortivos ou agentes estimulantes da formagao éssea.
Os medicamentos anti-reabsortivas, que reduzem a atividade osteoclastica,
sdo o0s mais utilizados na osteoporose, incluem o calcio,
estrogénios/progestogénios, calcitonina, bifosfonatos, vitamina D (secundario a
absorcdo de calcio) e os diuréticos tiazidicos (Russo, 2001). Os agentes
estimulantes da formacéo 6éssea compreendem o fluoreto de sddio, esterdides
anabdlicos, PTH, possivelmente 1,25 (OH)2 vitamina D e exercicios fisicos
(Fernandes, 1996).

Apds a menopausa, 0s ovarios tornam-se inativos e ocorre minima ou
nenhuma liberagdo de estrogénio, coincidindo com a redugdo da absorgao de
calcio pelo intestino e maior eliminagcado deste mineral pelos rins, devido a baixa
producdo de calcitonina, hormdnio que inibe a desmineralizagdo 6ssea (Ulrich
et al.,1996; Nieves et al., 1998). Adicionalmente, alguns trabalhos mostram que
a ingestdo de calcio em mulheres na pds-menopausa esta aquém dos
requerimentos nutricionais exigidos nesse periodo (Lannzillotti et al., 2003),
que é cerca de 1.000 mg diarios (Dietary Reference Intake, DRI, 2000). Assim,
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ocorre uma maior mobilizagdo do calcio do tecido 6sseo para manter as
concentragcdes deste mineral no sangue.

O célcio deve fazer parte de qualquer esquema preventivo ou
terapéutico que se faca para a osteoporose. Nao se tem no entanto dados
conclusivos sobre as necessidades reais de calcio e sua eficacia na prevencao
da perda éssea peri e pds-menopausica, visto que esta pode ser influenciada
por varios fatores, em particular pelo hipoestrogenismo, seu principal
determinante (Lannzillotti et al., 2003).

Na osteoporose do tipo senil, ocorre redugcdo da vitamina D e da
absorgao de calcio, possivelmente devido a diminuicdo da capacidade da pele
e do rim para sintetizar e hidroxilar a forma ativa da vitamina D. Ha também um
decréscimo de absorcdo intestinal da vitamina D de fontes alimentares em
individuos idosos. Atualmente, reconhece-se a necessidade de adicionar-se
vitamina D a suplementacao de calcio em individuos acima dos 70 anos de
idade, havendo experiéncias comprovadas de aumento de densidade éssea e
reducdo de fraturas com essa associagao nessa faixa etaria. As doses de 600-
800 Ul/dia tém mostrado melhora no balancgo de calcio e redugao nas taxas de
fratura em individuos idosos (NIH Consensus Development Panel on Optimal
Calcium Intake, Optimal calcium intake, 1994).

As necessidades de calcio possuem variagdes individuais e com a idade.
O estado hormonal, a condigao fisioldgica, os constituintes da dieta e farmacos,
além dos fatores genéticos, também influenciam nos requerimentos de calcio,
fazendo com que algumas pessoas necessitem de especial atencdo com

relacdo a ingestdo do mineral (quadro 2).
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Quadro 2. Recomendagdes diarias para calcio segundo faixa etaria e condigcéo

fisiologica.
Idade *DRI (mg/dia)

Bebés 0 a 6 meses 210
7 a 12 meses 270
Criangas 1 a 3 anos 500
4 a 8 anos 800
Homens 9 a 18 anos 1300
19 a 50 anos 1000
> 51 anos 1200
Mulheres 9 a 18 anos 1300
19 a 50 anos 1000
> 51 anos 1200
Gravidas até 18 anos 1300
19 a 50 anos 1000
Lactantes até 18 anos 1300
19 a 50 anos 1000

* Ingestao diaria recomendada (Dietary Reference Intake, DRI, 2000).

Fonte: Food and Nutrition Information Center. Dietary Reference Intakes: Elements.
Disponivel em: http://www.iom.edu/Object.File/Master/7/294/0.pdf. Acesso em
27/09/07.

O Instituto Nacional de Saude Norte-Americano, em uma reunido de
especialistas (NIH Consensus Development Panel on Optimal Calcium Intake,
Optimal calcium intake, 1994) estabeleceu, com base nas informacdes
disponiveis, a ingestdo diaria de calcio para mulheres em diferentes situagdes
(Quadro 3).
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Quadro 3. Ingestao diaria recomendada de célcio (em mg/dia) para mulheres

em diferentes situagdes.

Periodos Calcio (mg/dia)
Entre 25 e 50 anos 1.000
Gravidas ou lactantes 1.200-1.500
Na pds-menopausa (com TRH) 1.000

Na pds-menopausa (sem TRH) 1.500
Acima dos 65 anos* 1.500

*necessidades estimadas também para homens (futuras pesquisas sdo necessarias
para este grupo etario). Modificado do National Institutes of Health Consensus

Development Conference on Optimal Calcium Intake, 1994.

Os alimentos fontes de calcio séo o leite e seus derivados (queijos,
iogurte, coalhada etc), exceto a manteiga. Outras fontes menores de calcio,
mas que também podem podem ser utilizadas s&o os cereais e graos integrais

e verduras de folhas verde-escuras (Quadro 4).
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Quadro 4. Fontes alimentares de calcio na alimentacdo humana.

Quantidade de calcio

Alimento Porgcao (mg / porg&o)
leite integral 1 xicara (200 mL) 246
ou desnatado 1 litro 1.230
queijo tipo minas 1 fatia grossa (30 g) 205
queijo tipo prato 1 fatia grossa (30 g) 252
queijo tipo parmeséo 1 colher de sopa (15 g) 171
requeijao 1 colher de sopa (30 g) 169
iogurte 1 copo (200 g) 240
sardinha 1 unidade média (70 g) 281
ostra 1 porgao (240 g) 235
couve cozida 3 colheres sopa (36 g) 73
brécolis cozido 3 colheres sopa (36 g) 37
folha de beterraba 3 colheres sopa (36 g) 33
repolho cozido 3 colheres sopa (66 Q) 28
espinafre cozido 2 colheres sopa (60 g) 47

Fonte: www.nutritotal.com.br

O estrogénio, usado na terapia de reposigao hormonal (TRH) possui a
capacidade de aumentar a densidade mineral éssea como demonstrado por
varios estudos (Pardini, 1999). Eles atuam sobre a remodelagéao 6ssea inibindo
a reabsorgdo, nao parecendo estimular a formacdo de osso. Entretanto,
recentemente, também foram descritos receptores de estrogénios nos
osteoblastos (Pardini, 1999).

Os estrogénios também podem reduzir a perda 6ssea inibindo a sintese
de prostaglandinas, principalmente as da série E. Estudos in vitro tém
demonstrado um aumento de cerca de duas vezes de prostaglandinas EZ2,
liberada de culturas de ossos parietais obtidos de ratas ovariectomizadas.
Sendo que o tratamento in vivo com baixas doses de estradiol reverteu este
processo. Os estrégenos também sdo capazes de reduzir cerca de 50% a
producao do fator de necrose tumoral (TNF) e das interleucinas, potentes
estimuladores da reabsor¢céo 6ssea. Adicionalmente aumentam os fatores de
crescimento "insulin-like", poderoso inibidor dos osteoclastos e estimulador dos
osteoblastos (Melton e Riggs, 1989). Os estrogénios também podem

antagonizar o efeito do horménio paratiredideo (PTH), promovendo, assim, um
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incremento da reabsorcao tubular de calcio, aumento do numero de receptores
para o horménio da vitamina D em osteoblastos humanos, bem como aumento
dos niveis deste hormodnio. Outra fungdo do estrogénio € em estimular a
secrecdo enddgena de calcitonina pelas células medulares da tiredide e, desse
modo, inibir da atividade osteoclastica (Stevenson et al., 1981).

Nao esta claro o mecanismo pelo qual o estrogénio modula a atividade
osteoblastica. Com base em estudos in vivo, os estrogénios parecem exercer
seus efeitos diminuindo a atividade osteoclastica. Admite-se assim que os
estrogénios atuam nos osteoblastos estimulando ou inibindo a produgao de
substancias que controlariam a funcido osteoclastica. Por esse mecanismo os
estrogénios controlam, de maneira indireta, a fungéo osteoclastica via atuagéo
direta no osteoblasto, estimulando ou inibindo determinados fatores. Esses
fatores derivados dos osteoblastos podem ser fatores estimuladores ou
inibidores da atividade osteoclastica, denominados respectivamente de OB-
OCSF (fatores derivados dos osteoblastos que estimulam a atividade
osteoclastica) e OB-OCIF (fatores derivados dos osteoblastos que inibem a
atividade osteoclastica). Os OB-OCSF poderiam ser inibidos pela agéo
estrogénica, enquanto os OB-OCIF seriam estimulados na presenca desse
hormonio. As interleucinas IL-1 e IL-6 podem ser as substancias que atuam
como OB-OCSF, visto que apresentam uma potente agdo como estimuladora
da atividade osteoclastica. Essas interleucinas poderiam ser derivadas dos
osteoblastos ou seus precursores na medula 6ssea ou em células adjacentes.
Observa-se diminuicdo dessas interleucinas in vitro na presenca de 17b-
estradiol (Glrasole et al., 1992).

O OB-OCIF pode ser, entre outros, o TGF-b, que é liberado pelos
osteoblastos em resposta a estimulagdo estrogénica. Essa citocina exerce
potente acdo mitogénica in vitro sobre células precursoras dos osteoblastos.
Por outro lado, também diminui diretamente a reabsor¢cédo osteoclastica e inibe
o recrutamento de células precursoras dos osteoclastos da medula dssea.
Dessa forma, os estrogénios poderiam atuar aumentando a produgao de TGF-
b, inibindo assim a atividade osteoclastica. Tem-se demonstrado também acéao
direta in vitro dos estrogénios reduzindo a atividade dos osteoclastos, inclusive

a produgao de enzimas lisossdbmicas (Pottratz et al., 1994).
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Porém, apesar dos beneficios que propicia para a manutencido ossea e
consequentemente da qualidade de vida das mulheres, a TRH €& muito
questionavel, pois pode acarretar riscos e um dos mais importantes é o
aumento na incidéncia de casos de cancer de mama e tromboembolismo
(Torgenton e Bell-Syer, 2001).

Inimeros outros farmacos tém sido empregados na terapéutica da
osteoporose estabelecida, normalmente quando ha contra-indicagdes ou
resultados insatisfatorios da terapéutica de reposigcao hormonal.

Os bisfosfonatos s&o inibidores potentes da atividade osteoclastica, eles
reduzem o turnover 6sseo e restabelecem o balango entre a reabsorcéo e a
formacédo 6ssea. Em estudos clinicos, varios bisfosfonatos previnem a perda
Ossea, preservam sua estrutura, melhoram sua forca e substancialmente
reduzem o risco de fraturas em pacientes com osteoporose. Eles sao efetivos
em varias situagbes clinicas, incluindo a osteoporose pés-menopausica, a
reduzida massa 6ssea em homens e perda 6ssea induzida por drogas. E
geralmente a opcgéo terapéutica preferida para a maioria dos pacientes com
osteoporose (McClung, 2006). Os bisfosfonatos s&o analogos aos pirofosfatos
e exercem sua agao anti-reabsortiva, ndo sé na diferenciagao e na replicacao
de pré-osteoclastos, como na requisigao e na atividade dos osteoclastos, mas
provocam também a apoptose dos mesmos, diminuindo o seu tempo de agao.
Os bisfosfonatos, portanto, agem ndo sé na atividade como no numero dos
osteoclastos. Os primeiros bisfosfonatos empregados - etidronatos - tinham a
desvantagem de que a dose antireabsortiva era muito proxima da dose que
alterava a mineralizagao e ndo podiam ser usados, de modo continuo, porque
poderiam provocar osteomalacia. Os bisfosfonatos de 32 geragdo, como
alendronato e pamidronato, além do seu efeito anti-reabsortivo mais potente
que os primeiros, podem ser usados de forma continua, pois a dose anti-
reabsortiva € muito inferior, o que provoca alteragées de mineralizagdo. Os
bisfosfonatos s&o pouco absorvidos pelo intestino e dai a necessidade de usa-
los em jejum, acompanhados apenas de agua, e de fazer um intervalo de 40 a
60 minutos entre sua ingestdo e a primeira refeicdo. Apdés a absorcéao,
depositam-se rapidamente nos ossos ou sao eliminados pela urina (Leite,
1999).
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A calcitonina € um horménio peptideo, de 32 aminoacidos, secretado
pelas células parafoliculares "C" da tiredide. O mecanismo de acdo da
calcitonina é a reducdo da atividade do osteoclasto, portanto, ndo altera o seu
numero. A sua acao se faz através de um receptor especifico no osteoclasto.
Varias espécies de calcitonina foram utilizadas na clinica (porcina, humana, de
enguia, de salméao) e verificou-se que a calcitonina de salm&o apresenta
potencial terapéutico mais elevado do que as demais. A via de administragcao
pode ser parenteral ou por spray nasal. A bioatividade da calcitonina de
salmao, utilizada por spray nasal é de 40% quando comparada a administragéao
parenteral. Os efeitos adversos sao geralmente leves: nausea, vémito, diarréia,
flash da face e maos, reacdo inflamatoria no local da inje¢cdo e, mais
raramente, poliuria. A intensidade desses efeitos € dose dependente e a
administragao por spray nasal é muito melhor tolerada do que a parenteral. Um
efeito interessante da calcitonina é sua agéo analgésica, que a coloca como
boa opcdo no tratamento do quadro doloroso agudo de fratura vertebral
osteoporotica (Leite, 1999).

Agentes anabdlicos, que agem aumentando a deposicdo de matrix
ostedide pelos osteoblastos em cada ciclo de remodelagao, como os fluoretos,
horménio de crescimento (GH), IGF-1 e o paratorménio (PTH), também sao
utilizados. Mas, ainda existem muitas lacunas no uso destes medicamentos
(Russo, 2001).

Recentemente, as estatinas estdo sendo relacionadas aos efeitos
protetores da perda 6ssea. Os mecanismos pelos quais as estatinas podem
afetar o metabolismo 6sseo sédo poucos conhecidos (Silva, 2006). Sabe-se que
as estatinas atuam numa etapa da sintese do colesterol, bloqueando a
conversao de HMG-Coa em acido mevalbnico. A partir disso, acredita-se que a
formagdo dos metabdlitos posteriores a cascata de reagdes enzimaticas
ficariam deficientes, inibindo, assim, a prenilagado de proteinas (inclusdo de um
grupo prenil lipidico na proteina) (figura 2). A prenilagéo proteica é fundamental
na regulacao do metabolismo dos osteoclastos e sua inibigao resulta em maior
apoptose destas células. Esta hipotese foi levantada baseando na agao dos
bifosfonatos sobre o metabolismo do colesterol, que agem inibindo a sintese de

farnesil pirofosfato, impedindo a prenilagdo protéica e, consequentemente,
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reduzindo a absorgdo 6ssea (Cummings e Bauer, 2000; Rogers, 2004; Silva,
2006).

HMG - CoA
QD |
Mevalonato
Dietalalil - PP I — l E— Isopreneil - PP
Gerantil - PP
BIFOSFONATOS - 5 l

Farnesil - PP

J T | PRENILAGAO
l PROTEICA

COLESTEROL

Gerannilgeranil - PP

Figura 2. Mecanismo de agdo das estatinas e dos bifosfonatos na cascata da

prenilagao de proteinas (adaptado de Braga JR et al., 2002).

2.6) MARCADORES BIOQUiIMICOS DA REMODELAGAO OSSEA

A medida da densidade dssea tem sido o método mais utilizado para
diagndstico da osteoporose, pois trabalhos populacionais demonstraram
elevada correlagdo entre resisténcia Ossea e quantidade de matriz
mineralizada, caracteristica medida por este exame (Kanis et al., 1994).
Entretanto sabemos que a densidade mineral éssea (DMO) é uma medida
pontual estatica e, portanto, nao reflete as alteragdes dinamicas que este tecido
0sseo esta sofrendo na ocasido do exame. Relevante também ¢é o seu elevado
custo, 0 que inviabiliza seu uso a nivel populacional. Para suprir esta limitacédo

e, desta forma, melhorar a sensibilidade e especificidade na avaliacdo do risco
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de fratura, marcadores bioquimicos de remodelacdo déssea vém sendo
desenvolvidos. Assim, espera-se que estes marcadores sejam capazes de
avaliar a dinamica do fendmeno de remodelagdo 6ssea para o monitoramento
de pacientes sob tratamento com farmacos que atuam no metabolismo 6sseo e
para a identificacdo precoce dos individuos com risco de desenvolver a

osteoporose (Saraiva e Lazaretti-Castro, 2002).

2.6.1) MARCADORES DE FORMAGAO OSSEA

Os marcadores bioquimicos de formacao 6ssea sao representados pela
atividade de fosfatase alcalina total, fosfatase alcalina 6ssea, osteocalcina, pro-
peptideo do colageno tipo | (Saraiva e Lazaretti-Castro, 2002).

A fosfatase alcalina total (FA ou Total ALP) é medida através de sua
atividade e corresponde a soma das diversas isoformas presentes no soro.
Mais de 90% do seu valor corresponde as isoformas hepatica e 6ssea. A forma
Ossea, secretada pelos osteoblastos, predomina na infancia até o fim do
crescimento longitudinal, quando entdo a hepatica passa a ser a forma
circulante mais abundante (Vieira, 1999 e Bikle, 1997). Entretanto, quando se
busca maior sensibilidade e especificidade, a fosfatase alcalina 6éssea (FAO ou
Bone ALP) é a mais indicada. A medida da isoforma &ssea-especifica tem
vantagens sobre a total uma vez que, além de ndo sofrer influéncias hepaticas,
€ mais sensivel a pequenas variagdes no poolcirculante. Apesar de ser um
marcador de formagcdo, também esta aumentada nos disturbios onde a
reabsorgao 6ssea predomina (Garnero e Delmas, 1998) devido ao fendbmeno ja
referido de acoplamento entre os dois processos. A fosfatase alcalina sérica
total, por sua vez, é relativamente estavel, facil e barata de medir, mas nao é
especifica para o0 0sso, pois um unico gene produz a mesma enzima no figado,
rim e intestino, além do osso. Entretanto, na exclusdo de doengas hepaticas a
dosagem da fosfatase alcalina total apresenta boa correlagdo com a fosfatase
alcalina éssea. Mas, havendo possibilidades, a dosagem desta ultima deve ser
priorizada, devido a vantagem de ser relativamente independente de
interferéncia de outras doencas que intervém com outras fontes de fosfatase

alcalina e apresentar boa correlagdio com a dosagem de osteocalcina,
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parecendo no entanto que essas duas substancias possam expressar aspectos
diferentes da remodelacao 6ssea (Fernandes, 1996).

A Osteocalcina (OC) € a proteina ndo colagena mais abundante no osso
e dentina, possui 49aa e, embora sua fungédo especifica ndo seja conhecida,
sabe-se que ¢é sintetizada predominantemente pelos osteoblastos
diferenciados, incorporada a matriz Ossea extracelular e relacionada a
mineralizagdo da matriz ostedide. Seu gene, codificado no cromossoma 1
(1925-q31) sofre influéncia direta da 1,25 dihidroxivitamina D, que estimula sua
sintese. A Vitamina K1 é um co-fator essencial para que ocorra g-carboxilagéo
pos-traducional do residuo glutamil, originando os residuos g-carboxiglutamil
(Gla). Possui em sua estrutura trés acidos glutamicos que lhe conferem a
capacidade de ligar-se ao calcio e isto pode ser importante no processo de
mineralizagdo da matriz 6ssea ja formada (Lee, 2000). Uma vez sintetizada &
incorporada na matriz 6ssea e liberada na circulagdo sanguinea, possuindo
uma meia vida curta pois € rapidamente hidrolisada no figado e rim por
metaloproteases. Sua identificacdo no plasma pode ser realizada por técnicas
de radioimunoensaio. Costuma estar alta em situacbes de elevada
remodelagcdo 6ssea (exemplo: hiperparatireoidismo e doencga 6ssea de Paget)
e diminuida em situagdes de comprometimento da remodelagédo Ossea
(hipotireoidismo mixedematoso). De outra parte observa-se seu aumento no
periodo pés-menopausico e diminuicdo nas pacientes neste periodo em
terapéutica de reposi¢do hormonal (Fernandes, 1996).

Os fragmentos de pro-colageno produzidos durante o processo de
maturagdo do colageno s&o liberados para a circulagdo e também podem ser
dosados por ensaios especificos, representando a formagao dssea. Apesar de
promissor por ser um marcador bastante especifico da atividade osteoblastica,
0s ensaios para dosagem dos fragmentos carboxi-terminais do précolageno
tipo | (PICP) mostraram até o momento baixa sensibilidade. Os fragmentos
amino-terminais (PINP) apresentam diferentes formas circulantes com origens
nao necessariamente na formagao 6ssea, e 0s ensaios iniciais mostraram
resultados ainda menos especificos que o PICP. Um novo método

desenvolvido especificamente contra a forma intacta do PINP mostrou-se mais
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sensivel na avaliagao do metabolismo 6sseo, mas resultados mais consistentes
ainda sao necessarios (Garnero e Delmas, 1998, citado por Saraiva e Lazaretti-
Castro, 2002).

2.6.2) MARCADORES DE REABSORGAO OSSEA

Entre os marcadores bioquimicos da reabsor¢ao Ossea, estdo o calcio
urinario, a relagao calcio/creatinina na urina, a fosfatase acida tartaro-resistente
e moléculas interligadoreas de colageno tipo 1.

A relacao calcio/creatinina em urina de jejum € marcador utilizado para
avaliar a reabsorgdo 6ssea e deve ser colhido em jejum pela manha e corrigido
pela excrecdo de creatinina na mesma amostra. E um marcador barato porém
pouco especifico, pois seu diagndstico pode ser comprometido pela presenga
de hipercalciuria renal (Hanley, 2000).

A dosagem de calcio em urina de 24 horas € utilizada para avaliagao da
excrecdo renal de calcio. Os limites da normalidade estdo estipulados em
4mg/kg peso/24h. As medidas de excrecdo urinaria de calcio sofrem grande
influéncia da dieta, fungao renal e dos horménios reguladores do célcio. Devido
a estes interferentes, embora muito utilizada, sua interpretagcado exige cautela
pois as variagdes individuais sdo muito elevadas (Hanley, 2000).

A hidroxiprolina, que representa 13% da molécula do colageno, ndo é
especifica do tecido ésseo, sendo sua excregao influenciada pela ingestao de
alimentos que contenham gelatina. Quando comparada a estudos
histomorfométricos, sua excrecdo correlaciona-se fracamente com a
reabsor¢cdo Ossea. Por esses motivos e pelo surgimento de produtos mais
especificos da reabsorcdo 6ssea, seu uso como marcador de reabsorcio
O0ssea vem sendo abandonado (Bkile, 1997).

A fosfatase acida € uma enzima lisossémica presente em varios tecidos
(prostata, bacgo, eritrécitos, plaquetas, etc.), incluindo o tecido 6sseo. Trata-se
de diferentes isoenzimas, que podem ser separadas pelos métodos
eletroforéticos. A fosfatase acida do osso, por sua vez, é resistente ao L(+)-
tartaro, enquanto a isoenzima prostatica da fosfatase acida € inibida. A
fosfatase acida tartaro-resistente corresponde, no plasma normal, a fragao

identificada eletroforeticamente vinda do osso, refletindo dessa forma a
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atividade osteoclastica. Apresenta, no entanto, dificuldades metodolégicas na
sua determinacdo (instabilidade em amostras congeladas e baixa
especificidade), necessitando de ensaios de melhor qualidade para permitir o
seu uso na clinica diaria (Garnero e Delmas 1998).

As moléculas interligadoras do colageno tipo | sdo atualmente os
melhores marcadores bioquimicos da reabsor¢cdo Ossea e, portanto, sdo os
mais utilizados mostrando boa correlacdo com estudos histomorfométricos.

A piridolina (PYD) e a deoxipiridolina, que fazem a ligagao (cross-links)
entre as moléculas do colageno, parecem ser especificas para o colageno do
osso e da cartilagem. Em consequéncia de o tecido ésseo ser a fonte mais
abundante de colageno e de apresentar maiores taxas de remodelagéo
comparada a outros tecidos conjuntivos tais como a cartilagem, a dosagem da
piridinolina e, em especial, da deoxipiridinolina na urina expressam
potencialmente a reabsorcdo 6ssea. Seus niveis sdo elevados em doengas que
se caracterizam por alta remodelacdo 6ssea, estando também aumentados
apos a menopausa (Rosen et al., 1994).

A PYD difere da DPD apenas pela presenca de um grupo hidroxila,
sendo que a primeira tem distribuicdo tecidual ampla, enquanto a segunda é
mais especifica do tecido 6sseo e correlaciona-se melhor com a cinética do
calcio e histomorfometria 6ssea. Ao contrario das PYD livres, a avaliagdo dos
telopeptideos do colageno tipo | parecem mostrar maior correlagdo com a
dindmica do osso (Delmas et al., 2000). Podem ser dosados no sangue e na
urina, sendo que uma série de ensaios diferentes existem, o que muitas vezes
dificulta sua solicitacdo e interpretagcdo pelo clinico. Na urina podem ser
dosadas as formas livres de PYD e DPD, e as formas ainda ligadas a
telopeptideos aminoterminais e carboxiterminais do colageno tipo | (NTX e
CTX, respectivamente) (Garnero e Delmas, 1998).

Como a osteocalcina, os marcadores de reabsorgdo presentes na urina
também mostram um ritmo circadiano com pico pela manha e decresce ao
entardecer, mostrando a importancia da padronizagao de coleta (pela manha).
Nao sofrem, entretanto, influéncia da dieta (Hanley, 2000).

O fragmento aminoterminal do final da molécula do colageno humano

(NTX) contém 60% de deoxipiridinolina. Esse marcador reflete as mudancgas de
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remodelacao 6ssea da transicdo menopausica e responde como se espera aos
tratamentos com medicacdes anti-reabsortivas (Ebeling, 1996).

O fragmento carboxiterminal piridinolina do telopeptideo do colageno tipo
| (CTX) é liberado no fluido extracelular pela quebra do colageno na reabsorg¢ao
6ssea. Com a melhora de sensibilidade dos ensaios podera ser usado no futuro
para identificar variagcdes no processo reabsortivo 6sseo (Fernandes, 1996).

A interpretacado dos resultados dos marcadores de remodelagado Ossea
ainda é dificil para profissionais, havendo por parte deles uma predilecdo em
acompanhar a evolugdo da massa Ossea pelos exames densitométricos
seriados. E possivel, no entanto, que a analise dos marcadores bioquimicos de
remodelacdo 0ssea possa ganhar a aceitagdo desses especialistas a medida
que forem melhorando o erro de precisao, tornando-se menos onerosos, com
interpretacdo mais facil de seus resultados e possibilitando uma monitoragao

mais rapida dos resultados terapéuticos (Fernandes, 1996).
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Quadro 5. Relacdo de marcadores de remodelagdo e suas respectivas

abreviaturas sugeridas pelo Comité Cientifico da Fundagado Internacional de

Osteoporosis (Delmas, 2000).

Marcadores de formagao

SANGUE

Marcadores de reabsorgao

SANGUE

- Osteocalcina (bone Gla-protein) (OC)
- Fosfatase alcalina total (Total ALP)
- Fosfatase alcalina 6ssea (Bone ALP)

- Peptideo carboxi-terminal do

procolageno |
(PICP)

- Peptideo amino-terminal do

procolageno Urina

| (PINP)

- Fosfatase acida tartarato resistente
(TRACP)

- Porcéao carboxi-terminal do

procolageno | (S-CTX)

URINA
- Piridinolina e Deoxipiridinolina (U-PYD
e U-DPD)

- Porgdo amino-terminal do procolageno
I (U-NTX)

- Hidroxiprolina (U-Hyp)

Fonte: Adaptado de Saraiva e Lazaretti-Castro, 2002.

2.7) OSTEOPOROSE INDUZIDA POR GLICOCORTICOIDES

Os glicocorticoides sao hormdnios esteroides, sintetizados no cértex da

glandula adrenal, que afetam o metabolismo dos carboidratos e reduzem a

resposta inflamatéria (Goodman e Gilman, 2003). A sua sintese e liberagao

ocorre naturalmente pelo organismo, de acordo com sua necessidade, sob

influéncia do horménio adrenocorticotréfico, o ACTH. A concentracdo de

corticosteréides enddgenos (cortisol, cortisona e corticosterona) na corrente




circulatoria apresenta-se elevada, pela manha, e baixa, a noite, sendo que
fatores psicoldgicos e certos estimulos, como excesso de calor ou frio, lesbes
ou infeccbes, podem afetar a liberagao destes glicocorticoides (Bavaresco et
al., 2005).

Os glicocorticoides sintéticos, desenvolvidos pela industria farmacéutica,
sao muito semelhantes aos naturais, se considerada a sua estrutura quimica. A
diferenca basica deve-se ao fato de que todos os glicocorticéides sintéticos
apresentam duas ligacoes duplas no anel “‘A” do
ciclopentanoperhidrofenatreno, nucleo basico dos hormdnios glicocorticéides
(Bavaresco et al., 2005).

Esta classe de medicamentos € amplamente utilizada para tratamento
de uma grande variedade de doengas devido as suas propriedades
antiinflamatorias e imunossupressoras (Ziger et al., 2003). Porém, a terapia
com glicocorticoides promove uma perda Ossea, podendo acarretar a
osteoporose (Rang et al., 2003).

A osteoporose induzida por glicocorticoides é a causa mais frequente de
osteoporose secundaria. Os glicocorticéides causam uma perda éssea bifasica,
existindo uma fase de perda rapida nos primeiros meses de até 12% seguida
de uma perda posterior mais lenta de 2 a 5% ao ano (Lukert, 1996; Borba e
Lazaretti-Castro, 1999).

Os pacientes em uso de glicocorticdides perdem mais osso trabecular
que osso cortical; em consequéncia, as fraturas sdo mais freqlientes na coluna
que no quadril. O risco de fraturas com a administracdo de glicocorticoides é
dose dependente, entretanto, mesmo em doses baixas este farmaco pode
provocar uma consideravel perda éssea (Gregorio, 2006).

Os glicocorticoides exercem multiplos efeitos sistémicos e locais, que
podem levar a uma rapida perda éssea. Podemos dividi-los didaticamente em
efeitos diretos e indiretos. Os efeitos diretos estdo relacionados a agao desta
droga sobre as células 6sseas e suas fungdes. Os indiretos se devem a agéo
dos glicocorticoides sobre o metabolismo do célcio e vitamina D, secre¢ao dos
horménios sexuais e efeito sobre a produgao de prostaglandinas, citocinas e
fatores de crescimento (Borba e Lazaretti-Castro, 1999).

Com relagdo aos efeitos diretos dos glicocorticoides, estudos em

camundongos e em seres humanos tém demonstrado que a diminuigdo da
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formacdo Ossea e Osteo-necrose ocorrem devido a diminuicdo da
osteoblastogénese, bem como pela promogéo de apoptose dos osteoblastos e
ostedcitos, sendo esta ultima mais proeminente (Manolagas e Weinstein, 1999;
Borba e Lazaretti-Castro, 1999).

Os glicocorticoides tém acbdes complexas sobre a expressao génica das
células esqueléticas dependendo do estagio de diferenciagdo e crescimento
dos osteoblastos. Estes agentes tém efeitos paradoxais, ao mesmo tempo em
que induzem a diferenciacdo dos pré-osteoblastos em osteoblastos, inibem
aspectos especificos da diferenciacdo osteoblastica como a transcricdo de
osteocalcina, a proteina nao colagenosa mais abundante no osso, e a
expresséo do colageno tipo |. Além de diminuirem a sintese, os glicocorticoides
aumentam a degradacdo do colageno por aumentarem a expressao das
colagenases e inibirem a expressao do inibidor tecidual das metaloproteinases.
(Eastell e, Compston, 1998; Borba e Lazaretti-Castro, 1999).

Os glicocorticoides também atuam na reabsor¢cao éssea, promovendo
um efeito bifasico nos osteoclastos, ou seja, concentragdes fisioldgicas séo
necessarias para o estagio final de diferenciagéo e fungéo, porém altas doses e
exposi¢cao prolongada podem inibir a replicagdo celular. A reabsorgdo éssea
observada in vivo ocorre pelo aumento da atividade osteoclastica nas unidades
de remodelacdo, com aumento da quantidade de osso reabsorvido em cada
sitio. Os glicocorticoides também podem aumentar a aderéncia dos macréfagos
ao 0sso por alterarem a superficie dos oligossacarides (Eastell e, Compston,
1998; Borba e Lazaretti-Castro, 1999).

Sobre os efeitos indiretos dos glicocorticéides no tecido 6sseo, em doses
farmacoldgicas, eles levam a uma diminuigdo do transporte intestinal
transcelular de calcio por mecanismo independente da vitamina D e inibem a
reabsorcao tubular deste mineral. Assim, contribuem para o desenvolvimento
do hiperparatiroidismo secundario (Lukert, 1996; Borba e Lazaretti-Castro,
1999).

Os glicocorticoides também promovem a elevagao dos niveis séricos do
horménio paratireéideo (PTH), porém dentro da variagao normal; o aumento da
expressao dos receptores do PTH nos osteoblastos, inibicdo mediada pelo

PTH da fosfatase alcalina, sintese de colageno, descarboxilagdo do citrato e
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aumento da sensibilidade tubular renal ao PTH (Lukert, 1996; Borba e
Lazaretti-Castro, 1999).

A deficiéncia dos esteroides sexuais € uma causa estabelecida de
osteoporose, e na osteoporose induzida por glicocorticbides é um fator
associado que pode agravar a perda 6ssea, somado a tantos outros fatores. Os
glicocorticéides inibem a secregao hipofisaria das gonadotrofinas, a secrecao
ovariana e testicular de estrogenos e testosterona e a secregcdo adrenal de
androstenidiona e dehidroepiandrosterona (Canalis, 1996; Borba e Lazaretti-
Castro, 1999).

Outro efeito dos glicocorticoides € a diminuicdo da producao de
prostaglandina E2 no osso, cujo efeito principal € estimular a sintese de
proteinas colagenas e nao colagenas (Canalis, 1996; Borba e Lazaretti-Castro,
1999).

Os corticoesteréides possuem efeitos opostos aos fatores de
crescimento semelhantes a insulina (IGF) sobre a formagao 6ssea. Como estes
fatores de crescimento sdo importantes na manutencido da matriz dssea,
mudancas no seu eixo sao importantes na osteoporose induzida por
glicocorticéides tanto in vitro como in vivo (Canalis, 1996; Borba e Lazaretti-
Castro, 1999).

As citoquinas, principalmente as interleucinas 1e 6 (IL-1 e IL-6), parecem
nao ter participacdo na agado dos glicocorticdides sobre o 0osso ja que, na
presenca destes esterodides, ocorre uma inibicdo da produgao destas citoquinas
pelos linfécitos T e inibicdo parcial da atividade reabsortiva das mesmas. O
fator de transformacdo do crescimento beta (TGFb) estimula a sintese do
colageno, os indices de deposicdo de matriz e modifica a replicagdo celular
pelos osteoblastos. Na presencga dos glicocorticéides, existe uma diminuigao da
ligacdo TGF-b ao seu receptor, pois a sintese aumentada de um
proteinoglicano induzida pelo glicocorticoide desvia a ligagdo do TGF-b de seu
receptor (Russell, 1993).

Além disso, os glicocorticéides sdo capazes de reduzir a captagao e
utilizacdo da glicose e aumentar a gliconeogénese, desencadeando glicemia de
rebote, com consequente glicosuria, além de aumentar o catabolismo e reduzir
0 anabolismo protéico. Estes farmacos, também, alteram o metabolismo e a

redistribuicdo das gorduras (Rang et al., 2003).
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Apesar dos efeitos deletérios dos glicocorticdides sobre o osso serem
bastante conhecidos, poucos pacientes sdo orientados ou recebem tratamento

preventivo associado a terapia com glicocorticoides (Gregorio, 2006).
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Figura 3. Aspecto multifatorial da fisiopatologia da osteoporose induzida por
glicocorticoide (Silva, 2006).

2.8) FLAVONOIDES

Os flavondides constituem uma classe de compostos polifendlicos de
ampla distribuicdo no reino vegetal, cuja sintese ndo ocorre na espécie
humana. Sao importantes para o crescimento, desenvolvimento e defesa das
plantas. Atuam como atrativos visuais favorecendo a polonizagdo, como um
mecanismo de defesa diante ao ataque de insetos e microorganismos e como
protetores da radiagdo ultravioleta por suas propriedades antioxidantes
(Muscuietti e Martino, 2007).
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Os flavondides sao consumidos regularmente na dieta humana, e,
apesar de nao serem nutrientes, desempenham um importante papel na saude
humana (Havsteen, 2002). S&o encontrados em uma grande variedade de
vegetais, bebidas como o cha e o vinho tinto, e em frutas, especialmente as
citricas. A ingestao diaria aportados pela dieta € de 50 a 800mg/dia (Pietta,
1999). Porém, alguns autores estimam que a ingestao de flavondides em uma
dieta normal pode ser até de 1 a 2g/dia (Havsteen, 2002).

Os flavonodides sao compostos de baixo peso molecular, derivados de
fenilbenzopironas. Seu esqueleto basico possui 15 atomos de carbono
formados pela unido de trés anéis (A, B, C), sendo dois aromaticos (Figura 1).
Possuem uma grande diversidade estrutural, explicada pelas modificagées que
tais compostos podem sofrer, tais como: hidroxilagdo, metilacdo, acilagao,
glicosilagéo, entre outras (Koes et al., 1994, citado por Lopes et al., 2000). Na
natureza, os flavondides estdo normalmente ligados a varios agucares, em
complexos chamados glicosideos. Sua forma livre, sem o carboidrato, é
chamada de aglicona ou genina (Zuanazzi, 2002).

Mais de 6000 flavondides sdo descritos e classificados em categorias
como flavondis, flavonas, catequinas, flavononas, antocianidinas e isoflavonas
(Silva et al., 2002).

Os flavonoides estdo presentes, também, em muitas plantas medicinais
e em medicamentos usados em todo o mundo (Muscuietti e Martino, 2007). O
estudo das suas atividades bioldgicas tem sido muito enfatizado, devido ao
ressurgimento do interesse na Medicina Tradicional e uma maior necessidade
de entender a interagdo que estes compostos apresentam com as células e
tecidos nos mamiferos. Atividade antiinflamatéria, antioxidante, antialérgica,
hepatoprotetora, antidiabetogénica, antitrdmbica, antiviral e anticarcinogénica
dos flavonodides ja foram encontradas em diversos estudos experimentais
(MiddLeton et al., 2000).
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Figura 4: Esqueleto basico dos flavondides

2.9) FLAVONOIDES E OSTEOPOROSE

A terapia de reposi¢cao hormonal (TRH) é recomendada para o alivio dos
sintomas vasomotores, tratamento da atrofia vaginal e prevencdo da
osteoporose (Glazier e Bowman, 2001). Apesar das conhecidas vantagens,
aproximadamente 70% das mulheres cessam o tratamento apds o primeiro ano
(Elkind-Hirsch, 2001). Uma das principais causas da baixa aderéncia a TRH € o
sangramento irregular, mastalgia, nausea, cefaléia, ganho de peso e retencéo
hidrica, aumento do risco de tromboembolismo pulmonar e de cancer de mama
(Glazier e Bowman, 2001). Assim, muitas mulheres tém optado por formas
naturais de tratamento. Além disso, existem mulheres em que a TRH esta
contra-indicada, havendo pouco a se oferecer para o alivio dos sintomas
climatéricos (Albertazzi, 1998).

Nos ultimos anos tém-se propagado que constituintes de plantas com
uma estrutura fendlica similar aos estrogénios, conhecidos como
fitoestrogénios, seriam alternativas naturais a terapia de reposi¢gao hormonal da
menopausa. Consequentemente tém-se incentivado o consumo de alimentos
ricos em fitoestrogénios e de comprimidos de extratos concentrados de
isoflavonas. Os fitoestrogénios tém agdes estrogénicas e antiestrogénicas, com
poténcia estrogénica muito inferior a do estradiol. Os principais fitoestrogénios
sdo os encontrados na soja: as isoflavonas genisteina e daidzeina. O conteudo
de fitoestrogénios nas suas fontes vegetais € variavel, dependendo da forma
de cultivo, safra, armazenamento e industrializacdo. Também a conversao dos
precursores em fitohorrmdnios ativos no organismo humano tem grande
variabilidade individual (Clapauch et al., 2002).
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As primeiras evidéncias do efeito benéfico dos fitoestrogénios nos ossos
vém da observacao de que populagdes que tinham altos teores de soja em sua
dieta natural apresentavam menores indices de fratura do colo do fémur que
outras populacdes que nao tinham esse habito. A partir dai, varios estudos
epidemioldgicos observacionais sugeriram que, em mulheres na poés-
menopausa, haveria correlagdo positiva entre a ingestdo de maiores
quantidade de soja, quer na dieta natural, quer como suplementagao dietética,
e 0 ganho de massa éssea, além de uma possivel prevengédo contra fraturas
(Moreira, 2005).

Os estudos observacionais mais recentes, apesar de sugerirem o
mesmo, fazem a observacao cautelosa de que, antes de serem recomendados
como alternativa terapéutica valida, inclusive em relacao a terapia de reposicao
hormonal (TRH), na prevencdo da osteoporose, deveriam ser realizados
estudos mais amplos e controlados (Moreira, 2005).

A maior parte das pesquisas com fitoestrogénios é realizada in vitro ou
com animais de laboratorio, nem sempre podendo ser extrapoladas para
humanos. Embora alguns estudos de curta duragdo sugiram aumento da
densidade mineral 6ssea com uso de isoflavonas, ndo ha demonstracao de
reducao de fraturas (Clapauch et al., 2002).

Alguns flavonoides, dentre eles as isoflavonas, tém sido investigados no
tratamento da osteoporose. Evidéncias indicam que os flavondides se ligam a
receptores B do estrogénio, estimulam in vitro a sintese protéica de células
osteoblasticas e seu uso por mulheres na pds-menopausa aumenta a
concentracido de osteocalcina, marcador de formagao Ossea que reflete um
aumento da atividade osteoblastica (Moreira, 2004).

Possiveis mecanismos tém sido sugeridos para explicar os efeitos
benéficos das isoflavonas de soja no tecido 6sseo (Esteves e Monteiro, 2001).
Tem-se sugerido que os osteoblastos e os osteoclastos sdo as células alvo
para a agao da genisteina e da daidzeina. Estudos em cultura de células
semelhantes a osteoblastos sugerem que a genisteina combina com
receptores de estrégenos e exerce seus efeitos pelo mesmo mecanismo que
este hormdnio. Por outro lado, ela pode também exercer efeitos por outros
mecanismos, independentes de receptores para estrégenos (Williams et al.,

1998; Esteves e Monteiro, 2001). Alguns autores sugerem que a genisteina
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inibe a topoisomerase I, interferindo assim, com a progressao do ciclo celular,
enquanto que outros sugerem que a genisteina ativa receptores peptidicos
ligados @ membrana, iniciando outros efeitos independentes de estrégenos. Por
exemplo, os osteoclastos sdo dependentes da atividade de receptores tirosina
quinase (PTK), entdo os inibidores de PTK s&o candidatos a prevengao da
osteoporose. A genisteina e a daidzeina, isoflavonas naturais, séo inibidoras de
PTK e poderiam agir por este mecanismo (Williams et al., 1998; Esteves e
Monteiro, 2001).

A daidzeina, a maior isoflavona encontrada na soja, € metabolizada em
equol na microflora intestinal, e este metabdlico possui maior atividade
estrogénica que a daidzeina. Sathyamoorthy et al. (1997) observaram, através
da expressdo do mRNA pS2, que a atividade estrogénica do equol é cerca de
100 vezes maior que a da daidzeina. Pesquisas sugerem que os efeitos
clinicos das isoflavonas dependem da producdo de equol no intestino.
Entretanto, apenas 30-50% da populagéo sao capazes de produzir o equol pela
microflora intestinal (Setchell et al., 2002). Uehara et al. (2001) e Ohta et al.
(2002) afirmam que frutooligossacarideos, agucares n&o digeriveis, podem
aumentar a biodisponibilidade da genisteina, daidzeina e do equol em
humanos por estimular a microflora intestinal. Os dados sugerem que estes
agucares néo digeriveis aumentam a atividade de bactérias responsaveis pela
producao de equol no colon.

A ingestdo adequada de isoflavonas € positivamente associada com a
densidade mineral éssea (DMO) (Greendale et al., 2002 e Mei et al., 2001) e
atenuacao da perda Ossea (Alekel et al., 2000). Em particular o equol pode ter
um efeito indireto na perda éssea de camundongos OVX. Entretanto, os efeitos
diretos do equol no metabolismo ésseo nao estdo bem esclarecidos (Fujioka et
al., 2004). Fujioka et al., (2004) avaliou o efeito do equol na inibicdo da perda
0ssea em camundongos ovariectomizados (OVX). A DMO da vértebra lombar
no grupo que recebeu administracdo de 0,5mg/dia de equol foi
significativamente maior que no grupo OVX. Esta mesma administragdo de
equol também inibiu a perda éssea no fémur destes animais OVX e diminuiu o
numero de osteoclastos. A concentragao de equol no plasma teve um aumento
significativo, porém, a administracdo de equol n&do afetou o peso uterino dos

animais OVX. Portanto, o equol inibiu a perda 6ssea sem afetar os 6rgaos
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reprodutivos dos animais OVX. Estes resultados sugerem que o equol pode
contribuir para a eficacia da daidzeina na inibicdo da perda éssea quando ha
uma deficiéncia de estrogénio.

Li e Yu (2003) avaliaram o efeito da genisteina no metabolismo 6sseo de
ratas OVX in vitro e in vivo. Os osteoclastos foram expostos a varias
concentracdes de genisteina (OM, 10°M, 10®M, 10"M, 10°M e 10°M). Apés 12
semanas, verificou-se que o numero de osteoclastos diminuiu dependendo da
concentragdo de genisteina, bem como a area de reabsorgéo 6ssea. In vivo,
apos o tratamento com 45 mg de genisteina / kg de peso corporal, a DMO do
fémur dos animais OVX e os niveis séricos de fosfatase alcalina (ALP),
fosfatase acida e osteocalcina aumentara significativamente, enquanto que os
de interleucina 1 e do fator de necrose tumoral, citocinas inflamatdrias,
diminuiram. Sendo que o aumento da fosfatase alcalina e da osteocalcina no
grupo que recebeu genisteina foi maior do que no grupo tratado com estradiol.
A osteocalcina € uma proteina secretada por osteoblastos maduros e seu
aumento € diretamente relacionado com a atividade de formacao Ossea. A
fosfatase alcalina € uma enzima expressa pelos osteoblastos e € conhecida
como outro marcador da atividade osteoblastica. Portanto, o aumento
significativo da ALP e da osteocalcina no grupo tratado com genisteina indica
uma estimulagcdo da formacado d6ssea por este flavondide. Adicionalmente, os
animais que receberam genisteina apresentaram um peso uterino e niveis de
estradiol sérico significativamente menores que os OVX com administragdo de
estradiol. Pesquisas tém sugerido que a genisteina, por possuir uma estrutura
similar ao 17 p-estradiol, pode se ligar ao receptor de estrogénio nos
osteclastos, regulando a atividade destas células e aos receptores de
estrogénio nos osteoblastos, estimulando estas células a secretar colagenases,
acelerando, assim, a formacado Ossea (Kuiper et al., 1997). Neste estudo, a
genisteina foi capaz de promover a formagéo O0ssea e prevenir a reabsorgéo
O0ssea. Porém, com ligeiro efeito no utero e nos niveis de estradiol comparado
com a terapia de reposigao hormonal (Kuiper et al., 1997).

Lee et al. (2004), avaliaram o efeito preventivo de extratos de isoflavona
na perda 0ssea de ratas OVX. A suplementacdo com isoflavona (6,25g/kg)
preveniu significativamente a perda 6ssea e do conteudo de minerais, com

resultados similares a do 17 B-estradiol (4mg/kg). Porém, o efeito da isoflavona
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nao foi o mesmo do 17 B-estradiol nos niveis séricos de fosfatase alcalina,
fosfatase acida, no aumento do peso corporal e na mudanga do peso uterino. O
aumento significativo dos niveis séricos de fosfatase acida e fosfatase alcalina
€ a supressao do aumento do peso e a da atrofia do utero nos animais OVX
foram apenas observados com a administracdo de 17 B-estradiol. Os autores
concluem que a suplementagao com isoflavonas de soja pode prevenir a perda
0ssea na pos-menopausa via diferentes mecanismos estrogénicos em ratas
OVX, mas com resultados inferiores ao da TRH.

Os efeitos biolégicos das isoflavonas daidzeina e genisteina no
metabolismo &6sseo ainda nado esta totalmente esclarecido. Varios estudos
mostram que a gensiteina inibe a atividade osteoblastica e pode reduzir a
perda 6ssea em ratos OVX (Ishimi et al., 1999 e Anderson et al., 1998). Além
disso, a genisteina tem mostrado possuir um efeito anabdlico na formagao e
mineralizagao de células 6sseas em cultura. Gao e Yamaguchi (1995), relatam
que a daidzeina também possui um efeito anabdlico no metabolismo 6sseo de
células désseas in vitro, similar ao da genisteina.

Por outro lado, estudos de massa Ossea em modelos-animais
demonstram um efeito bifasico das isoflavonas, ou seja, doses mais baixas de
genisteina agem similarmente a estrégenos com um efeito benéfico ao tecido
0sseo, mas em doses elevadas, podem ser toxicos as células 6sseas (Molteni
et al., 1995; Anderson et al, 1998; Esteves e Monteiro, 2001).

As melhores evidéncias do efeito benéfico dos fitoestrogénios em ossos
humanos vém de ensaios com o derivado sintético ipriflavona. A ipriflavona é
um flavondide sintético obtido a partir da daidzeina e vem sendo pesquisado
como um grande promissor na prevengao e no tratamento da osteoporose e de
outras doengas do metabolismo 6sseo. O tratamento com ipriflavona ja vem
sendo utilizado como uma alternativa de reposi¢ao hormonal, por possuir efeito
estrogénico. Estudos demonstram que ela é eficaz na prevencdo da perda
Ossea associada ao uso de esterdides, imobilizacdo, ovariectomia e
osteodistrofia renal (Head, 1999).

Pinto (2004) realizou dois ensaios biolégicos para avaliar o efeito do
bifosfonato alendronato de soédio, da estatina atorvastatina calcica e do
flavonadide ipriflavona isoladamente e em associagdo na osteoporose induzida

pelo glicocorticoide dexametasona em ratas da raga Wistar. No primeiro ensaio
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biolégico foram utilizadas as substancias isoladamente (0,2 mg/kg de
alendronato de sodio, 1,2 mg/kg de atorvastatina calcica e 100 mg/kg de
ipriflavona) e foi observado que todas as substancias avaliadas apresentaram
resultados significativos no aumento da densidade trabecular 6ssea,
comparados com o grupo controle com osteoporose (grupo doente né&o
tratado). Destaca-se que o alendronato de soédio apresentou o melhor
resultado, sendo alcangados niveis de densidade trabecular 6ssea semelhante
aos animais normais. No segundo ensaio, as substancias foram analisadas em
associagao (alendronato de sédio a 0,1 mg/kg + atorvastatina calcica a 0,6
mg/kg, alendronato de sodio a 0,1 mg/kg + ipriflavona a 50 mg/kg e
atorvastatina calcica a 0,6 mg/kg + ipriflavona a 50 mg/kg) e estas resultaram
em maior eficacia na restauracdo do tecido trabecular ésseo, particularmente,
aquelas com alendronato. Destaca-se que o grupo tratado com alendronato + o
flavondide ipriflavona mostrou valores significativos, acima dos apresentados
pelo grupo com animais normais. Considerando que as doses das substancias
usadas em associacdo foram reduzidas a metade daquelas administradas
isoladamente, e os resultados das primeiras foram superiores, pode-se concluir
que houve um efeito sinérgico de supradicdo ou potenciagado farmacolégica
entre as substancias, incluindo a ipriflavona.

Silva (2006) realizou trés ensaios biologicos para avaliar a influéncia do
alendronato de sodio, atorvastatina calcica e dos flavonoides ipriflavona e
rutina isoladamente e em associacdo na osteoporose induzida pelo
glicocorticéide dexametasona em ratas da ragca Wistar. As dosagens de
alendronato de sdédio, atorvastatina calcica, ipriflavona e rutina utilizadas nos
experimentos foram de 0,02 mg, 0,3 mg, 50 mg e 25 mg, respectivamente.
Diante dos resultados obtidos em todos os ensaios, o autor concluiu que a
rutina, a ipriflavona e o alendronato isoladamente e em associagdes foram
eficazes em aumentar o numero de trabéculas dsseas e que o alendronato, a
atorvastatina e a ipriflavona, quando administrados isoladamente, e a
associacdo de alendronato com atorvastatina aumentaram os niveis de
proteinas colagenosas. Além disso, a rutina e a ipriflavona isoladamente e a
ipriflavona utilizada em associagédo ao alendronato e a rutina foram eficazes em

reduzir a glicemia induzida pela dexametasona. Portanto, estas substancias
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usadas isoladamente ou em associagbes podem ser promissoras no
tratamento da osteoporose induzida por glicocorticoide.

Chiba et al. (2003) testaram o efeito do flavondide citrico hesperidina na
inibicdo da perda 6ssea e diminuicdo dos lipidios séricos e hepaticos em
camundongos OVX. A hesperidina natural (HesA) foi hidrolisada pela -
glicosidase para aumentar sua solubilidade no meio aquoso. Esta modificacédo
enzimatica originou um composto, a a-glicosilhesperidina (HesB), dez mil vezes

mais soluvel na agua que a hesperidina natural.

Figura 5. Estrutura molecular da a-glicosilhesperidina.

Um dos grupos teste recebeu 5g HesA / Kg de dieta e outro grupo 7g
HesB / Kg de dieta por 4 semanas. Nos animais OVX, a DMO do fémur foi
menor que o do grupo controle ndo OVX. A perda 6ssea foi significativamente
reduzida nos grupos que receberam hesperidina e a-glicosilhesperidina. As
analises histomorfométricas mostraram que o volume e a espessura do 0SSO
trabecular na metafise distal do fémur estavam reduzidas nos camundongos
OVX, sendo que a a-glicosilhesperidina preveniu significativamente esta perda
Ossea. Além disso, a hesperidina e o 17 B-estradiol reduziram o numero de
osteoclastos na metafise femural nos animais OVX. As concentragdes de
célcio, fésforo e zinco do fémur foram significativamente maiores nos grupos
que receberam hesperidina e 17 B-estradiol quando comparados ao grupo
OVX. Estes dados indicam que a hesperidina nao reduziu apenas a reabsorcao
O0ssea, mas também aumentou o conteudo de minerais no fémur dos animais
OVX. A hesperidina também reduziu os niveis de colesterol total e triglicerideos

no soro e no figado, quando comparados ao grupo OVX.
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O mecanismo molecular do efeito da hesperidina na reabsorcdo d6ssea
nao esta claro. A hesperidina tem sido avaliada farmacologicamente como um
potente anti-cancer e antiinflamatério por possuir atividade antioxidante (Emim
et al.,, 1994). Esta atividade antioxidante inibe a formagdo de superoxidos,
compostos que estdo sendo envolvidos no aumento da atividade osteoclastica
(Key et al., 1994). Logo, inibindo a producao de superdxidos a atividade dos
osteoclastos e a reabsorgao 6ssea diminuem.

Outra possibilidade que poderia explicar a agao da hesperidina nas
células 6sseas seria através da ligacao deste flavondide com o receptor de
estrogénio (Arts et al., 1997). Porém, a afinidade da hesperidina com o receptor
de estrogénio pode ser menor que outros flavondides pelo fato de apresentar
apenas um grupo flavona (Kuiper et al., 1998).

Recentemente, tém se dado atengdao ao efeito das estatinas em
estimular a formagcao Ossea e suprimir a reabsorgcdo 6ssea em animais e
humanos com hiperlipidemia. Acredita-se que as estatinas estimulam a
formagdo Ossea por aumentar a sintese de proteinas morfogénicas no 0sso
(Mundy et al., 1999). Neste estudo, como a hesperidina foi capaz de diminuir
os niveis de lipideos sanguineos e hepaticos, outra hipétese do mecanismo de
acao deste flavonoide no tecido 6sseo poderia ser pelo mecanismo semelhante
das estatinas. Porém, novas pesquisas sao necessarias para determinar
claramente o mecanismo de acédo da hesperidina nas células 6sseas.

As células 6sseas séo sensiveis a fatores de crescimento, horménios e
citocinas (Katagiri eTakahashi, 2002). Especificamente, o fator a de necrose
tumoral (TNF-a), que é produzido principalmente por macrofagos ativados,
células da medula éssea e mondcitos, possui um papel central no metabolismo
o6sseo. O TNF-a estimula os osteoblastos a secretar outras interleucinas
inflamatodrias, tais como as interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6), bem como
prostaglandinas E; (PGE;) e o proprio TNF-a, os quais agem diretamente nos
osteoclastos promovendo a reabsorcdo ossea (Glantschnig et al., 2003). O
TNF-a também induz a apoptose dos osteoblastos (Suh et al., 2003). Acredita-
se que um aumento dos niveis de TNF-a e um decréscimo do numero de
osteoblastos podem ser responsaveis por uma perda éssea in vivo (Son et al.,
2007).
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Alguns trabalhos mostram que a quercetina inibe a perda 6ssea por
afetar a osteoclastogénese e regular varios fatores locais e sistémicos, como
horménios e citocinas inflamatorias (Gallagher et al., 2004). Mas, os efeitos
deste flavondide no metabolismo dos osteoblastos s&o desconhecidos,
principalmente na presenca de citocinas inflamatérias (Woo et al., 2004).
Entretanto, pesquisas recentes indicam que a quercetina nao inibe a
citoxicidade induzida pelo TNF-a e a apoptose de células osteoblasticas
MC3T3-E1, mas aceleram este processo (Son et al.,, 2006a). O efeito da
quercetina nas células 6sseas pode diferir de acordo com as linhagens das
células estudadas e as condi¢gdes dos modelos experimentais, in vivo ou in vitro
(Horcajada-Molteni et al., 2000).

Son et al. (2007) mostraram que a quercetina acelera a apoptose de
linhagens de células osteoblasticas MC3T3-E1 induzidas pelo TNF-a através
da rota caspase dependente ou mediada pelo JNK (c-Jun NH, terminal

quinase), como indica a figura (6).
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Figura 6. Modelo proposto da apoptose de células osteoblasticas MC3T3-E1 mediada pelo
TNF-a e acelerada pela presencga de quercetina. O TNF-a induz apoptose nas células pela via
de enzimas caspases dependentes, enquanto a quercetina acelera a apoptose por dois
mecanismos, um pela mesma via do TNF-a caspases dependentes e a outra pela via de

ativagao da JNK.

Notoya et al. (2004) relataram o efeito da quercetina inibindo a
proliferacdo, diferenciacdo e mineralizagao dos osteoblastos in vitro. Neste
estudo foi investigado o efeito da quercetina no metabolismo de células
semelhantes aos osteoblastos (células ROB) calvariais de ratos em cultura. A
proliferacdo destas células foi inibida quando expostas a quercetina 5 x 10° a 1
x 10° M, bem como sua diferenciacdo e mineralizacdo. A concentracdo de
quercetina 1 x 10° M n&o induziu apoptose nas células ROB, mas bloqueou a

fase G1 do seu ciclo celular. Em adi¢ao, a quercetina estimulou a expressao do
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mRNA p21 WAFICIPI - que recentemente vem sendo implicado no bloqueio da
diferenciagdo dos osteoblastos (Bellosta et al., 2003). O efeito inibitério da
quercetina na diferenciacdo e mineralizacdo das células ROB foi atribuido a
inibicdo da atividade da fosfatase alcalina, da sintese de osteocalcina e da
deposicdo de Ca*™. A quercetina também tem sido pesquisada por reduzir os
niveis basais dos receptores fator de crescimento ligado a insulina (IGF- 1) e
fosfatidil-inositol-3-quinase em fibroblastos quildides (Phang et al., 2003). O
IGF-1 possui um papel importante na diferenciagdo dos osteoblastos e a
quercetina pode influenciar a diferenciacao destas células via supressao da
rota do IGF- 1 (Thomas et al.,1999; Zhao et al., 2000).

Alternativamente, a quercetina pode agir inibindo a ativagao de proteinas
AP-1 (fator de transcrigdo dimérico). A AP-1 € um conjunto de proteinas c-Fos,
FosB, Fra-1, Fra-2 e AFosB e a proteina Jun (JunB, c-dun, or JunD). Um
aumento na formagdo Ossea tem sido observado em camundongos que
possuem uma alta expressao de fatores de transcricdo Fra-1(Jochum et al.,
2000) e AFosB (Sabatakos et al., 2000). Estes dados indicam que a quercetina
inibe a proliferagédo, diferenciacdo e mineralizagdo dos osteoclastos. O autor
também sugere que a quercetina pode inibir o metabolismo de células em
cultura de osteoblastos e osteoclastos e que novos trabalhos devem ser
realizados para elucidar a contribuicdo da quercetina no metabolismo ésseo in
vivo.

Os osteoclastos sao derivados de precursores hemopoiéticos da linha
dos mondécitosmacrofagos. A familia de receptores do fator de necrose tumoral
(TNF) e seus ligantes s&o fatores proemientes e importantes na
osteoclastogénese (Kwan et al., 2004; Suda et al., 1999). A formacgéo, ativagéo
e sobrevivéncia dos osteoclastos requerem a interacdo dos ativadores do
receptor Kappa B (RANK), membro de receptores TNF, e ligantes do RANK
(RANKL), que é pertencente a familia de ligantes TNF (Suda et al., 1999). Os
membros da familia TNF, juntamente com o RANK, representam as mais
potentes citocinas osteoclastogénicas, regulam a remodelagdo Ossea
fisiolégica e tém sido implicados na patogénese de numerosas desordens
osseas, incluindo a osteoporose (Kwan et al., 2004; Suda et al., 1999).

Pang et al. (2006) investigaram a atividade diferencial do kaempferol e

quercetina em atenuar a sinalizagao de receptores TNF em células 6sseas. O
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kaempferol a 10 uM inibiu a producdo de interleucinas osteoclastogénicas,
como o TNF-q, interleucina 6 e mondcitos quimioatraentes de proteinas (MCP-
1 e CCL2) em células calvariais dos osteoclastos de camundongos. O
kaempferol também bloqueou a translocacdo, induzida pelo TNF-a, do fator
kappa B (NF-kB) subunidade p65 do citoplasma para o nucleo. O Kaempferol e
a quercetina a 10 yM inibiram o ativador do receptor ligante NF-kB (RANKL) e

a expressao do oncogénese c-fos, que é requerido para a diferenciagdo dos
osteoclastos. Os flavondis também inibiram a expressdo de marcadores de
diferenciacao osteoclasticas, receptores RANK e de calcitonina. Entretanto, o
Kaempferol foi mais potente que a quercetina em inibir os efeitos estimulados
pelo RANKL nas células RAW264.7. Outros dados indicam que o kaempferol é
um potente agente antiosteoclastogénico in vivo, agindo especificamente
antagonizando a acédo da familia de receptores TNF nas células 6sseas em
dois niveis distintos, inibindo a produgéo de citocinas osteoclastogénicas pelos
osteoblastos e atenuando a diferenciacdo de células precursoras de
osteoclastos.

O flavonoide apigenina (4',5,7-trihydroxyflavona) é classificado como um
fitoestrogénio. Entretanto, o proprio estrogénio n&o inibe a sintese de IL-6
induzida pelo TNFa em osteoblastos (Garcia-Moreno et al., 2004). Dados
sugerem que a apigenina inibe a secre¢do de IL-6 e MCP-1 (mondcito
quimioatrente de proteina 1) estimulados pelo TNFa em osteoblastos. E que
estas agdes seriam independentes do receptor de estrégeno (Bandyopadhyay
et al., 2006). Verbeck et al., 2004 (56), relataram que a apigenina (3,5MM) e a
luteolina (35,0 MM) inibem a sintese in vitro do interferon gama (IFNy),
produzido por células T autoimunes de ratos e humanos. Sabe-se que a perda
6ssea na osteoporose e na artrite reumatoéide ocorre pela producao do IFNy e
varios ativadores de linfocitos T. O IFNy estimula a produgdo de monoquinas
CXCL-9 e CXCL-10 nos osteoblastos, que modulam a proliferacdo e o
recrutamento de linfécitos T por se ligarem ao receptor CXCR3 (receptor ligado
a proteina G) e por aumentar a reabsor¢cao 6ssea durante a deficiéncia de
estrogénio (Takayanagi et al., 2005).

Os adipécitos podem fornecer derivados soluveis e fatores essenciais
para a diferenciagdo dos osteoclastos in vitro (Kelly et al., 1998). Dados

recentes indicam que o alto conteudo de adipdcitos na medula dssea esta
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diretamente relacionado com a perda dssea (Botolin et al., 2005 e Nuttall et al.,
2004). Os adipécitos também produzem citocinas inflamatérias, tais como a IL-
e e MCP-1, que podem contribuir significativamente para a perda 6ssea (Nuttall
et al., 2004 e Wang et al., 2005).

Bandyopadhyay et al. (2006), estudaram o efeito da apigenina em
osteoblastos, preadipdcitos e osteoclastos, células envolvidas no processo de
remodelagdo Ossea. Nos osteoblastos de células da linhagem MC3T3-E1 in
vitro de ossos longos de coelhos e camundongos, a apigenina (20 yM) inibiu a
secrecao de citocinas osteoclastogénicas estimuladas pelo TNFa, tais como a
IL-6 e mondcitos quimioatrentes de proteinas 1 e 3, MCP-1 e MCP-3, sem
afetar a viabilidade destas células. Nestas mesmas células, a apigenina
também inibiu a secrecdo de monoquinas estimuladas pelo IFNy, a CXCL-9 e a
CXCL-10. Este flavondide inibiu a expressdo de marcadores de diferenciacao
osteoclasticas, TRAP (fosfatase acida tartarato resistente), RANK e c-Fms em
células precursoras de osteoclastos obtidos da medula éssea de camundongos
tratados com RANKL e fator estimulador da colonia de macréfagos (MCSF).
Houve também a inducdo da apoptose de osteoclastos maduros de ossos
longos de coelhos, inibindo, assim, a reabsorgcéo 6ssea. Nos preadipécitos, a
apigenina inibiu a diferenciacdo dos adipocitos e a producao de citocinas
osteoclastogénicas por estas células. Na medula Ossea, osteoblastos e
adipdcitos sdo derivados de células mesenquimais comuns ou células do
estroma. Estes dados sugerem que a apigenina age tanto nos osteoclastos,
como nos osteoblastos e adipocitos, podendo prevenir a perda dssea in vivo.

O Epimedium koreanum Nakai € uma planta usada tradicionalmente na
China para o tratamento da impoténcia e da osteoporose. Zhang et al., (2007),
analisaram o efeito do total de flavondides e de oito flavondides glicosilados
isolados do Epimedium koreanum Nakai na proliferacdo e diferenciacdo de
células calvariais semelhantes aos osteoblastos (osteoblastos like) de ratos.
Partes aéreas liofilizadas e o extrato seco do Epimedium koreanum Nakai
foram refluxados por 2 horas com agua. Apds, os extratos foram concentrados
a 0%, 30%, 50% e 95% em alcool (v/v), o que representa 5,5%, 1,7%, 1,2% e
0,2%, respectivamente. Oito flavondides foram identificados na planta, o icariin
(I, 1.5 g), baohuosideo-l (ll, 44.2mg), sagittatosideo B (lll, 31.4mg),
baohuosideo-Il (IV, 7.9mg), astragalina (V, 7.0mg),3,5,7-trihydroxy-40-
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methoxy-8-prenylflavona-3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-a-L-amnopyranoside
(VI, 34.8mg), epimedin C (VII, 23.7mg) e epimedin B (VIII, 85.8 mg).

O total de flavondides (1,2 x 102 a 6,0 x 107 mg/mL) e os flavonsides
glicosilados (2,0 x 10° a 1,0 x 10®° mol/l) exibiram uma forte inibicdo da
proliferacdo de osteoblastos primarios. Entretanto, o total de flavondides e o
icariin, principal flavonoide desta planta, promoveram a diferenciacdo dos
osteoblastos primarios e aumentaram significativamente a atividade da
fosfatase alcalina. Visto que a diferenciagdo dos osteoblastos € um ponto
crucial na formagao e remodelagem Gssea, estes resultados sugerem que os
flavondides do Epimedium koreanum Nakai podem melhorar o metabolismo
0sseo. Mas, como a relagdo entre a proliferacdo e a diferenciacdo dos
osteoblastos ainda € obscura, novos trabalhos devem ser realizados para a

melhor compreensao deste mecanismo.
2.10) CAFE E OSTEOPOROSE

Varios estudos sugerem que o consumo de café é associado com um
aumento significativo do risco de fratura, osteoporose e doenca periodontal. A
hipotese para explicar esta associagdo esta centrada no conteudo de cafeina
do café. De fato, a cafeina exerce varias a¢des farmacoldgicas e respostas
celulares no metabolismo 6sseo, resultando em um aumento da excrecdo de
calcio na urina e fezes e inibindo a proliferagcao de células osteoblastos-like in
vitro (Sakamoto et al., 2001).

O consumo de cafeina tem sido pesquisado por diminuir a densidade
mineral 6ssea (DMO) e aumentar o risco de fraturas de quadril. Em estudos
com animais, a cafeina alterou as propriedades mecéanicas do osso e a DMO
de ratas jovens OVX (Ohta et al., 2002). Pesquisadores demonstraram que a
quantidade de cafeina acima de 300 mg/dia (mais de 3 xicaras de 150 mL de
café) acelerou a perda 6ssea da espinha de mulheres idosas (Rapuri et al.,
2001). Paradoxalmente, outros estudos sugerem que nao ha associagao entre
a cafeina e a DMO e o metabolismo de calcio (Barger-Lux e Heaney, 1995).

O hormbnio da vitamina D, 1,25(0OH)2D3, € um dos mais bem
conhecidos reguladores primarios da homeostase de calcio no organismo e

regulador da formacédo e reabsorcdo 6ssea, mediados pelo osteoblastos e
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osteoclastos, respectivamente. Pesquisas demonstraram que mulheres com
uma particular variagado do receptor da vitamina D (VDR) possuem um maior
risco dos efeitos deletérios da cafeina no metabolismo 6sseo. Estes trabalhos
mostram que polimorfismos no terminal 3’ do gene VDR estéa relacionado com
a DMO, turnover e perda 6ssea (Gong et al., 1999 e Wood e Fleet, 1998).

Rapuri et al. (2006) relataram que a cafeina reduz a expressado da
proteina receptora da vitamina D e a atividade da fosfatase alcalina, estimulada
pelo 1,25(0OH)2D3 em células de osteoblastos de humanos. Neste trabalho foi
observado que o efeito da cafeina € dose dependente. Na concentragao de 0,5
mM, a cafeina nao afetou a atividade da fosfatase alcalina (ALP). Entretanto, a
concentragdo de 1,0 mM de cafeina diminuiu a atividade da ALP estimulada
pelo 1,25(0OH)2D3 em aproximadamente 50%. Na concentracdo de 1,0 mM e
10mM, a cafeina reduziu a expressao do receptor de vitamina D em 50% e
70%, respectivamente.

E bem estabelecido que niveis excessivos de glicocorticéides na
circulagao provocados por estresse cronico, hipersecre¢do, como na sindrome
de Cushing ou a terapia utilizando glicocortiddides sintéticos podem favorecer o
desenvolvimento de condigdes patoldégicas como a osteoporose (Compston,
2003).

O efeito dos glicocorticoides é mediado pela ligagdo com o seu receptor
€ 0S mecanismos pelo qual este horménio induz a osteoporose sdo multiplos,
como visto anteriormente. Os glicocorticdéides induzem o decréscimo da
proliferacdo e sintese de proteinas essenciais ao tecido 6sseo, como a
osteocalcina, osteoprogesterina, osteopontina, fibronectina. Os agonistas do
receptor do glicocorticéide também influenciam o metabolismo 6sseo,
diminuindo o numero de agao dos osteoblastos (Weinstein et al., 1998).

Focking et al. (2005), demonstraram que a cafeina aumenta a atividade
do receptor do glicocorticéide em células osteoblasticas humanas. A cafeina
aumenta a concentragdo do AMP ciclico por inibir a fosfodiesterase, enzima
que degrada o AMP (Shafer et al., 1998). Esta elevagao dos niveis de AMP
ciclico aumenta a expressao do gene que regula a sintese de glicocorticdides,
sendo este efeito dose dependente. Assim, pode-se dizer que a cafeina
potencializa a agao dos glicocorticoides e por isso os autores concluem que os

efeitos deletérios da cafeina como fator de risco para a osteoporose depende
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fortemente dos niveis de glicocorticdides nos individuos. Portanto, os efeitos
negativos da cafeina na massa 6ssea podem ser completamente diferentes
nos individuos que possuem baixos niveis de glicocorticoides na circulagao
comparado com os que possuem altos niveis deste horménio ou aqueles que
fazem tratamento utilizando glicocorticoides.

Sakamoto et al. (2001) investigaram a relagdo entre o café e o
metabolismo 6sseo em ratos da raga Wistar. Os animais foram alimentados
com dieta livres de café (grupo controle), suplementadas com baixo conteudo
de cafeina (6,2g/kg de dieta = 0,62%) e com alto valor de cafeina (1,36g/kg de
dieta (1,36%). Os autores nao encontraram diferenga significativa na mudanga
de peso corporal, marcadores bioquimicos séricos e urinarios do metabolismo
0sseo e na histomorfometria do osso entre o grupo controle e os grupos que
ingeriram café, exceto para a excrecdo de fosforo de 24 hs, que foi
significativamente maior nos grupos que possuia café na dieta comparado ao
grupo que nao continha a bebida. Em adigdo, ndo houve associagdo com os
grupos que bebiam café e diferengas no fator de necrose tumoral a e IL-6,
citocinas implicados na patogénese da perda 6ssea. Este trabalhou indicou que
o consumo de café n&o estimulou a perda dssea de ratos.

Entretanto, Ohta et al. (1999) encontraram uma pequena, mas
significante reducdo da massa 6ssea de ratos adultos OVX que consumiam
altas doses de cafeina (20 mg/kg de peso corporal).

Tassinari et al (1991), mostraram que a cafeina inibe a formacao da
matriz extracelular durante a diferenciagdo dos osteoblastos, levando a
alteragdes na ossificagao in vitro.

Segundo Harris e Dawson-Hughes (1994), uma ingestdo adequada de
calcio por mulheres na menopausa poderia proteger contra os efeitos deletérios
da cafeina no osso. Neste trabalho o aumento do consumo de café foi
relacionado com a redugdo da DMO apenas nas mulheres que consumiam
menos que 744 mg de Ca por dia.

De acordo com Weaver et al. (1999), um copo de 240 mL de café reduz,
em meédia, a retencdo de calcio em 2-3 mg, o que ndo conduziria ao
comprometimento da massa Ossea.

Um estudo duplo cego randomizado investigou o efeito da cafeina na

perda de calcio urinario de 24 hs. Os participantes consumiam apenas café
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descafeinado, mas com capsulas de cafeina ou placebo. Os pesquisadores
nao acharam diferenca significativa na perda de Ca urinario de 24 hs entre o
grupo que consumia o placebo e os que ingeriam 400 mg/dia de cafeina, que
corresponde aproximadamente a mais de 3 xicaras de 150 mL de café/dia.
Entretanto o tamanho da amostra foi pequeno (Barguer-Lux et al., 1990).

Similar concluséo foi reportada em um grupo de mulheres envolvidas em
trés periodos diferentes de consumo de cafeina (Heaney e Recker, 1994).
Entretanto, posteriores analises mostraram que ha uma perda de 4 mg de Ca
por xicara de café, indicando uma leve, mas significante diminuicdo da
eficiéncia de absorgao de calcio.

A associagédo negativa entre o consumo de cafeina e a DMO tem sido
reportada em mulheres na pré-menopausa, em particular para aquelas que
possuem uma baixa ingestdo de calcio. Conlish et al. (2000) avaliou a
associacdo entre o consumo de cafeina e a DMO em um estudo com 177
mulheres saudaveis na pré-menopausa, com idade entre 19 e 26 anos. A
ingestédo de cafeina em mg/dia foi calculada através de relatos de consumo de
café regular, café descafeinado, cha, produtos de chocolate, produtos de cola e
medicamentos. A média de ingestao de cafeina entre as mulheres foi de 99,9
mg/dia. Apos o ajuste dos fatores de confusado, que incluiram peso, indice de
massa corporal, idade, ingestado de calcio, consumo de proteina e alcool e uso
de tabaco, o consumo de 100mg de cafeina n&o foi associado com o
decréscimo da DMO. Os autores concluiram que o consumo de cafeina pelas
mulheres adultas jovens nao foi um importante fator de risco para uma baixa
DMO.

Quatro estudos de coorte sobre fraturas dsseas em mulheres na pos-
menopausa encontraram um pequeno, mas significante aumento no risco de
fraturas com o aumento do consumo de café (Hernandez-Avila et al., 1991; Kiel
et al., 1990; Meyer et al., 1997; Cummings et al., 1995). Enquanto que 1 estudo
de coorte (Johansson et al., 1992) e 2 casos controles (Cumming et al., 1994;
Tavani et al., 1995) ndo encontraram relagédo entre o consumo de cafeina e

fraturas 6sseas.
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3) OBJETIVOS

3.1) OBJETIVOS GERAIS

Avaliar os possiveis efeitos do flavonéide citrico hesperidina e de tinturas

de café em coelhos com osteoporose induzida por glicocorticoide.

3.2) OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Induzir osteoporose nos coelhos com administracdo intramuscular de

dexametasona.

b) Preparar tinturas de café, utilizando a casca e o fruto cereja desta planta.

c) Avaliar parametros bioquimicos e hematolégicos nos animais, apos

tratamento com o flavonodide hesperidina e diferentes tinturas de café.
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4) MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Biofarmacos do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal de
Vigosa (UFV). Foram utilizados 36 coelhos (Oryctulogus cuiculatos), da raga
Nova Zelandia oriundos da Cunicultura da UFV.

Os coelhos foram mantidos em gaiolas individuais em temperatura
ambiente com agua “ad libitum” e receberam cerca de 120 g/dia de racao da
marca Soma® A ragdo tinha como composicdo basica calcario calcitico, farelo
de soja, farelo de trigo, fosfato bicalcico, milho integral moido, cloreto de sddio
premix vitaminico mineral, calcio (max.) 2,20%, extrato etéreo (min.) 2,00%,
fésforo (min.) 0,4%, matéria fibrosa (max.) 15,00%, matéria mineral (max)
11,0%, proteina bruta (min.) 13,00%, umidade (max.) 13,00%, podendo
apresentar eventuais substitutos, como casca de soja moida, farelo de algodao,
farelo de arroz, farelo de arroz desengordurado, farelo de gérmen de milho,
farelo de soja integral (grdos tostados), farelo de trigo, déleo de soja
desengordurado, triguilho, caulim, sorgo integral moido e gluten de milho. A
racao era enriquecida por kg de produto pelos seguintes constituintes: acido
félico 1,40 mg, acido pantoténico 15,00 mg, coccidiostatico 30,00 mg, colina
350,00 mg, cobre 5,00 mg, cobalto 10 mg, ferro 35,00 mg, B.H.T 0,01 mg, iodo
0,30 mg, manganés 10,00 mg, vitamina A 6000,00 Ul / kg, vitamina E 30,00 Ul /
kg, zinco 60,00 mg, niacina 35,00 mg, tiamina 1,50 mg, riboflavina 3,00 mg.

Os cinco primeiros dias foram reservados para a adaptacdo dos animais
ao novo local de experimento. A seguir, foi induzida a osteoporose nos coelhos,
que consistiu na administragdo de dexametasona (DECADRON®:, fosfato
dissddico de dexametasona - forma de apresentagao: frasco-ampola de 2,5
mL, 4mg/mL), por via intramuscular, na dose de 7mg/kg de peso corporal, uma
vez por semana, durante cinco semanas em todos os animais a excegao do
grupo controle que continuou recebendo agua “ad libitum” e ragao durante todo
o periodo experimental.

Apoés o periodo de inducdo da osteoporose, os animais foram
distribuidos aleatoriamente em seis grupos contendo seis animais cada,

recebendo os seguintes tratamentos:
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G1 = Racéo + Dexametasona (Controle com osteoporose 1)
G2 = Racéo (controle)

G3 = Ragéo + Dexametasona + 1mL de Fruto cereja

G4 = Ragéo + Dexametasona + 1 mL de Casca cereja

G5 = Ragéao + Dexametasona (Controle com osteoporose 2)

G6 = Racéao + Dexametasona + 30 mg do Flavondide Hesperidina

Os grupos 1 a 4 foram representados por coelhos mais jovens, que
tinham 48 dias de idade, fémeas, e pesavam em média 1500 gramas. Os
grupos 5 e 6 por animais com 140 dias de idade, fémeas, pesavam em média
3000g Devido a diferenca de idade dos animais, provavelmente eles estavam
em periodos de remodelacdo o6ssea distintos. Assim, o experimento foi
constituido com dois grupos doentes nao tratados, o grupo 1 e o grupo 5, com
48 e 140 dias de idade, respectivamente.

O tratamento foi realizado durante 30 dias e as substancias utilizadas

foram administradas diariamente por via oral.

Coleta de material para analises

Apos 30 dias a partir da data de inicio do tratamento, todos os animais
foram eutanasiados por sobredosagem anestésica de ketamina (180 mg/Kg) e
xilasina (10mg/Kg) via intramuscular. A seguir, foram coletadas amostras de
sangue dos animais, por puncgao cardiaca, para determinagao de parametros
bioquimicos do soro (uréia, creatinina, proteinas totais, calcio, fésforo,
colesterol total, triacilglicero, glicose, fosfatase alcalina total, gama GT e
albumina) e para os parametros hematolégicos, tais como: leucdcitos,
linfécitos, mondcitos, granuldcitos, hemoglobina, volume corpuscular médio,
distribuicdo de células vermelhas, hemoglobina corpuscular média,

concentragdo de hemoglobina corpuscular média.

Analise dos constituintes sanguineos

ApoOs a coleta, parte do sangue foi acondicionado em tubos de ensaio

com EDTA para analise hematologica e a outra parte em tubos sem EDTA
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para determinacdo dos parametros bioquimicos. Sendo que as amostras de
sangue para analise bioquimica foram centrifugadas a 7100 x g por 15 minutos
a temperatura ambiente, para obtencao do soro.

As andlises hematologicas foram realizadas por um analisador
hematolégico automatico (Humacout®). Este equipamento utiliza 25 ul de
amostra de sangue para analise dos parametros hematologicos. O principio de
operagao deste analisador hematoldgico € pelo método de impedancia, ele
conta e classifica as células detectando e medindo a impedancia elétrica
quando a particula em um liquido com condutividade passa através de uma
pequena abertura. E uma maneira eletrénica de contagem das células
sanguineas.

Para determinacao dos parametros bioquimicos no soro foram utilizados
0 equipamento de dosagens multiparamétrico de bioquimica (Alizé) e “kits” da

marca Bioclin.

Analise estatistica

Os experimentos foram realizados em um delineamento inteiramente
casualizado, com seis tratamentos em seis repeti¢oes.

Cada tratamento foi comparado com os grupos osteoporéticos pelo teste
de Dunnett, considerando 5% de significancia.

Como no ensaio bioldgico foram utilizados coelhos com duas idades
distintas, as analises estatisticas foram realizadas separadamente, visto que
devido a diferenca de idade, estes animais poderiam estar em periodos de
remodelacao dssea diferenciados.

Os coelhos dos tratamentos com as tinturas de fruto cereja e casca
cereja do café, que tinham 48 dias de idade, foram comparados ao grupo
osteoporético dos animais mais jovens (G1) pelo teste de Dunnett,
considerando 5% de significancia. E os coelhos do tratamento com o
flavondide hesperidina, que possuiam 140 dias de idade, foram comparados ao
grupo osteoporotico dos animais mais adultos (G5) pelo teste de Dunnett,

considerando 5% de significancia.
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5) RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1) ANALISE DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS

Nas tabelas 1 e 2 encontram-se os valores médios de glicose e suas
porcentagens de variagcao, do soro de coelhos mais jovens (48 dias de idade) e
coelhos mais adultos (140 dias de idade), respectivamente.

De acordo com os resultados obtidos na tabela 1, o grupo tratado com a
tintura de casca cereja (G4) do café promoveu uma redugdo de 11% no
parametro glicose, e, apesar de nao ter sido significativo do ponto de vista
estatatisitico, deve-se considerar o significado clinico desta reducéo.

No entanto, o G3, representado pela tintura de fruto cereja do café,
aumentou significativamente em 48% a glicose dos animais comparados ao
G1, grupo doente nao tratado. Este dado contraria os resultados encontrados
em diverosos trabalhos que mostraram que o consumo de café pode reduzir a
glicemia em animais e em humanos (van Dam, 2006; van Dam e Hu, 2005;
Arnlév et al., 2004; van Dam e Feskens, 2002).

Entretanto, trabalhos indicam que a cafeina potencializa a funcao
deletéria do glicocorticéide (GC) no metabolismo da glicose e no metabolismo
0sseo em individuos que possuem altos niveis deste esterdide na circulagao,
aumentando os niveis de cortisol e glicose sanguineos e reduzindo a
densidade mineral 6ssea (Focking et al. 2005).

O excesso de glicocorticoides tem sido associado com a sindrome
metabdlica. O aumento na secrecdo de GC devido a um adenoma pituitario,
como na Sindrome de Cushing, e a administragéo clinica destes esterdides no
tratamento crénico e agudo de doengas inflamatérias promovem efeitos
metabdlicos adversos tais como pressao sistolica elevada, obesidade central,
niveis aumentados de lipideos circulantes e resisténcia a insulina, como
observado na sindrome metabdlica. Com relagdo ao metabolismo da glicose, a
dexametasona, farmaco do grupo dos glicocorticéides, é capaz de reduzir a
captacgao e utilizagao da glicose e aumentar a gliconeogénese, desencadeando
glicemia de rebote (Rang et al., 2003).

Porém, apenas a tintura fruto cereja promoveu o aumento dos nives de

glicose. Assim, € necessario avaliar a composi¢cao destas tinturas, pois,
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provavelmente, o conteudo de carboidarato e de cafeina da tintura fruto cereja
€ superior ao da casca cereja.

O aumento da glicemia com o uso de dexametasona pode ser
observado na tabela 1, onde os animais que receberam dexametasona e nao
foram tratados (G1) tiveram uma média de glicemia de 205,366 mg/dL e o
grupo normal (G2) 125,900 mg/dL.

Na tabela 2, observou-se que o tratamento com o flavondide hesperidina

reduziu em 5 % a glicose, n&o sendo estatisticamente significante.

Tabela 1. Valores médios de glicose (mg/dL) em soro sanguineo de
coelhos com 48 dias de idade submetidos ao tratamento com tinturas de

fruto cereja e casca cereja do café catuai vermelho.

Tratamentos Glicose %

(mg/dL) Variagao*

G1- Racao + Dexametasona (animais mais jovens) 205,366 A -

G2- Racao 125,900 B -39
G3 - Racéo + Dexametasona + 1 mL Fruto cereja 304,581 B +48
G4 - Ragdo + Dexametasona + 1 mL Casca cereja 182,346 A -1

% de variagdo em relagéo a G1 (grupo doente nao tratado)
Observacao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente nao tratado (G1).

Tabela 2. Valores médios de glicose (mg/dL) em soro sanguineo de
coelhos com 140 dias de idade submetidos ao tratamento com o

flavonéide hesperidina.

Tratamentos Glicose %

(mg/dL) Variagao*

G5- Ragdo + Dexametasona (animais mais adultos) 194,666 A -
G6 - Ragdo + Dexametasona + 30 mg Hesperidina 185,116 A -5

% de variagdo em relagéo a G5 (grupo doente nao tratado)
Observacao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente nao tratado (G5).
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Nas tabelas 3 e 4 encontram-se os valores médios de colesterol, com
suas respectivas porcentagens de variagdo do soro de coelhos jovens e
adultos, respectivamente.

Na tabela 3, observou-se que o G3, tratamento com fruto cereja,
apresentou uma redugao significativa (27%) do colesterol, comparado ao grupo
osteopordtico. O tratamento com casca cereja reduziu 13% este mesmo
parametro, mas nao foi estatisticamente significativo, porém deve ser
considerado o beneficio do valor clinico deste dado.

Alguns trabalhos demonstraram significativa correlagdo positiva entre o
consumo de café e os niveis séricos de colesterol (Rosengren et al., 2004
Urgert e Katan, 1997; Thelle et al., 1983). Porém, outros estudos nao
encontraram esta correlagao (Beynen, 1996; Mennen et al., 2002).

O efeito do café no aumento dos niveis de colesterol sérico tem sido
atribuido a presenca de diterpenos, o cafestol e o caveol. Pesquisadores
constataram que para cada 10 mg de cafestol ingeridos por dia ocorre
acréscimo do colesterol no soro em 0,13 mmol/L em modelos animais (Post et
al., 2000). Todavia, a forma que a bebida de café é ingerida é fundamental para
que haja esse efeito, uma vez que se filtrada, como aconteceu no preparo das
tinturas utilizadas neste trabalho, o cafestol e o caveol podem ficar retidos na
borra de filtrag&o.

Como ocorreu no presente trabalho, alguns estudos nao identificam
propriedade hipercolesterolémica do café, ou seja, o desenvolvimento de
doencgas cardiovasculares nao se associou ao consumo desta bebida (Beynen,
1996; Mennen et al., 2002). Adicionalmente, o café contém substancias
antioxidantes, como o acido clorogénico e o acido cafeico, que diminuem a
oxidagdo do LDL, minimizando problemas cardiovasculares (de Ross et al.,
2001).

Happonen et al. (2004), num estudo realizado com 1971 individuos,
mostraram que o consumo de café em volumes maiores que 800 mL/dia
associam-se ao aumento na incidéncia de doenca cardiovascular, mas, em
contrapartida, o consumo moderado (400-800 mL/dia) confere efeito protetor
para a mesma patologia.

As matérias primas do café utilizadas neste trabalho nao foram

preparadas como a bebida café, e sim, na forma de tinturas, portanto, nao
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sofreram o processo de torrefacdo. Na torrefacdo, parte dos ditertenos sao
degradados, com excegao do 16 0 - metilcafestal que é termicamente mais
estavel (Speer et al, 1991). Assim, pode-se dizer que o conteudo de ditertenos
nas tinturas sdo maiores do que na bebida café, entretanto, as tinturas de fruto
cereja e casca cereja desta pesquisa ndo foram capazes de aumentar o
conteudo de colesterol do soro dos animais. Pelo contrario, a tintura de fruto
cereja reduziu significamente o teor de colesterol nos animais com
osteoporose. Ademais, considerando que a dexametasona € um farmaco
capaz de aumentar os niveis de lipideos séricos por estimular a lipogénese e
inibir a lipdlise no tecido adiposo, o efeito da tintura casca cereja foi ainda mais
efetivo.

Segundo dados da tabela 4, o flavondide hesperidina reduziu em 3% os
valores de colesterol, porém n&o foi significativo.

O flavondide citrico hesperidina tem se destacado pela sua acao
antioxidante, reduzindo a oxidacado do LDL (lipoproteina de baixa densidade) e
aumentando os niveis de HDL (lipoproteina de alta densidade) séricos. O HDL,
ao contrario do LDL, tem um papel protetor contra o desenvolvimento da
aterosclerose, impedindo a oxidacdo das lipoproteinas de baixa densidade
(Oliveira et al., 2002). O fato da hesperidina nao ter promovido uma redugao
significativa no parametro colesterol dos animais com osteoporose, pode ter
sido decorrente do efeito, mencionado anteriormente, da dexametasona em
induzir um aumento dos niveis de lipideos na circulagdo sanguinea. Entretanto,
a hesperidina pode ter promovido um efeito protetor impedindo uma
hipercolesterolemia, sugerindo que o uso de substancias que contenham este
flavonodide, como as frutas citricas, sdo benéficas na protecdo de doencas

cardiovasculares em pacientes que fazem uso de glicocorticoides.
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Tabela 3. Valores médios de colesterol (mg/dL) em soro sanguineo de
coelhos com 48 dias de idade submetidos ao tratamento com tinturas de

fruto cereja e casca cereja do café catuai vermelho.

Tratamentos Colesterol %

(mg / dL) Variagao*

G1- Ragdo + Dexametasona (animais mais jovens) 124,728 A -

G2- Ragéo 59,785 B -52
G3 - Ragao + Dexametasona + 1 mL Fruto cereja 91,636 B -27
G4 - Racéo + Dexametasona + 1 mL Casca cereja 108,200 A -13

% de variacdo em relagdo a G1 (grupo doente nao tratado).
Observagao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente nao tratado (G1).

Tabela 4. Valores médios de colesterol (mg/dL) em soro sanguineo de
coelhos com 140 dias de idade submetidos ao tratamento com o

flavonodide hesperidina.

Tratamentos Colesterol %

(mg/dL) Variagao*

G5- Ragdo + Dexametasona (animais mais adultos) 66,533 A -
G6 - Racao + Dexametasona + 30 mg Hesperidina 64,775 A -3

% de variagdo em relagao a G5 (grupo doente nao tratado).
Observacao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente néo tratado (G5).

As tabelas 5 e 6 representam os valores médios de triacilglicerol, com as
porcentagens de variagdo, do soro de coelhos jovens e adultos,
respectivamente.

Observou-se, na tabela 5, que o grupo 4 (tintura casca cereja) diminuiu
em 3% os niveis de triacilglicerol, sendo este resultado ndo estatisiticamente
significativo. Ja o grupo 3 (tintura fruto cereja) aumentou significativamente em
53% o triacilglicerol.

Devido o fato dos glicocorticéides serem susténcias capazes de

aumentar os niveis de glicose sanguinea e consequentemente a producao de
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insulina, ele favorece a entrada de glicose nos tecidos hepaticos e adiposos, o
que pode favorecer o aumento dos triacliglicerideos na circulagdo (Santos et
al., 2007). Diversos autores tém proposto papel modulador dos glicocorticéides
sobre os lipidios circulantes, com aumento dos niveis plasmaticos de
triacilglicerideos por inibicdo da atividade da lipoproteina-lipase (Bagdade et al.,
1976, Franco-Colin et al., 2000) e aumento dos niveis de acidos graxos nao
esterificados pela ativagédo da lipase sensivel a horménio (Slavin et al., 1994).

Em adigédo, como visto anteriormente no resultado da tintura fruto cereja
para o parametro glicose, a cafeina presente no café pode potencializar o efeito
da dexametasona em aumentar os niveis de (glicose séricos, e
consequentemente, os triacilglicerideos.

Na tabela 6, o grupo tratado com hesperidina promoveu uma redugao
significativa de 37% do parametro triacilglicerol comparado ao grupo que
recebeu dexametasona e nao foi tratado (G5).

Chiba et al. (2003) testaram o efeito do flavondide citrico hesperidina na
inibicdo da perda o6ssea e diminuicdo dos lipidios séricos e hepaticos em
camundongos OVX. A hesperidina foi capaz de reduzir os niveis de colesterol
total e triglicerideos no soro e no figado, quando comparados ao grupo OVX.

Estes dados indicam que o efeito deste flavondide citrico pode ser util na

reducao dos triacilglicerideos na terapia com glicocorticéides.

Tabela 5. Valores médios de triacilglicerol (mg/dL) em soro sanguineo de
coelhos com 48 dias de idade submetidos ao tratamento com tinturas de

fruto cereja e casca cereja do café catuai vermelho.

Tratamentos Triacilglicerol %

(mg / dL) Variagao*

G1- Ragédo + Dexametasona (animais mais jovens) 117,02 A -
G2- Ragéo 83,950 B -28
G3 - Racgao + Dexametasona + 1 mL Fruto cereja 179,50 B +54
G4 - Ragdo + Dexametasona + 1 mL Casca cereja 113,90 A -3

% de variacdo em relagdo a G1 (grupo doente nao tratado).
Observagao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente nao tratado (G1).
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Tabela 6. Valores médios de triacilglicerol (mg/dL) em soro sanguineo de
coelhos com 140 dias de idade submetidos ao tratamento com o

flavonodide hesperidina.

Tratamentos Triacilglicerol %

(mg / dL) Variagao*

G5- Racgédo + Dexametasona (animais mais adultos) 154,941 A -
G6 - Ragdo + Dexametasona + 30 mg Hesperidina 97,928 B -37

% de variacdo em relagdo a G5 (grupo doente nao tratado).
Observagao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente néo tratado (G5).

As tabelas 7 e 8 representam os valores médios de proteinas totais, com
as porcentagens de variagao, do soro de coelhos com 48 e 140 dias de idade,
respectivamente.

De acordo com os resultados obtidos na tabela 7, os grupos 3 e 4
aumentaram 3% e 5%, respectivamente, as concentragdes de proteinas totais.
Porém estas variagbes nao foram estatisticamente significantes quando
comparado ao G1.

Na tabela 8, o grupo tratado com hesperidina apresentou uma redugao
de 8% na concentragao de proteinas totais, que também néo foi significativo.

Portanto, os tratamentos com tintura de café e com hesperidina nao
influenciaram os niveis de proteinas totais nos animais que receberam
dexametasona.

Os GCs atuam normalmente sobre o metabolismo dos carboidratos,
proteinas e gorduras e sao secretados em maiores quantidades em situagdes
traumaticas e estressantes. Aumento nas concentracbes plasmaticas de
proteinas e albumina foi observado por Santos et al., (2007) em ratos
submetidos a administragcdo de dexametasona. Entretanto, considerando os
resultados da tabela 7, as concentragdes de proteinas foram significativamente

maiores no grupo controle, indicando que o Gc ndo aumentou este parametro.

141



Tabela 7. Valores médios de proteinas totais (g/L) em soro sanguineo de
coelhos com 48 dias de idade submetidos ao tratamento com tinturas de

fruto cereja e casca cereja do café catuai vermelho.

Tratamentos Proteinas totais %
(g/L) Variagao*
G1- Ragdo + Dexametasona (animais mais jovens) 55,200 A -
G2- Ragéo 64,566 B +17
G3 - Ragao + Dexametasona + 1 mL Fruto cereja 56,750 A +3
G4 - Ragéo + Dexametasona + 1 mL Casca cereja 57,660 A +5

% de variacdo em relagdo a G1 (grupo doente nao tratado).
Observagao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente néo tratado (G1).

Tabela 8. Valores médios de proteinas totais (g/L) em soro sanguineo de
coelhos com 140 dias de idade submetidos ao tratamento com o

flavondide hesperidina.

Tratamentos Proteinas totais %
(g/L) Variagao*
G5- Ragao + Dexametasona (animais mais adultos) 63,883 A -
G6 - Racgao + Dexametasona + 30 mg Hesperidina 58,250 A -8

% de variagdo em relagdo a G5 (grupo doente nao tratado).
Observacao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente nao tratado (G5).

Nas tabelas 9 e 10, encontram-se os valores médios de albumina, com
suas respectivas porcentagens de variagdo do soro de coelhos jovens e
adultos, respectivamente.

Na tabela 9, observou-se que o grupo tratado com a tintura casca cereja
de café aumentou 3% as concentragbes de albumina no soro, porém este
resultado ndo foi estatisticamente significante.

O tratamento com hesperidina, na tabela 10, reduziu em 7% os niveis de

albumina no soro dos coelhos, entretanto, este valor ndo foi significativo.
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Portanto, nenhum tratamento afetou significativamente os niveis de albumina
no soro.

A albumina &€ uma proteina produzida pelo figado. Ela transporta
nutrientes, medicamentos e fitoterapicos no plasma sanguineo. A excre¢ao da
albumina pela urina (proteinuria) indica uma importante alteragao pela qual as
doencgas renais se manifestam. Isto mostra a importancia da conservagao das
proteinas no sangue pelo rim. Quando a albumina encontra-se baixo no
sangue, o transporte de nutrientes, e sua consequente absorgdo, ficam
comprometidos. Assim, a quantidade de nutrientes importantes para o tecido
0sseo, como minerais (Ca, F, P), vitaminas (vitamina C, que participa da
sintese do colageno) e proteinas torna-se menos disponiveis para este tecido.
Em adicdo, o transporte de medicamentos e fitoterapicos uteis para o
tratamento de diversas patologias, dentre elas a osteoporose, também podem

ficar comprometidos.

Tabela 9. Valores médios de albumina (g/L) em soro sanguineo de
coelhos com 48 dias de idade submetidos ao tratamento com tinturas de

fruto cereja e casca cereja do café catuai vermelho.

Tratamentos Albumina %
(g/L) Variagao*
G1- Ragdo + Dexametasona (animais mais jovens) 3,475 A -
G2- Ragéo 3,886 B +12
G3 - Ragao + Dexametasona + 1 mL Fruto cereja 3,478 A 0
G4 - Ragéo + Dexametasona + 1 mL Casca cereja 3,580 A +3

% de variagdo em relagdo a G1 (grupo doente nao tratado).
Observagao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente néo tratado (G1).
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Tabela 10. Valores médios de albumina (g/L) em soro sanguineo de
coelhos com 140 dias de idade submetidos ao tratamento com o

flavonodide hesperidina.

Tratamentos Albumina %
(g/L) Variagao*
G5- Racgédo + Dexametasona (animais mais adultos) 3,798 A -
G6 - Ragdo + Dexametasona + 30 mg Hesperidina 3,536 A -7

% de variacdo em relagdo a G5 (grupo doente nao tratado).
Observagao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente néo tratado (G5).

As tabelas 11 e 12 representam os valores médios de gama GT, com
suas respectivas porcentagens de variagdo, do soro de coelhos jovens e
adultos, respectivamente.

Observou-se, nas tabelas 11 e 12, que os tratamentos com fruto cereja,
casca cereja e hesperidina reduziram as concentracbes de gama GT em 5%,
20% e 15%, respectivamente, embora ndo tenha sido significativo.

A gama glutamil transferase (gama-GT) catalisa a transferéncia do acido
glutdmico de um peptideo para outro, ligando-o sempre ao grupo gama-
carboxilico. Essa enzima parece também, faciltar a transferéncia
transmembrana do acido glutdmico. A determinacédo da atividade da gama-GT
€ util na avaliagdo das hepatopatias agudas e crénicas, estando a atividade
enzimatica elevada nos quadros de colestase intra ou extra-hepatica. Os niveis
de gama-GT também se elevam na doenga hepatica alcodlica aguda ou
cronica e nas neoplasias primarias ou metastaticas. Eventualmente, a dosagem
da atividade de gama-GT pode ser utilizada na comprovagao do uso de alcool

pelo paciente.
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Tabela 11. Valores médios de gama GT (Ul) em soro sanguineo de coelhos
com 48 dias de idade submetidos ao tratamento com tinturas de fruto

cereja e casca cereja do café catuai vermelho.

Tratamentos Gama GT %
(Ul) Variagao*
G1- Ragdo + Dexametasona (animais mais jovens) 20,148 A -
G2- Ragéo 14,186 A -30
G3 - Ragao + Dexametasona + 1 mL Fruto cereja 19,438 A -5
G4 - Ragéo + Dexametasona + 1 mL Casca cereja 16,120 A -20

% de variacdo em relagdo a G1 (grupo doente nao tratado).
Observagao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente néo tratado (G1).

Tabela 12. Valores médios de gama GT (Ul) em soro sanguineo de coelhos

com 140 dias de idade submetidos ao tratamento com o flavondide

hesperidina.
Tratamentos Gama GT %
(Ul) Variagao*
G5- Ragédo + Dexametasona (animais mais adultos) 10,671 A -
G6 - Ragdo + Dexametasona + 30 mg Hesperidina 9,305 A -13

% de variacdo em relagdo a G5 (grupo doente nao tratado).
Observagao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente nao tratado (G5).

As tabelas 13 e 14 representam os valores médios de fosfatase alcalina
totais, com suas respectivas porcentagens de variacdo, do soro de coelhos
jovens e adultos, respectivamente.

Observou-se, nas tabela 13 e 14, que os tratamentos com fruto cereja,
casca cereja e hesperidina reduziram as concentragdes de fosfatase alcalina
total em 8%, 6% e 19%, respectivamente, porém estes resultados nao foram
estatisticamente significativos.

E importante ressaltar que o grupo controle, que recebeu apenas racao,

apresentou valores significativamente maiores de fosfatase alcalina total
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comparado ao grupo doente nao tratado. Nos animais mais jovens, com 48
dias de idade, este aumento foi de 29%. Como a fosfatase alcalina total € um
biomarcador de formacado Ossea, estes resultados sugerem que a densidade
O0ssea dos animais com dexametasona nao tratados foram menores
comparados ao grupo controle.

A fosfatase alcalina total € um biomarcador de formacgao éssea, que é
medida através de sua atividade e corresponde a soma das diversas isoformas
presentes no soro. Mais de 90% do seu valor corresponde as isoformas
hepatica e dssea. Entretanto, quando se busca uma maior sensibilidade e
especificidade para avaliar o tecido 6sseo, € mais indicado avaliar a fosfatase
alcalina 6ssea. A medida da isoforma O0ssea-especifica tem vantagens sobre a
total uma vez que, além de nao sofrer influéncias hepaticas, é mais sensivel a
pequenas variacdes no pool circulante. A fosfatase alcalina sérica total, por sua
vez, é relativamente estavel, facil e menos onerosa de medir, mas nao é
especifica para o0 0sso, pois um unico gene produz a mesma enzima no figado,
rim e intestino, além do osso. Entretanto, na exclusdo de doengas hepaticas, a
dosagem da fosfatase alcalina total apresenta boa correlagdo com a fosfatase
alcalina 6ssea (Fernandes, 1996).

Os tratamentos com tinturas de café nao influenciaram os niveis de
fosfatase alcalina total quando comparados ao grupo doente ndo tratado.
Entretanto, os efeitos do café, em particular da cafeina, no metabolismo 6sseo
sao controversos.

O hormbnio da vitamina D, 1,25(0OH)2D3, € um dos mais bem
conhecidos reguladores primarios da homeostase de calcio no organismo e
regulador da formacgédo e reabsor¢cdo 6ssea, mediados pelo osteoblastos e
osteoclastos, respectivamente. Pesquisas demonstraram que mulheres com
uma particular variagado do receptor da vitamina D (VDR) possuem um maior
risco dos efeitos deletérios da cafeina no metabolismo 0sseo. Estes trabalhos
mostram que polimorfismos no terminal 3’ do gene VDR esta relacionado com
a DMO, turnover e perda 6ssea (Gong et al., 1999 e Wood e Fleet, 1998).

Entretanto, pesquisas de Rapuri et al. (2006) relataram que a cafeina
reduz a expressdo da proteina receptora da vitamina D e a atividade da
fosfatase alcalina, estimulada pelo 1,25(0OH)2D3 em células de osteoblastos de

humanos. Segundo estes autores, o consumo de cafeina € um fator de risco
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para a osteoporose e provoca um decréscimo da densidade mineral 6ssea. O
efeito da cafeina é dose dependente. Na concentracdo de 0,5 mM, a cafeina
nao afetou a atividade da fosfatase alcalina total. Entretanto, a concentragao de
1,0 mM de cafeina diminuiu a atividade da ALP estimulada pelo 1,25(0OH)2D3
em aproximadamente 50%. Na concentragcado de 1,0 mM e 10mM, a cafeina
reduziu a expressdo do receptor de vitamina D em 50% e 70%,
respectivamente.

Pesquisadores demonstraram que a quantidade de cafeina acima de
300 mg/dia (mais de 3 xicaras de 150 mL de café) acelerou a perda éssea da
espinha de mulheres idosas (Rapuri et al., 2001).

Alguns flavonoides, tém sido investigados no tratamento da osteoporose.
Evidéncias indicam que os flavondides se ligam a receptores B do estrogénio,
estimulam in vitro a sintese protéica de células osteoblasticas e seu uso por
mulheres na pods-menopausa aumenta a concentragdo de osteocalcina,
marcador de formacdo Ossea que reflete um aumento da atividade
osteoblastica (Moreira, 2004).

O tratamento, in vivo, com a isoflavona genisteina, aumentou a DMO e
0s niveis séricos de fosfatase alcalina 6ssea, fosfatase acida e osteocalcina do
fémur de camundongos OVX. Enquanto que os de interleucina 1 e do fator de
necrose tumoral, citocinas inflamatdrias, diminuiram. Sendo que o aumento da
fosfatase alcalina dssea e da osteocalcina no grupo que recebeu genisteina foi
maior do que no grupo tratado com estradiol (Li e Yu, 2003).

Son et al. (2007) mostraram que a quercetina acelera a apoptose de
linhagens de células osteoblasticas MC3T3-E1 induzidas pelo TNF-a.

Pesquisas indicam que o kaempferol é um potente agente
antiosteoclastogénicos in vivo, agindo especificamente antagonizando a agéo
da familia de receptores TNF nas células 6sseas em dois niveis distintos,
inibindo a produgdo de citocinas osteoclastogénicas pelos osteoblastos e
atenuando a diferenciagcdo de células precursoras de osteoclastos (Pang et al.
2006).
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Tabela 13. Valores médios de fosfatase alcalina total (Ul) em soro
sanguineo de coelhos com 48 dias de idade submetidos ao tratamento

com tinturas de fruto cereja e casca cereja do café catuai vermelho.

Tratamentos Fosfatase alcalina total %
(Ul) Variagao*
G1- Ragdo + Dexametasona (animais mais jovens) 189,750 A -
G2- Ragéo 242 975 B +29
G3 - Ragao + Dexametasona + 1 mL Fruto cereja 173,388 A -8
G4 - Racéo + Dexametasona + 1 mL Casca cereja 177,750 A -6

% de variacdo em relagdo a G1 (grupo doente nao tratado).
Observagao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente néo tratado (G1).

Tabela 14. Valores médios de fosfatase alcalina total (U/l) em soro
sanguineo de coelhos com 140 dias de idade submetidos ao tratamento

com o flavonédide hesperidina.

Tratamentos Fosfatase alcalina total %
(ufn Variagao*
G5- Ragdo + Dexametasona (animais mais adultos) 119,486 A -
G6 - Racao + Dexametasona + 30 mg Hesperidina 97,166 A -19

% de variagdo em relagdo a G5 (grupo doente nao tratado).
Observagao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente nao tratado (G5).

As tabelas 15 e 16 representam os valores médios de calcio, com as
porcentagens de variagdo, do soro de coelhos com 48 e 140 dias de idade,
respectivamente.

Os tratamentos com as tinturas de fruto cereja e casca cereja do cafe,
na tabela 15, demonstrou reducdes de 3 e 2%, respectivamente, nos teores de
calcio no soro, sendo que estes valores nao foram estatisticamente

significativos.
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Na tabela 16, o tratamento com hesperidina resultou em uma reducgao de
3% das concentragdes de calcio no soro dos animais, embora nao tenha sido
significativo.

As concentragdes de calcio nos fluidos intra e extracelular estdo sob um
preciso controle homeostatico. A concentracdo deste mineral no plasma é
regulada, principalmente, pelo sistema vitamina D — paratorménio (PTH).
Quando a concentragao de calcio no plasma abaixa, a glandula da paratiredide
€ estimulada a secretar PTH, que por sua vez, estimula a conversado de 25-OH-
D; a 1,25-(OH)-D3; nos rins (forma ativa da vitamina D). Esta, estimula a
absorgao de calcio no intestino e, juntamente com o paratorménio, aumenta a
mobilizacdo de calcio dos ossos, por ativar os osteoclastos, e aumenta a
reabsorcao de calcio nos tubulos renais.

Quando a concentragcdo de calcio no sangue se eleva em resposta a
uma absorcdo de calcio aumentada, reabsor¢cdo renal aumentada ou
mobilizagdo 6ssea, o limiar renal de excrecdo € alterado e o calcio extra &
excretado na urina.

Portanto, a medida do calcio sérico ndo € muito util para avaliar a
quantidade deste mineral no 0sso, pois 0 processo de regulagao deste mineral
prioriza a manutencao de niveis adequados de calcio no plasma.

Pinto (2004), analisando o efeito do bifosfonato alendronato de sodio, da
estatina atorvastatina calcica e do flavondide ipriflavona isoladamente e em
associagao na osteoporose induzida pelo glicocorticéide dexametasona em
ratas da raca Wistar, ndo obteve resultados estatisticamente diferentes entre o
grupo osteoporético, o normal e os tratados com relagéo aos valores séricos de
célcio, fosforo e fosfatase alcalina 6ssea.

Silva (2006) nao encontrou diferengas significativas nos niveis de calcio,
fésforo e magnésio entre o grupo de ratos osteoporéticos € os normais
avaliando o efeito do alendronato de sodio, atorvastatina calcica e dos
flavondides ipriflavona e rutina na osteoporose induzida pelo glicocorticoide

dexametasona em ratas da raca Wistar.
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Tabela 15. Valores médios de calcio (mg/dL) em soro sanguineo de
coelhos com 48 dias de idade submetidos ao tratamento com tinturas de

fruto cereja e casca cereja do café catuai vermelho.

Tratamentos Calcio %
(mg/dL) Variagao*
G1- Ragdo + Dexametasona (animais mais jovens) 10,700 A -
G2- Ragéo 11,150 A +4
G3 - Ragao + Dexametasona + 1 mL Fruto cereja 10,420 A -3
G4 - Ragéo + Dexametasona + 1 mL Casca cereja 10,572 A -2

% de variacdo em relagdo a G1 (grupo doente nao tratado).
Observagao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente néo tratado (G1).

Tabela 16. Valores médios de calcio (mg/dL) em soro sanguineo de
coelhos com 140 dias de idade submetidos ao tratamento com o

flavonoide hesperidina.

Tratamentos Calcio %
(mg/dL) Variagao*
G5- Ragdo + Dexametasona (animais mais adultos) 10,833 A -
G6 - Racao + Dexametasona + 30 mg Hesperidina 10,750 A -1

% de variagdo em relagdo a G5 (grupo doente nao tratado).
Observagao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente nao tratado (G5).

Nas tabelas 16 e 17 estdo representados os valores médios de fésforo,
com as porcentagens de variagdo, do soro de coelhos com 48 e 140 dias de
idade, respectivamente.

De acordo com os resultados obtidos para fosforo, observou-se, na
tabela 16, que o tratamento com a tintura casca cereja reduziu em 2% as
concentracdes deste parametro no soro, porém nao foi estatisticamente
significante. E que o tratamento com fruto cereja aumentou significativamente,
em 37% as concentragdes do fésforo no soro. Este resultado sugere que o

tratamento com a tintura fruto cereja do café pode aumentar as concentragdes
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de fésforo na circulagdo sanguinea. A cafeina, que provavelmente, esta mais
presente na tintura de fruto cereja do que na casca cereja, aumenta a produgao
de AMPc, assim, pode estimular a hidrélise do ATP, liberando o grupo fosfato.
Porém, assim, como o calcio, o fosforo também possui uma homeostase muito
precisa, assim, os niveis de fosforo plasmaticos ndo sido representativos do
conteudo deste mineral no osso.

O grupo controle obteve um nivel significativamente maior de fésforo no
soro quando comparado ao grupo doente nao tratado.

O grupo tratado com hesperidina, na tabela 17, resultou em uma
reducao de 10% do fésforo no soro, porém, este valor nao foi estatisticamente

significante.

Tabela 17. Valores médios de fésforo (mg/dL) em soro sanguineo de
coelhos com 48 dias de idade submetidos ao tratamento com tinturas de

fruto cereja e casca cereja do café catuai vermelho.

Tratamentos Fésforo %
(mg/dL) Variagao*
G1- Ragdo + Dexametasona (animais mais jovens) 7,270 A -
G2- Ragéo 8,998 B +24
G3 - Ragao + Dexametasona + 1 mL Fruto cereja 9,950 B +37
G4 - Ragdo + Dexametasona + 1 mL Casca cereja 7,160 A -2

% de variagdo em relacdo a G1 (grupo doente nao tratado).
Observagao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente néo tratado (G1).
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Tabela 18. Valores médios de fésforo (mg/dL) em soro sanguineo de
coelhos com 140 dias de idade submetidos ao tratamento com o

flavonodide hesperidina.

Tratamentos Fésforo %
(mg/dL) Variagao*
G5- Ragao + Dexametasona (animais mais adultos) 7,116 A -
G6 - Racéo + Dexametasona + 30 mg Hesperidina 6,453 A -10

% de variacdo em relagdo a G5 (grupo doente nao tratado).
Observacao: Letras iguais nao diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente nao tratado (G5).

Nas tabelas 19 e 20 estdo representados os valores médios de uréia,
com as porcentagens de variagado, do soro de coelhos com 48 e 140 dias de
idade, respectivamente.

Para o parédmetro uréia, os tratamentos com fruto cereja e casca cereja
reduziram em 13 e 8%, respectivamente, embora n&do tenha sido significativo
em termos estatisticos.

O grupo tratado com hesperidina obteve uma redugao significativa de
24% nos niveis de uréia no soro dos animais.

A uréia € um produto do catabolismo de aminoacidos e proteinas.
Gerada no figado, € a principal fonte de excre¢ao do nitrogénio do organismo.
E difundida através da maioria das membranas celulares, e a sua maior parte é
excretada pela urina, sendo que pequenas quantidades podem ser excretadas
pelo suor e degradadas por bactérias intestinais. E livremente filtrada pelos
glomérulos e é dependente da velocidade do fluxo urinario, ligado diretamente
ao grau de hidratagcdo. Grande parte da ureia filtrada € reabsorvida
passivamente nos tubulos proximais. No individuo saudavel, sua concentragao
varia de acordo com diferentes fatores tais como o conteudo protéico da dieta e
a hidratacao.

Apesar de ser um marcador da fungao renal, é considerada menos
eficiente do que a creatinina pelos diferentes fatores nio-renais que podem

afetar sua concentracido. No entanto, sua elevacao é mais precoce, e ndo sofre
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com a variagdo da massa muscular. A avaliagdo conjunta com a creatinina é

util no diagnéstico diferencial das causas de lesao renal.

Tabela 19. Valores médios de uréia (mg/dL) em soro sanguineo de
coelhos com 48 dias de idade submetidos ao tratamento com tinturas de

fruto cereja e casca cereja do café catuai vermelho.

Tratamentos Uréia %
(mg/dL) Variagao*
G1- Ragdo + Dexametasona (animais mais jovens) 33,383 A -
G2- Ragao 48,933 B +47
G3 - Racéo + Dexametasona + 1 mL Fruto cereja 29,200 A -13
G4 - Racao + Dexametasona + 1 mL Casca cereja 30,888 A -8

% de variagdo em relagcdo a G1 (grupo doente nao tratado).
Observagéo: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente néo tratado (G1).

Tabela 20. Valores médios de uréia (mg/dL) em soro sanguineo de
coelhos com 140 dias de idade submetidos ao tratamento com o

flavondide hesperidina.

Tratamentos Uréia %
(mg/dL) Variagao*
G5- Ragdo + Dexametasona (animais mais adultos) 35,450 A -
G6 - Racgao + Dexametasona + 30 mg Hesperidina 26,808 B -24

% de variagdo em relagdo a G5 (grupo doente nao tratado).
Observacao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente nao tratado (G5).

Nas tabelas 21 e 22 estdo representados os valores médios de
creatinina, com as porcentagens de variagao, do soro de coelhos com 48 e 140
dias de idade, respectivamente.

Com relagao a creatinina, observou-se que os grupos 3 e 4 na tabela 20,
tratados com tinturas de café, apresentaram um aumento de 6% e 16%,

respectivamente, embora n&o tenham sido significativos estatisticamente.
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O tratamento com hesperidina promoveu uma diminuicdo de 3% dos
valores de creatinina no soro dos animais, porém, nao foi estatisticamente
significativo.

A creatinina € um produto da degradacdo da fosfocreatina (creatina
fosforilada) no musculo, e é geralmente produzida em uma taxa praticamente
constante pelo organismo, dependendo da massa muscular do individuo. A
medida da concentracdo de creatinina no soro sanguineo € um teste mais
preciso que a uréia como indicador da funcao renal. Entretanto, um aumento
nos niveis de creatinina no sangue € observado somente quando ha um dano
aos néfrons funcionantes. Logo este teste ndo é adequado para detectar uma
doenga renal em seu estagio inicial. Uma estimativa melhor da funcdo renal é
dada pelo teste de depuragdo de creatinina. A depuragédo (clearance) de
creatinina pode ser calculada precisamente usando a concentracido de
creatinina no soro sanguineo e alguns variaveis, como, sexo, idade, peso e

raca.

Tabela 21. Valores médios de creatinina (mg/dL) em soro sanguineo de
coelhos com 48 dias de idade submetidos ao tratamento com tinturas de

fruto cereja e casca cereja do café catuai vermelho.

Tratamentos Creatinina %
(mg/dL) Variagao*
G1- Ragdo + Dexametasona (animais mais jovens) 1,421 A -
G2- Ragéo 1,630 A +15
G3 - Ragédo + Dexametasona + 1 mL Fruto cereja 1,510 A +6
G4 - Ragéo + Dexametasona + 1 mL Casca cereja 1,654 A +16

% de variagdo em relagdo a G1 (grupo doente nao tratado).
Observagao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente néo tratado (G1).
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Tabela 22. Valores médios de creatinina (mg/dL) em soro sanguineo de
coelhos com 140 dias de idade submetidos ao tratamento com o

flavonodide hesperidina.

Tratamentos Creatinina %
(mg/dL) Variagao*
G5- Racgédo + Dexametasona (animais mais adultos) 1,783 A -
G6 - Racéo + Dexametasona + 30 mg Hesperidina 1,738 A -3

% de variacdo em relagdo a G5 (grupo doente nao tratado).
Observacao: Letras iguais nao diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente nao tratado (G5).
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5.2) ANALISE DOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS

O sangue é uma suspensao de células (glébulos brancos, vermelhos e
plaguetas) em um liquido chamado plasma, que é constituido por agua, sais
minerais, vitaminas, proteinas e lipideos (Verrastro et al., 2005).

Os globulos vermelhos, brancos e plaquetas tém sua origem, apds o
nascimento, na medula de todos os 0ssos, mas no adulto, apenas 0s 0ssos
chatos (esponjosos) compreendem o 6rgdo hematopoético (Verrastro et al.,
2005).

As primeiras células formadas sdo células totipotentes, que podem
originar as demais células, quer da linhagem vermelha, branca ou placentaria
(Verrastro et al., 2005).

As células que participam da remodelagdo Ossea possuem origens
distintas. Os osteoblastos, derivam da linhagem de células mesenquimais,
enquanto os osteoclastos, provém de unidades formadoras comuns de
granulécitos e macrofagos da medula é6ssea denominadas de UFC-GM
(linhagem linfécito-mondcito-macréfago-osteoclasto). Assim, pode-se dizer que
o processo de formagao dssea € formado por células préprias do tecido dsseo,
que preenchem a lacuna de reabsorgdo com a sintese de matriz colagenosa.
Ja a reabsorcao Ossea € formada por células que n&o sao proprias do tecido
0sseo. Sao células de linhagem sangulinea que s&o atraidas a superficie éssea
para dar inicio ao processo reabsortivo (Fernandes et al., 1996).

Assim, como as células sanguineas e os osteoclastos derivam de um
local comum, a medula éssea, é plausivel que a hematopoiese e a
osteoclastogénese podem estar sobre as mesmas influéncias, sofrendo
interferéncia de substancias localmente produzidas, como as citocinas. Estas
possibilitam o recrutamento das células progenitoras e a ativagdo ou depressao
do processo de remodelagcdo, tanto em relacdo a formagdo quanto a
reabsorgcéo 0ssea (Fernandes et al., 1996).

Assim, a avaliagcdo do hemograma completo pode ser util para o
rastreamento das causas da osteoporose, principalmente, se esta for de origem
secundaria, como a que foi induzida neste trabalho nos animais por

glicocorticoide.
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O hemograma é o nome dado ao conjunto de avaliagbes das células do
sangue que, reunido aos dados clinicos, permite conclusdes diagndsticas e
prognésticas de grande numero de patologias. O hemograma é composto por
trés determinagdes basicas que incluem as avaliagdes do leucograma (ou série
branca), o eritrograma (ou série vermelha) e das plaquetas (Lorenzi, 2003).

O leucograma é a parte do hemograma que inclui a avaliacdo dos
glébulos brancos, que podem ser classificados em granulécitos (neutrofilos,
eosindfilos e basofilos) e pelos ndo granulécitos (linfocitos e mondcitos). Este
exame € indicado para o diagndstico e acompanhamento de processos
infecciosos, inflamatdrios, alérgicos, toxicos e neoplasicos.

Ja o eritrograma avalia especificamente a série vermelha, através dos
seguintes parametros: numeros de globulos vermelhos, dosagens de
hemoglobina e hematdcritos e indices hematimétricos.

Nas tabelas 23 e 24 encontram-se os valores médios de leucdcitos totais
e suas porcentagens de variagao, do soro de coelhos mais jovens (48 dias de
idade) e coelhos mais adultos (140 dias de idade), respectivamente.

De acordo com os resultados obtidos na tabela 23, o tratamento com a
tintura de café casca cereja reduziu o numero de leucécitos em 33%, mas este
valor nao foi estatisticamente significativo. Ja o tratamento com fruto cereja
promoveu um aumento significativo de 159% neste mesmo parametro.

O tratamento com o flavondide hesperidina ndo provocou alteragcao
significativa no numero de leucdcitos, comparado ao grupo doente nao tratado.

A inflamagcdo é uma reagao caracterizada por reacdo de vasos
sanguineos, levando ao aumento de fluidos e leucécitos com objetivos de
destruir, diluir e isolar os agentes lesivos.

O medicamento utilizado como indutor da osteoporose, a dexametasona,
€ considerada uma droga imunossupressora e antiinflamatoria. Portanto, este
glicocorticoide promove uma diminuicdo do numero de leucdcitos. De fato,
como observado nas tabelas 23 e 24, os menores valores de leucécitos, com
excegao do tratamento com a tintura casca cereja, ocorreram no grupo doente
nao tratado, onde apenas foi administrado o glicocorticoide.

Nao estdo bem estabelecidos os valores normais de leucdécitos para
coelhos, porém, a tintura fruto cereja aumentou significativamente estes

valores, indicando a presencga de um processo inflamatério.
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Tabela 23. Valores médios de leucécitos totais (10°y) em soro sanguineo
de coelhos com 48 dias de idade submetidos ao tratamento com tinturas

de fruto cereja e casca cereja do café catuai vermelho.

Tratamentos Leucécitos %
(10°w) Variagio*
G1- Ragdo + Dexametasona (animais mais jovens) 5,4933 A -
G2- Ragéo 9,6617 B 76
G3 - Ragao + Dexametasona + 1 mL Fruto cereja 14,2333 B 159
G4 - Racéo + Dexametasona + 1 mL Casca cereja 3,5500 A -33

% de variacdo em relagdo a G1 (grupo doente nao tratado).
Observagao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente néo tratado (G1).

Tabela 24. Valores médios de leucécitos totais (10°y) em soro sanguineo
de coelhos com 140 dias de idade submetidos ao tratamento com o

flavonodide hesperidina.

Tratamentos Leucécitos %
(10°w) Variagio*
G5- Ragdo + Dexametasona (animais mais adultos) 7,9900 A -
G6 - Racéo + Dexametasona + 30 mg Hesperidina 8,0450 A 1

% de variacdo em relagdo a G5 (grupo doente nao tratado).
Observacao: Letras iguais nao diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente nao tratado (G5).

As tabelas 25 e 26 representam os valores médios de linfocitos com
suas porcentagens de variagéo, do soro de coelhos mais jovens e coelhos mais
adultos, respectivamente.

O tratamento com fruto cereja aumentou o numero de linfocitos em 43%
e a tintura de casca cereja diminuiu este mesmo parametro em 34%, porém
estes valores ndo foram significativos estatisticamente, quando comparados ao

grupo que recebeu apenas dexametasona e nao foi tratado (G1).
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Na tabela 26, o tratamento com hesperidina, assim como a casca cereja,
diminuiu em 34% o numero de linfécitos, e este valor também n&o foi
significativo quando comparado ao grupo osteoporatico.

Como observado nos leucécitos, o grupo tratado apenas com o
glicocorticéide foi o que apresentou menores valores de linfécitos, fato
explicado pela funcéo antiinflamatéria da dexametasona.

Os linfocitos sdo encontrados no sangue contribuindo para 20-30% dos
leucécitos. Esta percentagem varia muito de acordo com a saude do individuo.
Em casos de depressao, estresse, esta percentagem decresce, ou no caso de
uma infecgao viral, esta percentagem eleva consideravelmente. Numa rejeicao
de transplante, também observamos grande aumento de linfécitos (Lorenzi,
2003).

Os linfécitos ndo sédo formados exclusivamente na medula, como os
demais leucécitos presentes no sangue, nem sao derivados dos mieloblastos,
como aqueles. Sua formagado ocorre, durante todo o tempo, em diversos
orgaos ou estruturas de nosso corpo que apresentam os denominados tecidos
linféides: ganglios linfaticos, amigdalas, adendides, timo, baco, etc (Verrastro,
2005).

Tabela 25. Valores médios de linfocitos (10°y) em soro sanguineo de
coelhos com 48 dias de idade submetidos ao tratamento com tinturas de

fruto cereja e casca cereja do café catuai vermelho.

Tratamentos Linfécitos (10°p) %
Variagao*
G1- Ragéo + Dexametasona (animais mais jovens) 2,1600 A -
G2- Ragéo 5,2167 B 142
G3 - Racéo + Dexametasona + 1 mL Fruto cereja 3,0867 A 43
G4 - Ragdo + Dexametasona + 1 mL Casca cereja 1,4317 A -34

% de variagdo em relagéo a G1 (grupo doente nao tratado).
Observacao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente néo tratado (G1).
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Tabela 26. Valores médios de linfécitos (10°u) em soro sanguineo de
coelhos com 140 dias de idade submetidos ao tratamento com o

flavonodide hesperidina.

Tratamentos Linfocitos (10°p) %
Variagao*
G5- Ragdo + Dexametasona (animais mais adultos) 3,3333 A -
G6 - Ragdo + Dexametasona + 30 mg Hesperidina 2,2000 A -34

% de variacdo em relagdo a G1 (grupo doente nao tratado).
Observagao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente néo tratado (G1).

As tabelas 27 e 28 representam os valores médios de mieldcitos, com
suas porcentagens de variacéo, do soro de coelhos mais jovens e coelhos mais
adultos, respectivamente.

Observou-se que a tintura de café fruto cereja, na tabela 27, promoveu
um aumento significativo de 158% sobre os valores de mieldcitos, quando
comparados ao grupo doente nao tratado. Ja a tintura de casca cereja (tabela
27) e o tratamento com hesperidina (tabela 28) resultaram em um decréscimo,
ndo estatisticamente significativo, de 28 e 30%, respectivamente.

O mielécito € uma célula da medula 6ssea, que deriva do mieloblasto e
da qual provém os granulécitos do sangue. Segundo as suas granulagdes
citoplasmicas, distinguem-se trés tipos: o mieldcito neutrofilo, o mieldcito
eosindfilo e o mieldcito basdfilo. Os mieldcitos estdo presentes em grande

numero no sangue em determinadas formas de leucemia.
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Tabela 27. Valores médios de mieldcitos (10°u) em soro sanguineo de
coelhos com 48 dias de idade submetidos ao tratamento com tinturas de

fruto cereja e casca cereja do café catuai vermelho.

Tratamentos Mielécitos (10°p) %
Variagao*
G1- Ragdo + Dexametasona (animais mais jovens) 0,3367 A -
G2- Ragéo 0,6750 B 100
G3 - Ragao + Dexametasona + 1 mL Fruto cereja 0,8700 B 158
G4 - Racéo + Dexametasona + 1 mL Casca cereja 0,2417 A -28

% de variacdo em relagdo a G1 (grupo doente nao tratado).
Observagao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente néo tratado (G1).

Tabela 28. Valores médios de mielécitos (10°u) em soro sanguineo de
coelhos com 140 dias de idade submetidos ao tratamento com o

flavondide hesperidina.

Tratamentos Mielécitos (10°p) %
Variagao*
G5- Ragéo + Dexametasona (animais mais adultos) 0,638 A -
G6 - Ragdo + Dexametasona + 30 mg Hesperidina 0,451 A -30

% de variagdo em relagdo a G5 (grupo doente nao tratado).
Observacgao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significdncia do grupo doente n&o tratado (G5).

Nas tabelas 29 e 30 encontram-se os valores médios de granuldcitos,
com suas porcentagens de variagéo, do soro de coelhos mais jovens e coelhos
mais adultos, respectivamente.

Na tabela 29, a tintura de fruto cereja do café aumentou
significativamente os valores de granulécitos em 243%. A tintura de casca
cereja, na tabela 29, e a hesperidina, na tabela 30, diminuiram em 27 e 33%
este mesmo parametro, embora n&o tenha sido estatisticamente significativo.

Granulécitos sao células brancas do sangue, cujo citoplasma contém

varias granulagdes e seu nucleo diversos lobos. Conforme estas granulagoes,
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estas células sao classificadas em neutrdfilos, eosindifilos ou basdfilos
(Verrastro, 2005).

Os granulécitos, em particular os neutrofilos, sdo responsaveis pela
defesa do organismo contra patdgenos. Eles realizam fagocitose, processo
relacionado com a funcdo de quimiotaxia e com a capacidade de ataque e
morte aos microorganismos invasores do meio interno. Os outros granulécitos,
eosinodfilos e basdfilos, também podem realizar fagocitose, porém com menos
eficacia que os neutrdfilos. Os eosindfilos e os basoéfilos estdo mais

aumentados nas reagdes de tipo alérgico ou imunolégico (Verrastro, 2005).

Tabela 29. Valores médios de granulécitos (10°u) em soro sanguineo de
coelhos com 48 dias de idade submetidos ao tratamento com tinturas de

fruto cereja e casca cereja do café catuai vermelho.

Tratamentos Granulécitos (10°p) %
Variagao*
G1- Ragdo + Dexametasona (animais mais jovens) 2,9967 A -
G2- Ragéo 3,8017 A 26
G3 - Ragdo + Dexametasona + 1 mL Fruto cereja 10,2850 B 243
G4 - Racgao + Dexametasona + 1 mL Casca cereja 2,1933 A -27

% de variagdo em relagdo a G1 (grupo doente nao tratado).
Observacao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente nao tratado (G1).

Tabela 30. Valores médios de granulécitos (10°u) em soro sanguineo de
coelhos com 140 dias de idade submetidos ao tratamento com o

flavonoide hesperidina.

Tratamentos Granulécitos (10°p) %
Variagao*
G5- Ragdo + Dexametasona (animais mais adultos) 4,0167 A -
G6 - Racao + Dexametasona + 30 mg Hesperidina 5,3967 A 33

% de variagdo em relagdo a G5 (grupo doente nao tratado).
Observagao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente nao tratado (G5).
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Nas tabelas 31 e 32 encontram-se os valores meédios de contagem de
eritrocitos totais, com suas porcentagens de variagdo, do soro de coelhos com
48 dias e 140 dias de idade, respectivamente.

O tratamento com fruto cereja (tabela 31) promoveu um decréscimo na
contagem de eritrocitos totais, ndo estatisticamente significante comparado ao
grupo 1, de 1%. Ja o tratamento com casca cereja induziu uma redugao
significativa deste mesmo parametro de 13%.

Na tabela 32, a hesperidina aumentou em 2% a contagem de eritrécitos
totais, sendo este valor ndo estatisticamente significante comparado ao grupo
doente ndo tratado.

Os eritrécitos sdo as chamadas células vermelhas do sangue ou

hemaceas. S&o constituidas basicamente por globulina e hemoglobina.

Tabela 31. Valores médios de contagem de eritrécitos totais (10°4) em
soro sanguineo de coelhos com 48 dias de idade submetidos ao

tratamento com tinturas de fruto cereja e casca cereja do café catuai

vermelho.
Tratamentos Contagem de eritrécitos %
totais (10%p) Variagéo*
G1- Racéo + Dexametasona (animais mais jovens) 6,5667 A -
G2- Ragao 7,7317 B 18
G3 - Ragao + Dexametasona + 1 mL Fruto cereja 6,4900 A -1
G4 - Racéo + Dexametasona + 1 mL Casca cereja 5,7050 B -13

% de variagdo em relagcdo a G1 (grupo doente nao tratado).
Observagao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente néo tratado (G1).
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Tabela 32. Valores médios de contagem de eritrécitos totais (10°4) em
soro sanguineo de coelhos com 140 dias de idade submetidos ao

tratamento com o flavonéide hesperidina.

Tratamentos Contagem de eritrocitos totais %
(10%) Variagao*
G5- Ragdo + Dexametasona (animais mais adultos) 6,0367 A -
G36 - Racao + Dexametasona + 30 mg Hesperidina 6,1260 A 2

% de variagdo em relagéo a G5 (grupo doente nao tratado).
Observacgao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente nao tratado (G6).

Nas tabelas 33 e 34 encontram-se os valores médios hemoglobina, com
suas porcentagens de variagao, do soro de coelhos com 48 dias e 140 dias de
idade, respectivamente.

O tratamento com fruto cereja (tabela 31) e com o flavondéide hesperidina
(tabela 32) promoveram um aumento na contagem de hemoglobina, nao
estatisticamente significantes comparado ao grupo doente n&o tratado (G1), de
1 e 0,5%, respectivamente. Ja o tratamento com casca cereja induziu uma
reducao significativa deste mesmo parametro de 11%.

A hemoglobina é uma metaloproteina que esta presente nas hemaceas
E composta de 4 moléculas protéicas de estrutura terciaria e 4 grupamentos
heme que contém o ferro, um para cada molécula de hemoglobina, e a sua
funcao é transportar o oxigénio (principalmente) e o gas carbdnico (em menor
quantidade) aos tecidos.

A diminuigdo da concentragdo da hemoglobina abaixo dos niveis
normais, respeitanto as variacées para sexo e idade, caracteriza uma anemia.
Na pratica, pode-se dizer que um individuo apresenta anemia quando
apresenta valores inferiores a 11g de hemoglobina por 100 mL de sangue
(11g/dL) para criangas e mulheres e 12g/dL para homens. Entretanto, &
necessario considerar que a hemoglobina seja funcionante e ndo desnaturada
e que o volume sanguineo seja normal.

Os valores normais de hemoglobina para coelhos com idade superior a
40 dias sao 15,97g/dL + 1,93 (Lippincott Willians e Wilkin, 1986). Porém, todos
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0s grupos apresentaram valors inferiores a 15,97 g/dL, até mesmo os normais
(14,68 g/dL), o que pode comprometer o tranporte de oxigénio para os tecidos.

Os coelhos realizam coprofagia, que consiste na recolha dos
excrementos “moles” do &nus com a boca, processo este que normalmente se
realiza durante a noite. Assim, os alimentos sofrem primeiramente uma
digestao parcial no intestino delgado e passam rapidamente para o ceco do
animal, onde sdo produzidos as excretas “moles” e permanecem por mais de 6
horas. Neste periodo, o bolo alimentar sofre alteragbes sobre a influéncias da
flora microbiana e alguns protozoarios. A celulose, € uma das substancias mais
atingidas, ela sofre transformacgdes quimicas que conduz a formacgao de varias
substéancias, entre elas, o acido latico. Quando este é absorvido e entra na
circulagao, contribuem para o fornecimento de energia. No ceco também ocorre
sintese de vitaminas do complexo B pelas bactérias presentes (Duarte e
Carvalho, 1979).

ApoOs, estas excretas seguem o trajeto até o anus, onde séo recolhidas
pela boca por agdo de um estimulo pelas glandulas das supra-renais. Com a
ingestao destes excrementos “moles”, ocorre a segunda fase da digestédo, onde
as excretas sofrem acdo de enzimas digestivas no trato ganstrointestinal,
completando a absorgédo dos nutrientes. Nesta segunda fase, as excretas nao
passam pelo ceco, penetram diretamente no célon, onde sao transformadas
em excrementos mais consistentes (Duarte e Carvaolho, 1979).

Quando o coelho esta exposto a um determinado estresse, como pode
ocorrer com o confinamento, ocorre uma inibicdo das supra renais, € uma
posterior parada da coprofagia. Assim, ocorre uma diminuigdo da absorgao de
nutrientes, principalmente de aminoacidos e vitaminas do complexo B e a
vitamina C (Duarte e Carvaolho, 1979).

A vitamina C favorece a absor¢do do ferro ndo-heme presente em
alimentos de origem vegetal, a sua diminuigdo, pode favorecer o
desenvolvimento da anemia por deficiéncia de ferro, consequentemente uma
menor concentragdo de hemoglobina. Isto também pode comprometer o
metabolismo dsseo, visto que a vitamina C participa da formagao do colageno,

que esta presente no tecido ésseo.
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Tabela 33. Valores médios de hemoglobina (g/dL) em soro sanguineo de
coelhos com 48 dias de idade submetidos ao tratamento com tinturas de

fruto cereja e casca cereja do café catuai vermelho.

Tratamentos Hemoglobina (g/dL) %
Variagao*
G1- Ragdo + Dexametasona (animais mais jovens) 12,8667 A -
G2- Ragéo 14,6833 B 14
G3 - Ragao + Dexametasona + 1 mL Fruto cereja 13,0167 A 1
G4 - Ragéo + Dexametasona + 1 mL Casca cereja 11,4333 B -11

% de variacdo em relagdo a G1 (grupo doente nao tratado)
Observagao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente néo tratado (G1).

Tabela 34. Valores médios de hemoglobina (g/dL) em soro sanguineo de
coelhos com 140 dias de idade submetidos ao tratamento com o

flavondide hesperidina.

Tratamentos Hemoglobina (g/dL) %
Variagao*
G5- Ragédo + Dexametasona (animais mais adultos) 12,0333 A -
G6 - Ragdo + Dexametasona + 30 mg Hesperidina 12,0800 A 0,5

% de variagdo em relagéo a G5 (grupo doente nao tratado)
Observacgao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significdncia do grupo doente n&o tratado (G5).

As tabelas 35 e 36 representam os valores médios de hematdcrito, com
suas porcentagens de variagéo, do soro de coelhos mais jovens e coelhos mais
adultos, respectivamente.

O tratamento com fruto cereja (tabela 35) e com o flavondide hesperidina
(tabela 36) promoveram um aumento na contagem de eritrocitos totais, nao
estatisticamente significantes comparado ao grupo doente ndo tratado da
mesma idade, de 4 e 0,5%, respectivamente. Ja o tratamento com casca cereja

induziu uma redugao significativa deste mesmo parametro em 9%.
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Os indices hematimétricos sao valores fornecidos pelo contador
eletrdbnico que auxiliam a caracterizar o quadro anémico. Eles avaliam as
hemaceas em relagdo ao tamanho e o conteudo de hemoglobina. Dentre eles
estdo o hematdcrito (%), que indica o volume eritrocitario, o volume corpuscular
médio (VCM), que determina o tamanho as hemaceas, a hemoglobina
corpuscular média (HCM) e a concentracdo da hemoglobina corpuscular média
(CHCM), que representam a cor da hemacea e o RDW distribuicdo media das
células, que indica a anisocitose (variagdo do tamanho das hemaceas).

O hematdcrito, corresponde, em porcentagem, ao volume de hemaceas
em relagdo ao volume total de sangue. O mesmo numero de hemaceas pode
conter valores de hematdcrito diferentes, conforme o estado de hidratagdo do
individuo. A desidratagdo e a reducdo do volume plasmatico geram valores
mais elevados e a hipovolemia e o0 aumento no volume plasmatico resultam em
valores menores de hematocrito. Assim, ndo € um indice adequado para ser

usado isoladamente no diagndstico de uma anemia (Fischbah, 2005).

Tabela 35. Valores médios de hematécrito (%) em soro sanguineo de
coelhos com 48 dias de idade submetidos ao tratamento com tinturas de

fruto cereja e casca cereja do café catuai vermelho.

Tratamentos Hematocrito (%) %
Variagao*
G1- Ragédo + Dexametasona (animais mais jovens) 40,0167 A -
G2- Ragéao 46,8500 B 17
G3 - Racgao + Dexametasona + 1 mL Fruto cereja 41,7000 A 4
G4 - Ragdo + Dexametasona + 1 mL Casca cereja 36,2667 B -9

% de variacdo em relagdo a G1 (grupo doente nao tratado).
Observagao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente nao tratado (G1).
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Tabela 36. Valores médios de hematécrito (%) em soro sanguineo de
coelhos com 140 dias de idade submetidos ao tratamento com o

flavonodide hesperidina.

Tratamentos Hematécrito (%) %
Variagao*
G5- Ragdo + Dexametasona (animais mais adultos) 38,1000 A -
G6 - Ragdo + Dexametasona + 30 mg Hesperidina 38,3000 A 0,5

% de variacdo em relagdo a G5 (grupo doente nao tratado)
Observacao: Letras iguais nao diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente nao tratado (G5).

Nas tabelas 37 e 38 estdo os valores médios de volume corpuscular
médio (VCM), com suas porcentagens de variagado, do soro de coelhos mais
jovens e coelhos mais adultos, respectivamente.

O tratamento com casca cereja (tabela 37) e com o flavonoide
hesperidina (tabela 38) promoveram um aumento na contagem de eritrocitos
totais, ndo estatisticamente significantes comparado ao grupo doente nao
tratado da mesma idade, de 2 e 0,2%, respectivamente. Ja o aumento de 3%
deste mesmo parametro pelo tratamento com fruto cereja foi estatisticamente
significante.

O VCM é um indice que representa o tamanho da hemacea. Hemaceas
com VCM abaixo de 80 sao consideradas microciticas, valores acima de 95
indicam uma macrocitose, e uma normocitose € caracterizado por um VCM
normal. Hemaceas microciticas representam anemia por deficiéncia de ferro, ja
que este mineral € fundamental para o processo normal de hemoglobinagéo
das hemaceas. Ja as macrociticas podem caracterizar uma anemia
megaloblastica, por deficiéncia de vitamina B12 ou folato, cofatores
indispensaveis para a maturagao nuclear normal dos precursores eritrociticos.
Anemias por sangramento agudo ou doenga cronica possuem hemaceas
normociticas, porém, a concentragdo de hemoglobina e o numero de glébulos

vermelhos sdo anormais (Fischbah, 2005).
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Tabela 37. Valores médios de volume corpuscular médio (VCM) em soro
sanguineo de coelhos com 48 dias de idade submetidos ao tratamento

com tinturas de fruto cereja e casca cereja do café catuai vermelho.

Tratamentos VCM (f1) %
Variagao*
G1- Ragdo + Dexametasona (animais mais jovens) 62,0000 A -
G2- Ragéo 60,6667 A -2
G3 - Ragao + Dexametasona + 1 mL Fruto cereja 64,1666 B 3
G4 - Racéo + Dexametasona + 1 mL Casca cereja 63,5000 A 2

% de variacdo em relagdo a G1 (grupo doente nao tratado).
Observagao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente néo tratado (G1).

Tabela 38. Valores médios de volume corpuscular médio (VCM) em soro
sanguineo de coelhos com 140 dias de idade submetidos ao tratamento

com o flavonoide hesperidina.

Tratamentos VCM (f1) %
Variagao*
G5- Ragédo + Dexametasona (animais mais adultos) 63,0000 A -
G6 - Ragdo + Dexametasona + 30 mg Hesperidina 63,1667 A 0,2

% de variagdo em relagdo a G5 (grupo doente nao tratado).
Observacgao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significdncia do grupo doente n&o tratado (G5).

Nas tabelas 39 e 40 estdo os valores médios de hemoglobina
corpuscular média (HCM), com suas porcentagens de variagdo, do soro de
coelhos com 48 e 140 dias de idade, respectivamente.

Os tratamentos com tinturas de café fruto cereja e casca cereja, na
tabela 39, e com o flavonodide hesperidina, na tabela 40, induziram um aumento
nos valores de hemoglobina corpuscular médio de 2,5%, 3% e 0,3%,
respectivamente. Porém, estes resultados nao foram estatisticamente
significativos quando comparado ao grupo dos animais osteoporaticos.

O HCM e o CHCM sao indices de cor, que refletem a concentracao de

hemoglobina presente nas hemaceas.
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Tabela 39. Valores médios de hemoglobina corpuscular média (HCM) em
soro sanguineo de coelhos com 48 dias de idade submetidos ao

tratamento com tinturas de fruto cereja e casca cereja do café catuai

vermelho.
Tratamentos HCM (pg) %
Variagao*
G1- Ragdo + Dexametasona (animais mais jovens) 19,6333 A -
G2- Ragao 18,9833 A -3
G3 - Ragdo + Dexametasona + 1 mL Fruto cereja 20,1167 A 2,5
G4 - Racao + Dexametasona + 1 mL Casca cereja 20,2333 A 3

% de variagdo em relagao a G1 (grupo doente nao tratado)
Observagao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente néo tratado (G1).

Tabela 40. Valores médios de hemoglobina corpuscular média (HCM) em
soro sanguineo de coelhos com 140 dias de idade submetidos ao

tratamento com o flavonéide hesperidina.

Tratamentos HCM (pg) %
Variagao*
G5- Ragdo + Dexametasona (animais mais adultos) 19,8660 A -
G6 - Ragdo + Dexametasona + 30 mg Hesperidina 19,9330 A 0,3

% de variacdo em relagdo a G5 (grupo doente nao tratado).
Observacao: Letras iguais nao diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente nao tratado (G5).

Nas tabelas 41 e 42 estdo os valores médios de concentracao de
hemoglobina corpuscular média (CHCM), com suas porcentagens de variagao,
do soro de coelhos com 48 e 140 dias de idade, respectivamente.

Na tabela 41, os tratamentos com fruto cereja e casca cereja
promoveram uma redug¢do na concentracdo de hemoglobina corpuscular média
de 2 e 0,3%, respectivamente, porém estes valores ndo foram significativos
estatisticamente quando comparados ao G1. Ja o tratamento com hesperidina

aumentou em 1% este mesmo parametro, mas também néo foi significativo.
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A concentracdo da hemoglobina corpuscular média € calculada pela
relagado entre a hemoglobina obtida por 100 dL e o volume corpuscular, sendo

o resultado dado em porcentagem.

Tabela 41. Valores médios de concentragcao de hemoglobina corpuscular
média (CHCM) em soro sanguineo de coelhos com 48 dias de idade
submetidos ao tratamento com tinturas de fruto cereja e casca cereja do

café catuai vermelho.

Tratamentos CHCM %
(g/dL) Variagao*
G1- Ragdo + Dexametasona (animais mais jovens) 31,7500 A -
G2- Ragéo 31,2833 A -1,5
G3 - Racgao + Dexametasona + 1 mL Fruto cereja 31,2500 A -2
G4 - Ragdo + Dexametasona + 1 mL Casca cereja 31,6400 A -0,3

% de variagdo em relagéo a G1 (grupo doente nao tratado).
Observagao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente nao tratado (G1).

Tabela 42. Valores médios de concentracao de hemoglobina corpuscular
média (CHCM) em soro sanguineo de coelhos com 140 dias de idade

submetidos ao tratamento com o flavonéide hesperidina.

Tratamentos CHCM %
(g/dL) Variagao*
G5- Ragdo + Dexametasona (animais mais adultos) 31,2833 A -
G6 - Racao + Dexametasona + 30 mg Hesperidina 31,6333 A 1

% de variagdo em relagdo a G5 (grupo doente nao tratado).
Observagao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente nao tratado (G5).

Nas tabelas 43 e 44 est&o os valores médios de distribuicdo do tamanho

das hemacias (RDW), com suas porcentagens de variagao, do soro de coelhos

com 48 e 140 dias de idade, respectivamente.
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Os tratamentos com tinturas de café fruto cereja e casca cereja, na
tabela 43, e com o flavonoide hesperidina, na tabela 44, induziram um aumento
nos valores de RDW de 1%, 0,4% e 5%, respectivamente. Porém, estes
resultados nao foram estatisticamente significativos quando comparado ao
grupo dos animais osteoporoticos.

O RDW corresponde a amplitude de distribuicdo do tamanho das
hemaceas. E um indice de anisocitose, que indica o quanto a populagdo de

hemaceas se desvia do tamanho médio (Verrastro, 2005).

Tabela 43. Valores médios de amplitude de distribuicao do tamanho das
hemacias (RDW) em soro sanguineo de coelhos com 48 dias de idade
submetidos ao tratamento com tinturas de fruto cereja e casca cereja do

café catuai vermelho.

Tratamentos RDW %
(%) Variagao*
G1- Ragdo + Dexametasona (animais mais jovens) 16,5500 A -
G2- Ragéo 16,2660 A -2
G3 - Racéo + Dexametasona + 1 mL Fruto cereja 16,7160 A 1
G4 - Racgao + Dexametasona + 1 mL Casca cereja 16,6200 A 0,4

% de variagdo em relagdo a G1 (grupo doente nao tratado).
Observacao: Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente nao tratado (G1).
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Tabela 44. Valores médios de amplitude de distribuicido do tamanho das
hemacias (RDW) em soro sanguineo de coelhos com 140 dias de idade

submetidos ao tratamento com o flavonéide hesperidina.

Tratamentos RDW %
(%) Variagao*
G5- Racgédo + Dexametasona (animais mais adultos) 16,2160 A -
G6 - Racéo + Dexametasona + 30 mg Hesperidina 16,9660 A 5

% de variacdo em relagdo a G5 (grupo doente nao tratado)
Observacao: Letras iguais nao diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia do grupo doente nao tratado (G5).

Com relagao ao efeito da dexametasona nos parametros hematoldgicos,
os dados na literatura sdo muito escassos. Assim, este trabalho pode contribuir

para a compreencao desta possivel relagao.
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6) CONCLUSAO

Os marcadores bioquimicos e hematoldgicos utilizados ndo permitiram o
diagndstico da osteoporose, bem como a avaliacdo das alteragbes de
remodelacao dssea.

E necessario que andlises com marcadores mais especificos do tecido
0sseo sejam realizadas para a compreensao dos reais efeitos das tinturas de
café e do flavonoide hesperidina na osteoporose.

Os valores de fosfatase alcalina total foram significativamente maiores
no grupo normal comparado ao grupo que recebeu apenas dexametasona.
Como a fosfatase alcalina total € considerada um biomarcador de formacéao
Ossea, estes resultados sugerem que a densidade 6ssea dos animais com
dexametasona néo tratados foi menor comparado ao grupo controle.

A tintura de fruto cereja do café, promoveu um aumento significativo nos
niveis de glicose e triacilglicerideo, comparados ao grupo doente nao tratado
com a mesma idade. Esta mesma tintura, no capitulo anterior, onde foi
avaliado o efeito do café no diabetes, reduziu significativamente a glicose nos
animais diabéticos. Inumeros trabalhos também mostram que o consumo de
café pode reduzir o risco de diabetes tipo 2. Entretanto, a cafeina, quando
consumida por individuos que possuem altos niveis de glicocorticoides por um
defeito hormonal ou devido a um tratamento farmacoldgico parece potencializar
o efeito deletério do glicocorticéide no metabolismo da glicose. Portanto,
pacientes que possuem altos niveis de glicocorticéides devem controlar a
ingestéo de produtos que contenha cafeina, dentre eles o café.

Em contrapartida, o flavondide citrico hesperidina reduziu
significativamente os niveis de triacilglicerideo, comparados ao grupo que
recebeu apenas dexametasona com a mesma idade. Este dado sugere que o
uso de substancias que contenham este flavondide, como as frutas citricas,
sdo uteis na prevencgao da hipertrigliceridemia promovida pelos glicocorticéides.

A tintura de fruto cereja do café aumentou significativamente os valores
de leucdcitos, comparado ao grupo doente da mesma idade, sugerindo o

desenvolvimento de um possivel processo inflamatorio.
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