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RESUMO

VILAR, J.S. Avaliacao biolégica do calcio da casca de ovo de galinha (Gallus Gallus, L.)
em po em ratas (Rattus norvegicus, Wistar) saudaveis e com osteoporose induzida. 2009.
92p Dissertagdo (Mestrado em Cié€ncia e Tecnologia de Alimentos). Instituto de Tecnologia,
Departamento de Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2009.

A casca de ovo, subproduto agro-industrial pode ser considerada potencial fonte de célcio
para o homem, sendo um dos ingredientes de multimisturas alimentares distribuidas no Brasil
como estratégia de combate & desnutricdo. A falta de informagdes quimicas da casca de ovo
motivou a realizacdo deste trabalho que visou desenvolver tecnologia para obtengdo deste
produto na forma de pd, determinar o seu conteido de nutrientes e avaliar a utilizacdo
bioldgica da fragdo de célcio em ratas sauddveis e/ou com osteoporose induzida através de
ooforectomia e glicocorticoterapia. Depois de lavadas em dgua corrente e imersas por 15
minutos em solucdo clorada contendo 200 ppm de cloro residual livre (CRL), as cascas foram
centrifugadas a 2.000 rpm (g = 9,80), submetidas a secagem em estufa com circulagdo de ar
aquecido a 55 + 5°C e transformadas em pé com auxilio de um moinho de facas, tendo sido
obtido um rendimento de 98,45 + 0,70%. Pesquisas de microorganimos: bactérias mesdfilas
aerdbias, bolores e leveduras, coliformes a 35 °C e a 45 °C e Salmonella spp.spp, mostraram
a eficiéncia do processo empregado. Determina¢des analiticas revelaram que 100g desse
produto continha baixo teor de umidade (1,3490 + 0,0274g), residuo mineral fixo equivalente
2 91,9600 + 0,2218g e baixo teor caldrico (30,6823 + 4,9069 Kcal), provenientes de 4,3693 +
0,3977g de proteinas, 0,7837 £ 0,0560g de lipidios e 1,5379 + 0,7029g de carboidratos totais,
além de 30.263,72mg de cdlcio. Racdes para manutengdo de ratos Wistar adultos foram
preparadas (controle), nas quais a fonte de cdlcio foi substituida pela casca de ovo e
suplementadas ou ndo com vitaminas D e K (experimentais). Ratas sauddveis ou com
osteoporose induzida, divididas em 8 grupos receberam racdo e dgua ad libitum, durante 33
dias. Foram avaliados os pardmetros morfolégicos, bioquimicos e hematoldgicos das cobaias.
As ratas do grupo 7 (racdo sem vitamina D) apresentaram fémures significativamente mais
pesados do que os dos animais do grupo 6 (racdo sem vitamina K), o que pode sugerir a
maior importincia da vitamina D em relagcdo a vitamina K no processo de formacio dssea.
Quanto ao peso dos rins, diferencas distintas entre os orgdos direito e esquerdo foram
encontradas. A média dos pesos dos rins das ratas do grupo 3 (racdo com célcio da casca)
apresentou-se, significativamente, maior do que os rins dos demais animais utilizados no
experimento. Em relacdo ao fésforo contido nos ossos animais do grupo 6 (ragdo sem
vitamina K) diferiram dos animais do grupo controle, apresentando niveis de fésforo ésseo
semelhantes ao grupo basal e inferiores aos grupos 2 (osteoporético + ragdo de manutencio),
8 (racdo suplementada com cdlcio da casca e vitaminas D e K) e controle. Em relacdo ao
magnésio e cdlcio Osseos, os animais dos grupos 2 e 8 ndo apresentaram diferencas
significativas quando comparados aos animais do grupo controle, e os animais do grupo 5
(racdo sem vitaminas D e K) apresentaram menor teor de cilcio 6sseo em comparacdo com 0s
demais grupos (p<0,05). Com relacdo ao teor de cdlcio retido nos 0ssos, os teores médios
encontrados nos fémures dos animais dos grupos 2 e 8 nao diferiram significativamente do
grupo controle. A utilizagdo biolégica de célcio ndo diferiu entre os animais dos grupos
controle, 2 e 8, mostrando que o tratamento no qual ndo foi realizado a incorporagdo da casca
de ovo como fonte de cdlcio respondeu de forma similar aquele em que a suplementacdo de
célcio foi realizada concomitantemente com a das vitaminas D e K. Quando a suplementacido



de célcio foi realizada com a casca de ovo em pé e utilizando-se as vitaminas D e K em niveis
basais, ou na auséncia dessas vitaminas, o efeito observado foi de uma utilizagcdo biolégica de
célcio menor em comparagdo ao grupo controle. Os resultados das anédlises hematoldgicas e
de fosfatase alcalina e cdlcio sérico dos grupos estudados, em sua maioria, foram similares
aos do grupo controle. Os animais do grupo 3 (racdo com casca) foram os tnicos que
apresentaram resultados que diferiram dos animais do grupo controle no que diz respeito a
concentragcdo média de fosforo sérico.

Palavras-chave: casca de ovo, célcio, osteoporose.



ABSTRACT

VILAR, J. S. Biological evaluation of calcium from chicken eggshell (Gallus Gallus, L.)
powder in healthly and osteoporosis induced female rats (Rattus norvegicus, Wistar).
2009. 122p Dissertation (Master Science in Food Technology). Instituto de Tecnologia,
Departamento de Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2009.

The eggshell, agroindustrial by-product can be considered like a potential source of calcium
for human, being one of the ingredients of food multimixtures distributed in Brazil like a
strategy to combat malnutrition. The lack of chemical informations about eggshell caused the
realization of this work that aimed to develop a technology to obtain a product in a powder
form, determine its content of nutritious and evaluate the biological use of its fraction of
calcium in healthly female rats and/or osteorosis induced by castration and glucorticoid
therapy. After washed in water and immersed in 200 ppm sodium hypochlorite solution for 15
minutes, the shlles were centrifugated to 2.000 rpm (g=9,80), dried with heated air circulation
to 55 £ 5°C and turned into a powder with a mill, obtained a profit of 98,45 + 0,70 %.
Investigations of total bacterial aerobic counts, mold and yeasts, coliforms 35 °C and 45 °C
and Salmonella spp., showed the efficiency of the process employed. Analytical
determinations showed that 100g of this product contained low moisture (1,3490 + 0,0274g),
ash equivalent to 91,9600 + 0,2218g and low caloric value (30,6823 + 4,9069 Kcal),
originated from 4,3693 + 0,3977g of proteins, 0,7837 + 0,0560g of lipidis and 1,5379 =+
0,7029g of total carbohydrates, besides 30.263,72 mg of calcium. Diet for maintenance to
adult rats Wistar were prepared (control), in which the source of calcium was substituted by
egghell powder and supplemented or not with vitamins D and K (experimentals). Healthy or
osteoporosis induced rats, divided into 8 groups received diet and water ad libitum, during 33
days. Morphological, biochemical and hematological parameters were evaluated. Rats of
group 7 (without vitamin D) presented femurs significantly more heavy than rats of group 6
(without vitamin K), what could suggest the biggest importance of the vitamin D compared to
vitamin K in the process of bone formation. For the kidneys were observed differences
between the right and left organ. These organs of group 3 (diet with calcium of the shell)
presented average of weights significantly bigger than the other experimental groups. Relate
to bone contents of phosphorus, animal of group 6 (diet without vitamin K) were different
from the animals of control group, with similar levels to basal group and inferiors to the
groups 2 (osteoporosis induced + diet of maintenance), 8 (diet supplemented with calcium of
the shell and vitamins D and K) and control group. Relate to bone contents of magnesium and
calcium, the animals of the groups 2 and 8 did not present significant differences compared to
control group, and the animals of group 5 (diet without vitamins D and K) presented less
contents of calcium in their bones compared to other groups (p <0,05). The calcium present in
the bones of groups 2 and 8 did not defer significantly of the group control. The biological use
of calcium did not defer between the animals of the groups control, 2 and 8, showing that the
treatment in which there was used eggshell like a source of calcium was similar that in which
the suplementation of calcium with vitamins D and K were done. When the suplementation of
calcium from eggshell powder using vitamins D and K in basal levels, or without these
vitamins was done, the biological use of calcium was low in comparison to control group. The
results of hematological analysis, alkaline phosphatase and calcium serum of the groups
studied, in most of all results, were similar to control group. The animals of the group 3 (diet



with calcium of the shell) were the only one who presented results to phosphorus serum that
differed from the animals of control group.

Key words: eggshell, calcium, osteoporosis.
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1. INTRODUCAO

Apesar de conter teores considerdveis de vitaminas e sais minerais, a utilizacdo de
partes ndo tradicionais de matérias-primas na alimentacdo, geralmente desprezadas, com o
propésito de promover o seu uso nas dietas € a base da alimentacao alternativa.

Esse tipo de alimentacdo comecou a ser utilizado para grupos que apresentavam
deficiéncias nutricionais, como a desnutricio energético-protéica, a anemia e as
hipovitaminoses. Algumas dessas partes ndo tradicionalmente consumidas de matérias-primas
como alimentos foram difundidas pela alimentacdo alternativa, como os farelos de trigo e de
arroz, pos de folha de mandioca e outras folhas verdes, pés de casca de ovo e de algumas
sementes, tais como gergelim, girassol, melancia, entre outros.

Essas por¢des incluidas na alimentacdo alternativa por apresentarem um potencial
benéfico a nutricdio humana, além de promoverem uma pritica de grande importancia
econdmica, social e ambiental, através do aproveitamento de subprodutos, sdo comumente
utilizadas na racdo animal ou descartados como residuo industrial.

Dentre esses residuos, merece destaque a casca de ovo de galinha, totalmente
desprezada durante as preparacdes culindrias, pelas Unidades de Alimentagdo Coletivas no
decorrer da elaboragdo das refei¢des e pelas indudstrias nos processos fabris para producao de
maioneses, ovos pasteurizados ou em po.

A média per capta de consumo anual de ovo de galinha integral no Brasil é de 141
unidades (UBA, 2006) e a producdo dessa matéria-prima atingiu cerca de 20.470 bilhdes de
ovos no ano de 2008 (IBGE, 2008), o que representa 102,35 toneladas (megagramas) de casca
de ovos.

A casca de ovo € um dos ingredientes de multimisturas alimentares distribuidas no
Brasil por organiza¢des nao-governamentais, como uma estratégia de combate a fome e a
desnutri¢do. Apesar da caréncia de dados sobre a qualidade nutricional da casca de ovo, sabe-
se que o cdlcio encontra-se presente na forma de carbonato de célcio na propor¢do de 40% do
produto.

O célcio ¢ um mineral de extrema importancia para o organismo, sobretudo para a
mineralizacdo 6ssea. A tnica fonte disponivel desse mineral para o organismo humano é
proveniente da alimentacdo, pelo consumo de alimentos naturalmente ricos nesse mineral, tais
como o leite e produtos derivados, alimentos fortificados ou, ainda, por meio de suplementos
dietéticos, sendo importante prover uma ingestdo adequada do mineral para o completo
crescimento e maturagio ossea.

A ingestdo inadequada de cdlcio, fato muito comum entre adolescentes, idosos e
individuos que consomem dietas nutricionalmente desequilibradas, compromete a
mineralizacdo e a manutencdo Ossea, favorecendo, dessa forma, o processo de perda dssea e
subseqiiente desenvolvimento de osteoporose, enfermidade mais prevalente em mulheres no
periodo pdés-menopausa e em idosas, sendo observada também entre adolescentes com
amenorréia e em individuos adultos vegetarianos.

Um dos meios mais eficazes de prevenir a perda de massa Ossea em idades mais
avangadas € garantir uma boa formacdo dssea, sendo importante adquirir o maximo de massa
Ossea durante o crescimento, uma vez que o periodo de maior retencdo de mineral ocorre
durante a adolescéncia. Sendo assim, nota-se a necessidade e importidncia do suprimento
constante de célcio dietético nessa fase do desenvolvimento humano para maximizar € manter
0 pico da massa éssea, assim como minimizar a perda 6ssea em fase posterior da vida.



A ingestdo adequada de cdlcio favorece uma melhor saide dssea, por isso, torna-se
interessante buscar novas alternativas economicamente vidveis e eficientes para promover o
consumo desse mineral de forma a atingir as demandas nutricionais. Neste contexto, a casca
de ovo de galinha, em funcdo do alto teor de cdlcio, poderia ser mais uma opcao
farmacoldgica ou alimentar para ajudar a minimizar osteopenia e/ou controlar a osteoporose,
ja que estudos sobre o valor nutritivo do cdlcio da casca de ovo, incluindo a
biodisponibilidade e qualidade microbiolégica do produto, sdo escassos e pouco conclusivos.

1.1 Justificativa

A dificuldade de adequacdo das demandas nutricionais de cdlcio devido a baixa
ingestdo desse nutriente por meio da alimentacdo tradicional, torna necessdria a
complementacdo ou suplementacdo desse nutriente mediante a utilizagdo de fontes desse
mineral, seja por meio da ingestdo alimentar ou pelo uso de farmacos, alguns de elevado valor
comercial e pouco acessivel a populacao menos favorecida.

A casca de ovo, subproduto da industrializacdo dessa matéria-prima e que contém
elevado teor desse mineral poderia ser mais uma op¢do, além de ser de menor valor
comercial. Por isso, a avaliacdo da biodisponibilidade do célcio da casca de ovo em po,
inicialmente em cobaias e, posteriormente, em humanos, representaria uma importante
contribuicdo para a alimentacdo preventiva e para portadores de osteoporose.

1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo geral

Desenvolver processo tecnoldgico para obtengdo de casca de ovo de galinha (Gallus
gallus, L..) em po6 e avaliar sua utilizagdo bioldgica, como fonte de célcio, em ratas (Rattus
norvegicus albinus, linhagem Wistar) sauddveis e com osteoporose induzida.

1.2.2 Objetivos especificos

Determinar a curva de adsorcdo e desor¢do da casca de ovo em po.
Determinar a granulometria da casca de ovo em po.

Avaliar as condi¢des microbioldgicas da casca de ovo em po.

Determinar o rendimento do processo de obtencao da casca de ovo em pd.
Determinar a composi¢@o centesimal da casca de ovo em po.

Determinar o perfil de minerais da casca de ovo em po.

Determinar o perfil aminodcidos essenciais da casca de ovo em po.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tecido ésseo e osteoporose

Os ossos sdo constituidos por materiais orginicos, minerais e dgua que corresponde
cerca de 20% do tecido 0sseo. A parte inorganica da matriz 6ssea, que corresponde a cerca de
65%, é composta por calcio e fosfato, que formam uma estrutura cristalina denominada
hidroxiapatita [Ca;o(PO4)¢(OH),], e por outros fons, como sddio, potdssio, magnésio e
carbonato em diferentes propor¢des. A porcdo orgénica, que corresponde 35% desse tecido, é
composta aproximadamente por 90% de coldgeno, mucopolissacarideos e células dsseas, 0s
osteoblastos, responsaveis pela formagao da matriz dssea, os ostedcitos, que sdao osteoblastos
ndo-funcionais presentes na matriz ssea mineralizada e os osteoclastos que sdo células
multinucleadas, responséveis pela reabsor¢do ¢ssea (KALFAS, 2001).

O tecido 6sseo € um tipo de tecido altamente especializado e dindmico, que estd em
continuo processo de formacgdo e reabsorcdo, atividade conhecida como remodelagem Gssea
(KALFAS, 2001).

Existem dois tipos de ossos: o cortical, que é composto por lamelas primdrias,
secunddrias e sistemas Haversianos que sdo responsdveis pela nutricdo e inervacido dssea € o
trabecular, composto de 20% de massa Ossea e 70% de volume 6sseo. O seu compartimento
central consiste de barras paralelas verticais e transversais denominadas trabéculas, as quais
sdo preenchidas pela medula dssea e tecido adiposo. Esses sdo encontrados principalmente
nas vértebras, colo do fémur e interior dos ossos longos (DHARMARAJAN e MANALAC,
2000).

Durante todas as fases da vida, o tecido 6sseo € remodelado e o equilibrio do processo
de remodelacdo dssea permite a manutencao da massa 6ssea. Quando esse processo sofre uma
alteracdo, modificacdes na massa dssea s@o promovidas, como por exemplo, em casos de
diminuicdo da atividade osteobldstica ou aumento da atividade osteocléstica, ocorre reducdo
da massa 6ssea (PARFITT, 1988).

O processo de remodelagdo Ossea dura trés semanas, isto se dd pela ativacdo dos
osteoclastos, que formam um tinel no interior do osso cortical ou nas lacunas na superficie do
osso trabecular. Essas células reabsorvem as substancias Osseas, dissolvendo tanto a
substancia ostedide como os depdsitos minerais. Os osteoclastos desaparecem ao migrar para
a circulag@o e em seguida, os osteoblastos sdo atraidos as cavidades resultantes da reabsorcao
e comecam a produzir ostedides que sao posteriormente mineralizados (PEAKE et al., 2000).

Se essa ac@o se repete continuamente por varios meses, novo conteido 6sseo é
depositado em circulos concéntricos de camadas sucessivas (lamelas) nas superficies internas
das cavidades. Isso ocorre até que o local seja preenchido e a deposi¢do € interrompida
quando o osso comega invadir os canais de Havers (PEAK et al., 2000).

Na senescéncia, hd menor deposi¢cdo de ossos nos ciclos de remodelagdo, levando a
menor espessura das paredes dsseas, especialmente nos ossos trabeculares (PARFITT et al.,
1997; MANOLAGAS 2000). Apesar de algumas alteragdes ocorridas com o avango da idade
se confundirem com deficiéncias hormonais, a menor taxa de nascimento de células dsseas
(osteoblastos e osteoclastos), assim como o menor tempo de vida dos ostedcitos sdo
caracteristicos da idade avancada (JILKA et al, 1996; DTPPOLITO et al., 1999 e
MANOLAGAS, 2000).

Os dados epidemioldgicos e densitométricos permitem individualizar duas doencas,
que fazem parte de um mesmo processo: a osteopenia, caracterizada por maior rarefacio
Ossea em relacdo a idade, situacdo que € descrita algumas vezes, como osteoporose pré-clinica



ou pré-fratura, na qual ha necessidade de intervencao terapéutica; e osteoporose, caracterizada
por menor densidade dssea e existéncia de fraturas axiais ou periféricas. A intervencao
terapéutica tem a finalidade de estabilizar ou restaurar a massa 6ssea prevenindo recidivas
(BORELLLI, 1994).

A osteoporose pode ser dividida em dois tipos: tipo I que corresponde a osteoporose
pés-menopausa, com alta reabsor¢do 6ssea pelo fato da atividade osteocléstica estar acelerada
em func¢do da insuficiéncia estrogénica no climatério. A velocidade da perda de massa dssea é
observada mais no osso trabecular que no cortical, pois o primeiro apresenta maiores
superficies de reabsorcdo, e os efeitos desse tipo de osteoporose sdo mais evidentes na coluna
e em alguns ossos periféricos, predispondo a fraturas da porc¢do proximal do fémur, corpos
vertebrais e promovendo cifose dorsal. No tipo II a reabsor¢do é normal, ou ligeiramente
aumentada, associada a atividade osteobldstica diminuida, correspondendo a osteoporose senil
ou de involugdo, agindo tanto no osso trabecular como no cortical, podendo ocorrer fraturas
em qualquer osso (KAPLAN, 1995).

A osteoporose ocorre quando os osteoclastos criam uma cavidade excessivamente
profunda que ndo consegue ser preenchida suficientemente ou quando os osteoblastos ndo
conseguem preencher uma cavidade de reabsor¢do normal, reduzindo a massa dssea, como
observado em mulheres durante a menopausa (PAPLER, 1997). Assim, a osteoporose é uma
desordem esquelética caracterizada pelo comprometimento da resisténcia 0ssea, que é uma
combinacdo entre qualidade e densidade 6ssea, predispondo individuos ao risco aumentado de
desenvolver fraturas (CDC, 2001).

Existem alguns fatores que podem contribuir para a perda de massa Ossea e,
consequentemente, aumento da probabilidade de desenvolver osteoporose, conforme
demonstrado no quadro 1.

Quadro 1. Fatores que contribuem para perda dssea.

Fatores nao modificaveis Fatores modificaveis
Idade avancada Fumo
Sexo feminino Ingestio baixa de célcio
Raca caucasoide e faia (orientais) Ingestdo baixa de vitamina D
Historia familiar de osteoporose Baixa exposicdo solar
Histodria familiar de fratura de .
. Sedentarismo
quadril
Intolerancia a lactose Indice de massa corporea baixo
Desordens osteometabdlicas Corticoterapia
Malignidades (mieloma, linfomas) Depressdo/estresse

Fonte: YAZBEK e MARQUES-NETO, 2008

O aumento da expectativa de vida das populacdes tem feito com que a osteoporose
tenha uma distribuicdo universal, com altas estimativas de prevaléncia, dado que é uma
doenca relacionada ao envelhecimento (KALACHE et al., 1987).

Em geral, do ponto de vista econdmico e social, a osteoporose € uma enfermidade que
atinge todos os paises, independente de serem desenvolvidos ou ndo e traz grandes prejuizos,
quer pela incapacitagdo dos pacientes, quer pelo tratamento prolongado das fraturas
decorrentes dela. Um ter¢o dos individuos que fraturam o colo do fémur ficam incapacitados
definitivamente para caminhar, enquanto que essas fraturas reduzem o tempo de vida entre
10% a 20%, ocorrendo a morte nos primeiros seis meses depois da fratura (MELTON, 1988).

A expectativa de vida da populagdo brasileira apresentada, entre 1980 a 1985, foi de
63,4 anos. Para os anos de 2020 a 2025 essa estimativa € de até 72,1 anos, incluindo-se,
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portanto, entre estes individuos males associados ao envelhecimento (KALACHE et al.,
1987).

Dados oficiais sobre a incidéncia de osteoporose na populacdo brasileira sdo escassos,
porém estudos evidenciam que a partir dos 50 anos de idade, 30% das mulheres e 13% dos
homens sofrerdo algum tipo de fratura devido a osteoporose (RADOMINSKI ez al., 2002).

O ndmero de fraturas osteopordticas aumenta particularmente em mulheres (OHE,
1990). Segundo MARQUES-NETO (2001), em um grupo etario de 50 anos, foi verificado
que para cada cinco mulheres acometidas por osteoporose existia um homem com essa
doenca. Essas sdo especialmente vulnerdveis, em decorréncia da progressiva reducdo da
funcdo ovariana e, conseqiientemente, da producdo de seus hormonios esterdides (HALBE,
1995; ALDRIGHI, 1996). Esse processo inicia-se a partir dos 35 anos, quando a mulher
apresenta reducdo lenta de massa éssea, acentuando-se apds os 50 anos, momento em que
comumente ocorre a menopausa (OMS, 1996). JUNQUEIRA (2001) estimou que mais de 200
milhdes de mulheres no mundo tenham osteoporose e que o nimero de fraturas de quadril
decorrentes da osteoporose, que ocorrem a cada ano, ird passar de 1,66 milhdes para 6,26
milhdes em 2050.

ELFFORS (1998) estimou que nos EUA a cada vinte e cinco minutos, uma morte era
provocada pela osteoporose, com um custo financeiro direto e indireto de 7,5 bilhdes de
dodlares/ano. Nesse mesmo estudo previu que das fraturas que ocorrem em individuos acima
de 45 anos, 70% eram relacionadas a osteoporose e que 1/3 das mulheres com idade em torno
de 65 anos apresentariam fratura vertebral, enquanto que, aos 80 anos, uma entre cada trés
mulheres e um entre cada seis homens desenvolverdo fraturas de quadril, dados que apontam
para 25 a 30 milhdes de pessoas acometidas pela osteoporose naquele pais. Também na
populacdo brasileira este fendmeno estd sendo observado. De 7.540 milhdes de idosos
atualmente, chegar-se-& em 2020 a 17,9 milhdes, dos quais, potencialmente, 20%
desenvolverdo osteoporose (IBGE, 2004).

2.2 Fatores de risco para osteoporose

A diminui¢do progressiva da massa dssea que predispde o individuo a osteoporose e
suas conseqiiéncias, estd associada a diversos fatores que influenciam a densidade mineral
Ossea, tais como: idade, sexo, raca, hdbitos de vida, entre outros.

Segundo JANZ (2002), a massa éssea aumenta substancialmente desde o nascimento
até os primeiros anos de vida, sendo que na puberdade, esse incremento € mais rdpido em
garotos do que em garotas, sendo nessa faixa etaria que alcangcam o maior pico de massa.

No inicio da idade adulta, os ossos do esqueleto apendicular sdo maiores em homens e
eles t€m um cortex 6sseo mais espesso (GARN e BOECHAT, 1970). A area seccional
transversa nas vértebras é, também, 25% maior em homens (GILSANZ e BOECHAT. 1994).

A forma como a massa 0ssea € diminuida parece diferir entre homem e mulher tanto
no esqueleto apendicular quanto no axial, primeiramente, mulheres perdem mais 0sso ao
longo da vida do que o homem, principalmente, ap6s a menopausa (RIGGS, 2000) e o cortex
6sseo da mulher torna-se mais poroso (GARN e BOECHAT, 1970).

Mesmo que osteoporose seja mais freqiiente em mulheres, os maiores fatores de risco
para osteoporose em homens sdo hipogonadismo, corticoesterdides, excesso de &lcool e
mieloma multiplo (PHILIPS e BRADDON, 2004).

O Instituto Nacional de Trdumato-Ortopedia, do Ministério da Satdde, divulgou os
dados do Programa de Osteoporose Masculina em 2004. O levantamento revelou que dos
homens maiores de 50 anos que procuraram tratamento, 19,5% tinham osteoporose. Entre os
homens com 80 anos ou mais, o nimero percentual de pacientes acometidos pela doenca



chegava a 36,4%, enquanto que o grupo de homens com idade entre 50 e 59 anos
apresentavam 11,6% de incidéncia (BRASIL, 2005).

Sabe-se que quanto maior a sobrevida do individuo, maior € o risco de desenvolver
osteoporose, doenca que acomete preferencialmente individuos idosos (SZEJNFELD, 2001).

Fatores genéticos também sdo responsdveis pelas variacdes na massa éssea em
diferentes grupos €éticos e raciais. Individuos da raca negra possuem maior pico de massa
Ossea e, portanto, sdo menos predispostos a sofrerem de osteoporose que brancos e asiaticos
(RADOMINSKI et al., 2002).

As mulheres brancas possuem baixos indices de pico de massa dssea na idade adulta e
apresentam maior prevaléncia de osteoporose. A incidéncia de fraturas de fémur em mulheres
brancas € duas vezes maior do que em mulheres negras (SZEJNFELD, 2001).

Os hormonios sexuais que mediam diretamente as acdes dos osteoclastos e
osteoblastos, inibindo o recrutamento dos osteoclastos, e conseqiientemente a perda dssea,
também estdo envolvidos nesse processo. O nivel reduzido de estrogénio e androgénio
interfere no célcio intestinal e estd associado a um negativo balanco de célcio, resultando em
um aumento na reabsorcido 6ssea (HELGE e KANSTRUP, 2002).

Além disso, o estrogénio modula a homeostase do cdlcio em vdrios sitios, incluindo a
secrecdo do hormdnio paratireoidano (PTH), metabolismo da vitamina D, sintese e secre¢io
de absorcdo intestinal e renal de cdlcio NOTELOVITZ, 2002; PERRIEN, 2002).

Em situagdes de hipocalcemia o PTH atua sobre os ossos, rins e tubo digestivo. Nos
0ssos, age estimulando osteoclastos e ostedcitos, que removem cdlcio e fésforo através do
processo de reabsorcdo Ossea (VIANNA, 1988; ACOSTA-MARTINEZ e CARTER-
BARTLETT, 1992). Nos rins, promove aumento da eliminagdo de fosforo e retencdo de
célcio, respectivamente por reducio e aumento da reabsorcdo tubular, e no intestino, favorece
a absorcdo de cdlcio indiretamente, via vitamina D ativa (VIANNA, 1988).

Outra situacdo relevante € a menopausa, que se inicia entre 45 e 55 anos de idade, ¢é
evento singular que ocorre devido a deficiéncia estrogénica e promove uma série de
transformacgdes ao organismo feminino (SZEJNFELD, 2001; CERQUEIRA e REZENDE,
2002). No inicio da deficiéncia ovariana, uma mulher perde 3 a 5% de massa dssea por ano
(PRIOR et al., 1997).

Nesta fase da vida, a perda de massa 6ssea nas mulheres € relacionada ao declinio
agudo da producdo ovariana de estrégeno, hormonio que tem ag¢do protetora sobre o 0sso, por
suprimir sua reabsor¢do, prevenindo a perda dssea e reduzindo o risco de fraturas (WHEDON,
1981; SZEJNFELD, 2001 e 2003; NCP, 2003). Esse efeito ocorre devido ao estrogeno que
melhora a absor¢do de cdlcio no trato intestinal, além de diminui a perda de célcio pela urina
(HEANEY et al., 1989), promove aumento da forma ativa de vitamina D na circulagdo
quando ele estd em niveis elevados e também estimula a produ¢do de calcitonina, que previne
a remocao de célcio do osso (RICHART e LINDSAY, 1987).

Alguns hébitos de vida podem contribuir para a ocorréncia da osteoporose. O fumo,
por exemplo, inibe a proliferacio de células osteoprogenitoras (WADE, 2001;
NOTELOVITZ, 2002). Sabe-se que mulheres fumantes apresentam niveis reduzidos de
estrogénio e iniciam a menopausa mais precocemente do que mulheres ndo-fumantes
(SZEJNFELD, 2001).

O consumo regular de dlcool, como por exemplo, mais de dois drinques didrios, pode
ser prejudicial para o tecido dsseo para ambos 0s sexos, pois 0 dlcool é toxico aos osteoblastos
e acomete o ciclo de remodelacdo 6ssea (SZEINFELD, 2001; YUAN et al. 2001).

A probabilidade de desenvolver osteoporose aumenta também com ingestdo de duas
ou mais xicaras de café por dia, quando combinada com uma baixa ingestdo de cdlcio. A alta
ingestdo de cafeina de qualquer fonte (café, chd, refrigerantes e outras bebidas), acelera a
perda de célcio na urina, aumentando o risco de fratura éssea (NIEVES, 2005).



Outro fator que interfere no processo de remodelagdo 6ssea e regulagdo de cdlcio
absorvido no osso € o uso de glicocorticéides. Eles estimulam as células osteoclésticas e
inibem as osteoblasticas, reduzem a producio de estrogénio, com conseqiiente diminuicdo da
deposicdo de cdlcio na matriz pelos osteoblastos (ISHIDA e HEERSCHE, 1998), conforme
serd descrito posteriormente.

Nesse contexto, a ingestdo de vitamina D também € importante. Essa vitamina exerce
vérias funcdes, tais como a absor¢do de cdlcio pelo intestino e auxilio no controle da
deposicdo de cdlcio no osso, além de promover o transporte ativo desse fon através do
epitélio, aumentando a formacdo de proteina de ligacdo do célcio nas células epiteliais do
intestino, o que ajuda na absorcido do mineral (RAYA, et al., 2001).

A sintese de vitamina Ds ocorre primariamente nos queracindcitos (células da
epiderme da pele). Sob a influéncia da luz solar, o 7-desidrocolesterol € foto-convertido a pré-
vitamina D3 que € hidroxilada no figado pela enzima 25-DH-Dj;, em reagdo dependente e
NADPH e oxigénio, e transportada do figado para o rim, onde ocorre outra hidroxilagdo,
formando a 1,25 (OH;)-Ds , que é a forma ativa, cuja funcio relaciona-se com o metabolismo
de célcio, conforme citado anteriormente (RAYA E TORRES, 2001; BLANCHET et al.,
2002).

Outro nutriente merece destaque no que diz respeito ao metabolismo 6sseo. Trata-se
da vitamina K, reconhecida por seu papel na cascata de coagulacdo sangiiinea, mas que vem
sendo apontada como tendo possivel papel na prevencdo da perda de massa 6ssea (WEBER,
1997).

Existem duas proteinas que contém o 4cido gama carboxiglutdmico (Gla) que sdo
dependentes de vitamina K e estdo associadas com a formacdo Ossea: a osteocalcina e a
proteina-Gla da matriz (PGM). O &cido ribonucleico mensageiro (RNAm) para PGM tem sido
encontrado em vérios tecidos, incluindo condrdcitos, tecido vascular e epitélio, apresentando
forte acdo inibitoria da calcificacdo tecidual (DORES e PAIVA, 2001).

A osteocalcina € sintetizada principalmente nos osteoblastos (DORES e PAIVA,
2001), representando em torno de 80% do conteido de Gla do tecido 6sseo maduro. A
osteocalcina humana carboxilada contém trés residuos de Gla que conferem alta afinidade aos
ions de cdlcio da molécula de hidroxiapatita (WEBER, 1997).

Além da g-carboxilacdo da osteocalcina, a vitamina K parece afetar outros parametros
do metabolismo 6sseo, tais como: excrecdo urindria de cdlcio, producdo de prostaglandinas
E2 e interleucina-6 (WEBER, 1997).

Apesar de estudos apontarem possivel papel da vitamina K na sadde 6ssea, resultados
com pacientes em uso de anticoagulantes orais tendem a sustentar essa hipdtese, ja que o uso
constante do medicamento, mantém um relativo estado de deficiéncia da vitamina e, por isso,
deveriam apresentar riscos de desordens 6sseas, fato que foi confirmado por CARABALLO et
al. (1999), em um estudo no qual a exposi¢do ao anticoagulante oral mostrou-se associada
com baixa DMO na regido ultradistal do osso rddio, porém ndo foi encontrado efeito sobre a
regido distal do rddio, espinha lombar ou fémur.

O habito da prética de atividades fisicas promove um adequado desempenho dos
sistemas cardiaco, respiratorio, muscular e 6sseo, contribuindo assim, para melhor qualidade
de vida para o individuo (RITSON e SCOTT, 2001). Apesar da existéncia de intervengdes
médicas para osteoporose, atividade fisica € altamente recomendada como fator preventivo
por reduzir a perdas e fraturas Osseas, melhorar a forca muscular e prevenir quedas
(CERQUEIRA e REZENDE, 2002).

N3ao estdo totalmente esclarecidos os mecanismos pelos quais o esqueleto responde a
atividade fisica, entretanto, sabe-se que hd aumento de resisténcia 6ssea em resposta a
aplicacdo de cargas mecanicas, assim como a diminui¢do da densidade déssea mineral na
auséncia das mesmas (CERQUEIRA e REZENDE, 2002)



Ossos e misculos respondem bem ao estresse fisico, tornando-se maiores e mais
fortes. Exercicios fisicos provocam tensdo fisica no corpo, ajudam a estimular o crescimento
dsseo, preservar a massa 0ssea e, conseqiientemente, auxiliam na prevencio e tratamento da
osteoporose (DALSKY et al., 1988 e MARCUS, et al., 1992).

2.3 Calcio: aspectos gerais, metabolismo e adequacao

O célcio é um mineral de extrema importancia para o organismo, sobretudo para a
mineralizacdo dssea. Participa também de indmeros processos organicos, tais como reacdes
enzimadticas, liberacdo de hormdnios e de neurotransmissores, excitabilidade neuromuscular e
coagulacdo sangiiinea (GOULDING et al., 2001).

O corpo humano adulto contém aproximadamente 1.000 a 1.500 g de cadlcio,
dependendo do género, raca e tamanho do corpo, dos quais 99% sdo encontrados nos 0ssos na
forma de hidroxiapatita, que confere rigidez ao esqueleto. Por essa razdo, o cdlcio é,
provavelmente, o nutriente mais estudado na drea de satide dssea e considerado de grande
relevincia na prevengdo e tratamento da osteoporose (DELMAS, 2002; ILICH e
KERSTETTER, 2000).

Niveis adequados de cdlcio podem retardar o desenvolvimento de osteoporose por
duas razdes. Primeiro porque o célcio suprime a reabsor¢do dssea e segundo porque a
calcificagdo ou mineralizacio dssea fortalece o osso. Sendo assim, para prevenir a redugdo da
massa 6ssea, deve-se manter o equilibrio entre a ingestdo e absorcdo de célcio e suas perdas.

Nos primeiros 20 a 25 anos de vida, a densidade mineral ¢ssea (DMO) aumenta com a
idade, até que o maximo (pico) de massa dssea seja alcangado. O pico de aquisicdo de massa
Ossea, geneticamente determinado, se dd até os 20 anos de idade, quando 90% do total é
adquirido. Os 10% restantes se completam até os 35 anos de idade (KALACHE et al., 1987).

Normalmente a metade da massa Ossea de um adulto é adquirida durante a
adolescéncia e, por isso, acredita-se que individuos com maior pico de massa dssea, alcangcado
nessa fase do desenvolvimento humano, podem apresentar menor risco de desenvolver
osteoporose (ILICH e KERSTETTER, 2000). Assim sendo, € necessdrio que haja um
consumo adequado de cdlcio durante adolescé€ncia para garantir a massa 6ssea mdxima dentro
do perfil genético individual e a protecio dessa massa acumulada em idades avancadas
(RODRIGUEZ-MARTINEZ ¢ GARCIA-COHEN, 2002).

A necessidade por uma dieta adequada em cdlcio persiste mesmo depois que o
crescimento tenha cessado, haja vista que esse mineral é perdido diariamente pelo corpo em
quantidades considerdveis. Se essa perda ndo for compensada por uma quantidade
correspondente, consumida via alimentacdo, o corpo rompe unidades de estrutura dssea no
intuito de prover célcio para circulagdo (HEANEY, 2000).

O cdlcio € perdido através da pele, cabelo, unhas, suor, urina e secre¢des digestorias,
em quantidades que vdo de 4 a 8 mmol/dia, em adultos, dependendo da atividade fisica e de
outros constituintes da dieta, como o sédio. Quando o célcio absorvido da dieta de um adulto
diminui e comeca a se equilibrar com as perdas didrias, os niveis no sangue comecam a
decrescer, e uma cascata de eventos ocorre, comecando pelo aumento da secre¢do de PTH,
que reabsorve 0sso e libera os seus constituintes no sangue (HEANEY, 2000).

A inadequacdo da ingestdo de célcio compromete a mineralizacio e a manutencio
Ossea, promovendo, dessa forma, o agravamento da osteoporose. Alguns estudos sobre
consumo alimentar mostram que, dos nutrientes avaliados, o célcio € o que apresenta maior
inadequagdo (GALEAZZI, et al.,1997; MONTILLA et al., 2003; SAMPAIO, 1997).

Algumas fontes alimentares e as recomendagdes nutricionais de cdlcio para diversas
faixas etdrias estdo representadas nos quadros 2 e 3, respectivamente.



Quadro 2. Teor de célcio em leite e derivados em 100 g de alimento.

Alimento Calcio (mg) Alimento Calcio (mg)
Leite de vaca desnatado 124 Togurte natural 226
desnatado
Leite em p6 desnatado 1049 Leite condensado 262
Leite em p6 982 ..

semidesnatado Queijo prato 1023

Leite em po integral 994 Queijo tipo minas 685

Sorvete de leite 137 Queijo parmesio 1357
Togurte semidesnatado, ..

Com sabor de frutas 157 Queijo provolone 925

Fonte: FRANCO, 2001.

Quadro 3. Ingestao Dietética de Referéncia (DRI) para humanos, em diversas faixas etérias.

Faixa etaria mg de calcio/dia

Lactentes: - do nascimento aos 6 meses 210
- dos 6 meses a 1 ano 270

Criangas: -1a3anos 500
-4 a 8 anos 800

Criancas e Adolescentes: -9 a 18 anos 1300
Adultos: - 19 a 50 anos 1000
- acima de 50 anos 1200

Gestantes e Lactantes: - < 18 anos 1300
- 19 a 50 anos 1000

Fonte: IOM, 2000.

Ao estudar as dietas de estudantes do periodo noturno de escolas do municipio de
Santo André, de faixa etdria entre 10 a 18 anos GAMBARDELLA (1995) verificou que mais
de 60% das adolescentes e entre 48% a 60% dos adolescentes referiram ingerir menos de duas
porcdes de alimentos lacteos diariamente, quantidade insuficiente para alcancar as
recomendacdes do mineral.

O estudo realizado por LERNER et al. (2000) em adolescentes de Osasco-SP mostrou
que apenas 6,2% dos homens e 2,8% das mulheres consumo de célcio igual ou superior a
1.200 mg/dia. Assim como no estudo realizado por JAIME et al. (1997), com jovens
universitarios paulistas de 18 a 27 anos foi encontrado um consumo médio didrio de 754,08
mg de célcio/dia, o que representa apenas 62,84% de adequacgdo para esse nutriente.

Um estudo feito por MONTILLA et al. (2003) revelou que um consumo de célcio
inadequado compromete ainda mais a saide dssea da mulher no climatério. Esses autores
verificaram a ingestio de cdlcio em mulheres de 35 - 50 anos e 51 — 65 anos e observaram que
14,3% e 14,5%, respectivamente, conseguiram atingir a adequagdo de célcio em suas dietas.

O mecanismo de absorcdo do cdlcio € complexo e envolve diversos fatores, tais como:
vitamina D, ATPase, fosfatase alcalina intestinal, fatores que aumentam ou diminuem sua
solubilidade, proteina ligadora de célcio no enterécito (calbindin), proteina ligadora de célcio
no plasma e outros (BOURDEAU e ATTIE, 1994; JOHNSON e KUMAR, 1994;
TURNBERG e RILEY, 1993). Nesse processo, podem ser consideradas trés etapas:
intraluminal, intracelular e plasmaética.



A quantidade de cdlcio absorvida é determinada pela ingestdo e pela capacidade de
absorcdo intestinal. Se a ingestdo € baixa, a absorcdo € alta, enquanto que em situagdes de alta
ingestdo a absor¢do é menor (NORMAN et al., 1981).

Tem-se a absorcdo saturdvel transcelular, dependente de vitamina D, e a absor¢@o nao
saturdvel intercelulares, que é dependente da concentragéo de célcio intraluminal.

Nesta etapa hd interferéncia de fatores na luz intestinal, aumentando ou reduzindo a
absorcdo, tais como:

opH

Para que o cdlcio, mineral solivel em meio dcido, mantenha-se em suspensdo no
conteudo intestinal, meio alcalino que favorece a precipitagdo de célcio, ele necessita estar
preso a ligandinas (grupo carboxil ou grupos amino de proteinas e grupos quelados em
cofatores ou enzimas).

Deve-se considerar, também, que em meio alcalino, aumenta a ligacdo célcio-fosfato,
formando fosfato de célcio, que € insoldvel e eliminado pelas fezes. No intestino delgado, a
medida que o pH aumenta em direcdo ao ileo, eleva-se a concentracdo do fosfato intestinal,
havendo precipitacao do cdlcio e deficiéncia da absor¢do. Dessa maneira, sua maior absorcao
se d4 ao nivel de duodeno e jejuno proximal (TURNBERG e RILEY, 1993).

Em situacdes de acidose aumenta a concentragdao do ion célcio, por haver diminuicio
da ligacdo célcio-albumina, enquanto que na alcalose aumenta esta ligacdo, com conseqiiente
diminui¢do de cdlcio i6nico, que € fisiologicamente ativo (BOURDEAU e ATTIE, 1994).

¢ Atividade de lactase, caseinato e citrato

O célcio € muito pouco soliivel em 4dgua e a forma em que € ingerido e o seu grau de
solubilidade no conteddo intestinal afetam a sua absorc@o. Entre 60% a 75% do célcio
ingerido diariamente estdo contidos no leite e/ou derivados. Como o pH do leite € alcalino, o
célcio se mantém em suspensdo pela formagdo de caseinato de cdlcio, citrato de célcio e
complexado a lactose (CORMAN, 1993), que ¢ um dissacarideo formado pelos
monossacarideos glicose e galactose que, na borda em escova do enterdcito, sofre acdo da
lactase, desdobrando-se nesses monossacarideos e liberando o célcio. Esses trés componentes,
lactose, caseinato e citrato, que mantém a solubilidade do célcio no leite, parecem explicar a
sua melhor absor¢do em relacdo ao célcio contido em outras formas alimentares (GRUDNER,
1997).

* Aminoécidos e lipidios

Dentre os amino4cidos, a lisina e a arginina favorecem a maior solubilidade do célcio,
com diminuicdo de formagdo do sal fosfato, o que favorece sua absor¢do (TURNBERG e
RILEY, 1993).

Ja em relacdo aos lipidios, sabe-se que os triglicerideos de cadeia longa, presentes em
ovos, manteiga, carnes gordas, leite integral, 6leos e gorduras, por apresentarem um
mecanismo de absorcdo mais complexo, diminuem o transito intestinal, possibilitando maior
tempo de contato do cdlcio com a mucosa e, conseqiientemente, a sua maior absorcdo
(CORMAM, 1993). Em casos de pancreatites ou de doencas disabsortivas intestinais, nas
quais a digestdo de gorduras estd prejudicada, ocorre a precipitacdo do célcio, por formacao
de sais insoldveis (estearato de cdlcio) e perda de vitamina D, que, sendo lipossolivel, ndo é
mantida em suspensdo (CORMAM, 1993).



* Acido fitico, acido oxalico, celulose, alginatos, alcool, antiacidos, bloqueadores da
secrecao acida, colestiramina e tetraciclina

Por meio da redugdo da solubilidade, esses compostos diminuem a absorcao do célcio,
quer por alteracdo do pH, quer por formacgdo de sais insoliveis, como fitato e oxalato de
calcio. O 4cido fitico é encontrado em cascas de grio e cereais, como na aveia e soja, e se
combina com o célcio, formando fitato de calcio. Ja o acido oxalico, encontrado no chocolate,
na pimenta, em nozes, em algumas hortalicas, como folhas de beterraba, acelga, espinafre,
cenoura, cebola verde, batata doce, em algumas frutas, como morango, laranja, figo e em
bebidas, como chid e refrigerantes tipo “cola” (WEAVER et al.,1991; AVIOLI, 1989),
combina-se com o célcio, formando oxalato de calcio, que ¢ um componente insolivel e
eliminado nas fezes (HEANEY, 2000).

No que diz respeito a etapa intracelular, sabe-se que absor¢do do célcio intestinal
ocorre 50% por mecanismos transcelulares e 50% por transferéncia passiva, através do espaco
intercelular (JOHNSON e KUMAR, 1994). O transporte celular de cdlcio € intenso no
duodeno e jejuno proximal, ocorre em menor quantidade no c6lon proximal, e pouco acontece
no jejuno distal e no ileo, pela auséncia de sistemas carreadores especificos dependentes de
1,25(0OH),D3 (calcitriol) e de pH adequado nesses segmentos (COLSTON et al.,, 1994;
KARBACH, 1994). O transporte passivo intercelular ocorre entre as células do epitélio
absortivo, é dependente de alta concentracdo do célcio intraluminal e independente de
vitamina D.

O transporte transcelular de cdlcio ocorre do limen intestinal em direcdo ao capilar
sanguineo, em sua maior parte por processo ativo, por diferenca de potencial eletroquimico
transepitelial, através da borda em escova do enterdcito. Devido a alta concentracio de célcio
no ldmen intestinal, em relacdo ao citoplasma do enterdcito, hd maior negatividade
intracelular, com grande diferenca de potencial eletroquimico favorecendo a entrada de cdlcio
na célula (LIANG et al., 1991).

Na borda em escova, o cdlcio liga-se a calbindina, importante para manutencdo de
célcio em solucdo, ja que é pouco solivel em meio aquoso, processo regulado pela vitamina
D, independentemente de transcricao genética (BOURDEAU e ATTIE, 1994).

A vitamina D interage na membrana plasmética da borda em escova, cuja camada
lipidica tem baixa permeabilidade a fons bivalentes e trivalentes, abrindo os canais de célcio
(COLSTON et al., 1994; JOHNSON e KUMAR, 1994). Isso parece dever-se ao aumento da
sintese de fosfatidilcolina, a partir de fosfatidiletanolamina, na borda em escova, levando a
aumento da fluidez da membrana citoplasmatica e permeabilidade ao célcio. Essa resposta é
especifica para a 1,25(OH),D; e ndo a outros lipidios (LIANG et al., 1991).

O célcio € deslocado na célula em direcdo ao interior das organelas, mitocondrias e
reticulo endoplasmético, onde ¢é estabilizado e estocado em formas ndo cristalinas por
ligandinas, como Mg-ATP e fosfocitrato (BOURDEAU e ATTIE, 1994).

Pela acdo da neurotensina, serotonina e acetilcolina, ha ativagdo da hidrélise do
fosfatidil-inositol (PIP2), encontrado na membrana plasmadtica, originando o 1,4,5 trifosfato
de inositol (IP3), que se difunde para o interior da célula, estimulando a liberacdo do célcio
desses estoques, quando o mesmo necessita ser liberado para o exterior da célula
(BOURDEAU e ATTIE, 1994).

Na membrana basolateral, o cédlcio € liberado para o espaco intersticial por dois
processos ativos: um dependente de Ca*"-ATPase, no qual para hidrélise de cada molécula de
ATP ha efluxo de uma molécula de célcio, processo este estimulado pela fosfatase alcalina
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ATPase, no qual para cada molécula de célcio efluido ha entrada de trés moléculas de sédio
na célula (BOURDEAU e ATTIE, 1994; JOHNSON e KUMAR, 1994).

Estes mecanismos de influxo e efluxo de célcio e sédio regulam a concentragdo de
célcio intracelular. Na auséncia desses mecanismos, as células ndo manteriam a concentracao
de calcio e haveria acimulo do ion no ambiente intracelular (BOURDEAU e ATTIE, 1994).

Trabalhos mostram que a absor¢do do célcio pode ocorrer também no célon, onde
foram identificados receptores para 1,25(OH),D3 com caracteristicas similares aos do
delgado. Essa capacidade de absorver célcio parece representar uma reserva funcional em
situacdes em que ha reducdo da absor¢do em conseqiiéncia de ressec¢io ou doenga extensa de
delgado. Em condi¢des normais, porém, ndo estd bem definido se o célon contribuiria
significativamente nessa absorcao (ELSHARYD et al., 1995).

Ao entrar no capilar venoso, 45% a 50% do célcio circulante apresenta-se ligado a
proteina, sendo que 80% estd ligado a albumina e os 20% a globulina. Outros 45% a 50%
circulam em forma idnica e 8% estdo complexados ao citrato, fosfato e sulfato (BOURDEAU
e ATTIE, 1994).

Na circulagao hi trés tipos de célcio: célcio ligado a albumina, que nao € ultrafiltravel;
célcio complexado a citrato, sulfato ou fosfato, e célcio i6nico, que sdo ultrafiltraveis. O
célcio i6nico, o tnico fisiologicamente ativo, conforme as necessidades organicas, passa para
as células dos tecidos excitdveis e ao tecido 6sseo (BOURDEAU e ATTIE, 1994).

A necessidade didria do mineral enfocado nesse estudo pode ser suprida pela ingestao
de alimentos ricos ou suplementados com cdlcio na forma biodisponivel, ou através de
suplementos farmacolégicos ou ambos (BEDANI e ROSSI, 2005).

O NIH CONSENSUS CONFERENCE (1994), sobre o consumo adequado de célcio,
verificou que o cdlcio, em doses de 1.500 mg/dia, ajuda na preven¢do e no tratamento da
osteoporose, concluindo que a administragdo de 2.000 mg de célcio elementar/dia é segura
para a maioria das pessoas. Enquanto a fonte preferencial de célcio se dd pelo consumo de
alimentos ricos em calcio, como o leite e outros derivados, alimentos fortificados com calcio e
suplementos sdo outros meios pelos quais o consumo 6timo do cdlcio pode ser alcancado
(FISHBEIN, 2004).

Os suplementos de célcio sdo geralmente apresentados na forma de sais ou
combinacdes de sais, por exemplo, carbonato, citrato, lactato e fosfato, € em menor proporcao
gluconato, glubionato, gluceptato. Tais suplementos irdo variar no conteido de célcio, com
maior percentual para carbonato de cdlcio - CaCOj3; (40%). Outros sais, como citrato, lactato e
gluconato fornecem 21%, 14% e 9,3% de célcio, respectivamente (FISHBEIN, 2004).

Tem sido observado um aumento na eficiéncia de absor¢do de cdlcio pela coingestdo
de CaCOj; com alimentos em mulheres normais jovens e em idosos (HEANEY et al., 1989).

2.4 Osteoporose induzida por glicocorticéides

Os glicocorticéides sdo hormdnios de natureza esterdidica que atuam em varios 6rgaos
e sistemas. O produto natural, o cortisol ou a hidrocortisona, é considerado o principal
horménio do cortex supra renal, e, a partir de modificacdes em sua molécula, foram
sintetizados indmeros derivados com atividade glicocorticdide maior e mais prolongada, cujas
indicacdes terapéuticas sdo amplas (CORONHO et al.,2001) .

Esses hormonios, além de apresentarem vdérios efeitos sobre a resposta imune,
propriedade antiinflamatéria e imunosupressiva, quando administrados terapeuticamente,
também estdo associados com a perda Ossea e um subseqiiente aumento de fraturas em
humanos (PATSCHAN et al., 2001).

Os efeitos dos glicocorticdides sobre o tecido 6sseo podem ser devido a diversos
fatores, incluindo aumento da elimina¢@o de cdlcio renal e diminui¢do da absor¢do de célcio
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intestinal. Um balango negativo de célcio devido a mudangas no transporte de cédlcio renal e
intestinal € responsdvel pelo hiperparatireoidismo secunddrio em pacientes tratados com
glicocorticéides (BIKLE e PILLAI, 1993; KLEIN et al., 1977; LUKERT e RAISZ,1990;
REID,1997). Sabe-se que a corticoterapia influencia negativamente o metabolismo renal de
célcio, aumentando a sua excrecdo urindria, devido a redug@o da reabsorcdo tubular renal
(SEGAL e LANE, 1997).

No trato intestinal, a influéncia mais evidente € a diminui¢do de sua absorcao, através
da inibicdo do transporte ativo transcelular secundario ao antagonismo sobre a vitamina D.
Entretanto, parece existir uma associag@o entre os niveis de glicocorticéides e a absorcao de
célcio pelo duodeno, de tal forma que doses baixas aumentam, enquanto doses elevadas
reduzem sua absorc¢do (SEGAL e LANE, 1997).

O efeito estimulatério direto de glicocorticdides sobre a sintese e secre¢do de PTH tem
sido observado in vitro: administracdo de dexametasona aumenta a secre¢do de PTH de
células da paratiredide de cultura bovina e a secre¢do de PTH estimulada por cortisol de
culturas de glandulas de paratiréide de rato (AU, 1976).

Concentragdes baixas de esterdides sexuais na circulacdio em mulheres apds a
menopausa ou ovariectomizadas levam ao aumento da perda Ossea. Entretanto, reposicao
hormonal pode prevenir essas mudancas. Na auséncia de reposi¢do hormonal, a osteoporose
pode se desenvolver como um resultado de uma reducio na formacao éssea e estimulacdo na
reabsor¢do 6ssea (DUCY et al., 2000; SCHOT e SCHUURS, 1990; WEINSTEIN et al.,
2000). O efeito inibitdrio dos glicocorticdides sobre a sintese e secrecdo de hormdnios sexuais
também contribui para a osteoporose induzida por glicocorticéides.

Os glicocorticéides modificam a atividade metabdlica e proliferativa das células
Osseas. Eles inibem a osteoblastogénese e osteoclastogénese e reduzem a meia vida dos
osteoclastos. Eles também sdo potentes repressores da funcio osteobldstica e provavelmente
estimuladores da maturacdo dos osteoclastos. Em conjunto, estas mudancas conduzem a
osteoporose induzida por glicocorticdide, principalmente devido a formacdo dssea reduzida.
Um aumento na reabsor¢@o dssea parece estar menos envolvido (PATSCHAN et al., 2001).

2.5 Tratamento da osteoporose

No Brasil, somente uma pessoa em trés com osteoporose € diagnosticada, e destas,
somente uma em cinco recebe algum tipo de tratamento (ZABAGLIA et al., 2001).

Tanto para a prevencdo como para o tratamento da osteoporose sdo recomendadas
dietas ricas em cdlcio. Mulheres na pré-menopausa, mulheres na pds-menopausa e homens
necessitam ingerir cerca de 1000 a 1500 mg de célcio/dia (SZEJNFELD, 2004).

MEINAO et al. (1998) relatam que a suplementacio de célcio nas doses de 1.000
mg/dia em mulheres na pés-menopausa diminui a perda de massa dssea em até 50%. mulheres
que receberam 1.000 a 2.000mg de célcio por dia durante um ano, quando comparadas a
mulheres que receberam placebo apresentaram uma diminui¢@o significativa da perda dssea
em coluna lombar, entretanto esse efeito benéfico se perdeu no segundo ano da terapéutica.

Além da ingestdo adequada de célcio, recomenda-se exposi¢do solar e ingestdo de
alimentos ricos em vitamina D que assegurem o minimo recomendado de 400 a 800 Ul/dia
(ZABAGLIA et al., 2001).

Na terapia de tratamento de osteoporose muitas vezes se faz necessdrio o uso de
farmacos, dentre estes o estrogénio, calcitonina, raloxifeno, alendronato e risedronato.

Os estrogénios atuam na diminui¢cdo da reabsorcdo éssea, previnem a perda de osso
trabecular e cortical, reduz em 50% o risco de fratura em qualquer sitio esquelético e
aumentam a densidade Ossea da coluna (5 a 6%) e fémur (2 a 3%). Os maiores efeitos



ocorrem em mulheres com perda dssea recente ou acelerada. Esta terapia de reposicdo
hormonal (TRH) pode ser utilizada em qualquer momento apds a menopausa, porém é mais
eficaz quando ministrada a mulheres mais jovens nos primeiros anos apds a menopausa
quando ainda néo ocorreu grande perda da densidade 6ssea (ZABAGLIA et al., 2001).

Embora existam evidéncias de que os estrogénios em doses adequadas sejam eficazes
no tratamento da osteoporose, tem sido estabelecida uma relacio entre TRH e maior risco de
ocorréncia de cancer de pulmio e problemas cardiacos. Assim, atualmente, recomenda-se
doses baixas de TRH para reduzir sintomas préprios da menopausa e prevenir a perda de
massa 6ssea (YASUI et al., 2003).

A calcitonina altera a motilidade citoplasmatica dos osteoclastos inibindo sua
atividade de reabsorcdo Ossea. A calcitonina utilizada atualmente na pratica clinica é um
horménio sintético proveniente do salmdo, considerado 50-100 vezes mais potente que a
calcitonina humana. Deve ser utilizada em homens ou mulheres apds a menopausa com
osteoporose de coluna, associada ou nao a fratura aguda vertebral. Estudos sugerem que doses
de 200 Ul/dia de calcitonina reduzem o risco de novas fraturas vertebrais em 30%, sem, no
entanto, qualquer efeito sobre as fraturas ndo vertebrais (ZABAGLIA et al., 2001).

Outro farmaco € o raloxifeno que reduz a reabsor¢do Ossea, previne a perda dssea na
coluna e fémur, aumenta a densidade dssea da coluna (1,5%) e do fémur (1,5%) e reduz em
50% o risco de fratura na coluna. Sua utilizagdo foi aprovada apenas para a prevencdo da
osteoporose e ndo para o tratamento da osteoporose estabelecida (ZABAGLIA et al., 2001).

O alendronato foi o primeiro bisfosfonato largamente utilizado que apresentou dados
convincentes sobre sua eficdcia na reducdo de fraturas de pacientes com osteoporose. Ele
diminui o ndmero e a atividade dos osteoclastos, inibindo a reabsor¢do 6ssea, aumenta a
densidade 6ssea da coluna (3 a 5%) e do fémur (2 a 3%) e reduz a perda 6ssea do antebraco
em 50%. Cerca de 86% dos pacientes apresentam algum aumento de densidade Ossea
(ZABAGLIA et al., 2001). O alendronato reduz significativamente a incidéncia de todas as
fraturas clinicas em pacientes com histéria de fraturas vertebrais (DELMAS, 2002).

Outro bisfosfonato € o risedronato que também revela ser eficaz na reducgdo de fraturas
de pacientes osteopordticos. Esse farmaco é capaz de reduzir o risco de novas fraturas
vertebrais em 49% em comparagio com o grupo-controle apds trés anos de tratamento, com
reducdo de 61% no primeiro ano de terapéutica. O risco de fraturas ndo vertebrais foi
reduzido em 33% ap0s trés anos de tratamento. O risedronato tem acio mais rdpida e € mais
bem tolerado que o alendronato. Ambos sdo contra-indicados em pacientes com doenga
gastrintestinal ativa ou com alteragdes estruturais do esdfago (ZABAGLIA et al., 2001).

A teriparatida, que € a fracdo amino-terminal do hormonio da paratiredide (PTH), é
um medicamento que se propde a reverter alteragdes esqueléticas que ocorrem na osteoporose
através do estimulo direto sobre a formagao dssea, ativando osteoblastos da superficie dssea e
prolongando a vida média dos osteoblastos ativos. Sua agdo se dd tanto no osso cortical
quanto no trabecular (ZABAGLIA et al., 2001). Estudo multicéntrico que incluiu 1.637
mulheres na pés menopausa portadoras de fraturas vertebrais prévias, seguidas por um
periodo de 21 meses, demonstrou ganho de massa dssea em 10% dos casos e redugdo de 65%
de fraturas vertebrais e 53% de fraturas extravertebrais (NEER et al., 2001).

2.6 Biodisponibilidade de minerais

A composi¢do dos alimentos € uma indicacdo muito significante do seu valor
nutritivo, contudo ndo € suficiente para uma caracterizacdio completa do ponto de vista
nutritivo, isso porque rarfssimos sdo os nutrientes que, contidos nos alimentos, tornam-se
totalmente disponiveis ao organismo ap0s a sua ingestdo (COZZOLINO, 1997).



A porcdo disponivel de qualquer nutriente € aquela que é absorvida em uma forma que
possa ser utilizada pelo organismo em seu metabolismo celular (COZZOLINO, 1997). Os
fatores mais importantes que interferem na biodisponibilidade dos nutrientes sio:
digestibilidade, absor¢do, complexacdo e presenca de substincias toxicas (SANTOS et al.,
2004).

Em relag@o aos minerais, existe uma grande variacdo de disponibilidade biolégica que
depende, principalmente de: natureza quimica do composto mineral; complexacdo com outras
substancias contidas nos alimentos; natureza quimica do composto formado; e competicao de
dois ou mais elementos pelo mesmo sitio de acdo ou mecanismo de absor¢io (SGARBIER]I,
1987).

A importincia da determinacdo da biodisponibilidade de minerais em dietas estd
centralizada no estabelecimento das recomendag¢des de ingestdo desses elementos em funcio
das necessidades dos individuos. Assim, os estudos da biodisponibilidade de nutrientes devem
ser especificos para cada regido, tendo em vista a grande diversidade de dietas e de individuos
(COZZOLINO, 1997).

O teor e a biodisponibilidade de célcio variam muito nos diversos alimentos, sendo
que um grande nimero de fatores influencia no aproveitamento desse elemento presente nas
refeicdes. Por exemplo, o leite de vaca e derivados se constituem nas fontes mais ricas e com
maior percentual de absorcdo desse mineral. Porém, outros alimentos, quando ingeridos em
quantidades adequadas, podem contribuir consideravelmente para o fornecimento de célcio,
de forma aproveitdvel, aos individuos (COZZOLINO, 1997).

Diversos fatores podem prejudicar o aporte adequado de célcio, dentre eles, podem-se citar
as interacdes negativas que ocorrem entre o mineral e demais componentes dos alimentos,
como o ferro, proteinas, sédio e fitatos, acarretando reducdo de sua biodisponibilidade na
dieta (WEAVER e HEANEY, 2003).

Devido a relagc@o entre deficiéncia de célcio e osteoporose, a suplementagdo deste
macromineral tem sido utilizada em mulheres ad,ultas com vistas a minimizar perdas 6sseas
associadas a idade e ao desenvolvimento da osteoporose (DAWSON-HUGHES et al., 1986).
Da mesma forma, produtos alimenticios t€m sido fortificados com cdlcio, especialmente leite
e produtos a base de leite (WOOD e ZHENG, 1997). Entretanto, um potencial efeito adverso
do cédlcio quando oferecido com a refeicdo é a diminuicdo na absor¢do de minerais tragcos
(DAWSON-HUGHES et al., 1986).

Os efeitos da suplementagdo de cdlcio sobre a absor¢do do ferro tém sido
documentados em alguns estudos. DAWSON-HUGHES et al. (1986) verificam os efeitos da
suplementacdo de 500mg de calcio elementar (carbonato de cdlcio e hidroxiapatita) sobre a
absorcdo de 3,6mg de ferro ndo-heme em mulheres pds-menopausa. Os mesmos observaram
uma redugdo de 50% a 60% na absor¢do do ferro de uma refei¢ao (café da manha) marcada
extrinsecamente com Fe, contendo também 227mg de célcio.

Da mesma forma, COOK et al. (1991) observaram uma reducdo na absorc¢ao do ferro
ndo-heme de uma refeicio composta por hamburguer quando da suplementacdo de 600mg de
célcio na forma de citrato de calcio ou fosfato de célcio. Na forma de carbonato de cédlcio ndo
houve reducao na absorgao.

A interacdo entre célcio e zinco também foi estudada por DAWSON-HUGHES et al.
(1986). Esses autores avaliaram o efeito de suplementacdo de 500mg de calcio elementar
(carbonato de cdlcio e hidroxiapatita) sobre o zinco (3,62mg), porém ndo foi observada
reducdo na absorc¢io deste mineral.

Segundo WOOD e ZHENG (1997), estudos sobre o assunto t€m mostrado resultados
controversos. Os mesmos autores avaliaram o efeito da ingestdo de grandes quantidades de
célcio sobre a absorcdo do zinco em mulheres pds-menopausa que receberam uma dieta
padronizada contendo 17,6mg de zinco e 890mg de calcio por dia e, apds 12 dias, receberam
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mais 468mg de célcio na forma de um alimento ou de um suplemento (fosfato de cdlcio). O
balanco de zinco foi significativamente reduzido durante o tratamento com altas doses de
célcio. Em um segundo estudo, a ingestdo de 600mg de cdlcio junto com a refei¢cdo diminuiu
a absor¢do de zinco em 50%, concluindo que as dietas com altos teores de cdlcio parecem
aumentar as necessidades de zinco em adultos.

Outro mineral que estd intimamente associado ao cdlcio na nutrigdo humana é o
fosforo. Para ajudar a manter o equilibrio normal sérico calcio-fésforo, a quantidade de
fosforo na dieta devem ser equilibradas na propor¢do 1:1. Entretanto, suplementos de célcio
ou mesmo elevadas ingestdes de cdlcio podem comprometer este equilibrio e alterar a
absorcao do fésforo (WILLIAMS, 1997).

Os efeitos do cdlcio no metabolismo do fésforo foram estudados em adultos por
SPENCER et al. (1984), utilizando 200, 800 e 2000 mg/dia de célcio e 200 e 800mg/dia de
fosforo. A adi¢do de diferentes quantidades de célcio levou a uma significante diminui¢@o na
excre¢do urindria de fésforo e a um aumento na excrecao fecal de fosforo.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais
3.1.1 Matéria-prima

Cascas de ovos de galinha (Gallus gallus, L.) oriundas de processo fabril foram
fornecidas pela industria de alimentos Sohovos AB Brasil - Sorocaba - SP para a realizacio
deste trabalho. Foram coletadas, acondicionadas em caixas térmicas de Isopor® com gelo
seco e transportadas até o Laboratério de Processamento de Alimentos do Instituto de
Nutri¢do Josué de Castro da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

3.1.2 Animais de experimentacao

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas 63 ratas adultas (Rattus norvergicus),
da linhagem Wistar, variedade Albinus, ordem Rodentia mammalia, familia Muridae,
provenientes da coldnia do Biotério do Laboratério de Cirurgia Experimental da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (LCE/UERJ), local onde
receberam ragdo apropriada para ratos e dgua ad libitum, até atingirem o peso ideal para o
inicio do experimento.

3.1.3 Biotério

O biotério do LCE/UERIJ era dotado de sistema de exaustdo e fotoperiodismo (ciclo
claro e escuro de 12 em 12 horas), climatizado, com temperatura constante de 24 + 2°C,
bancadas para o manuseio de animais e sala para realizacdo de procedimentos cirirgicos.

3.2 Métodos
3.2.1 Manuseio das cascas de ovos
3.2.1.1 Higienizacao das cascas de ovos

As cascas de ovos foram inicialmente lavadas em dgua corrente sob pressdo até a
remoc¢ao completa das sujidades macroscopicamente visiveis. Em seguida, foram imersas por
15 minutos em dgua clorada com 150 ppm de cloro residual livre (CRL), cujo pH foi ajustado
para 6 com HCI. Posteriormente a drenagem da dgua clorada, as cascas foram imersas em
4gua declorada até a remocao total do CRL, avaliado pelo método colorimétrico da o-tolidina
(PALIN, 1950). Ap6s a remocgdo total do CRL, as cascas foram centrifugadas a 2.000 rpm
durante 8 minutos para drenagem maxima da dgua declorada.

3.2.2 Obtencao da casca de ovo em po

Devidamente higienizadas, as cascas foram submetidas & secagem em estufa com
circulagd@o de ar aquecido a 55 + 5°C. Depois de desidratadas, foram trituradas com auxilio de
moinho de facas até que as particulas atravessassem peneiras de malhas 0,25 mm. O pé obtido
foi acondicionado em sacos de polietileno com alta barreira ao vapor d“dgua e armazenado a
temperatura ambiente e na presenca de luz.



3.2.3 Determinacao da composicao centesimal

Para determinacdo da composicao centesimal foram mensurados os teores de umidade,
cinzas, extrato etéreo total, proteina bruta e carboidratos, conforme detalhamento abaixo. As
dosagens foram realizadas em triplicata, sendo registradas as médias encontradas.

3.2.3.1 Umidade

A umidade foi determinada por gravimetria e constou de pesagens de aliquotas em
pesa-filtros. Cada pesa-filtro foi previamente tarado, adicionado da amostra e aquecido em
estufa a 105 = 5°C até a obtencdo de peso constante (IAL, 2005). Os resultados foram
expressos em g de umidade/100g de amostra.

3.2.3.2 Residuo mineral fixo (RMF) ou cinzas

Foi determinado através de prévia carbonizacdo de aliquotas até a formacao de carvao
e posterior incineracdo em mufla a 550°C a fim de eliminar completamente o carvdo (IAL,
2005). Os resultados foram expressos em g de cinzas/100g de amostra.

3.2.3.2 Nitrogénio total e proteina bruta

Para determinagdo do nitrogé€nio total, aliquotas foram submetidas as etapas de
digestdo, destilacdo e titulacdo de acordo com os procedimentos sugeridos pelo método de
Kjeldahl (IAL, 2005). O teor de proteina bruta foi calculado através da multiplica¢do do teor
de nitrogénio total pelo fator de conversdo 6,25. Os resultados foram expressos em g de
proteina total ou bruta/100g de amostra.

3.2.3.3 Fracao Nifext
A fracdo Nifext foi determinada pela diferenca entre 100 e o somatério dos teores dos

demais macronutrientes (IAL, 2005). Os resultados foram expressos em g de
carboidratos/100g de amostra.

3.2.3.4 Extrato etéreo total ou lipidios

A extracdo da fracdo lipidica foi realizada com auxilio de um extrator de Soxhlet,
sendo utilizado éter etilico como solvente e a quantificacdo foi realizada por gravimetria
(IAL, 2005). Os resultados foram expressos em g de lipideos totais/100g de amostra.
3.2.4 Valor energético total (VET)

O VET foi calculado através da soma dos produtos do nimero de gramas de proteinas
e de carboidratos multiplicada por quatro (4 kcal/g), e do nimero de gramas de lipidios
multiplicada por nove (9 kcal/g), sendo o resultado desta soma expresso em kcal/100g de
amostra (KRAUSE e MAHAN, 2002).

3.2.5 Perfil em aminoacidos

A determinacdo do perfil de aminodcidos foi realizada no laboratério da EMBRAPA-
Agroalimentos do Rio de Janeiro segundo a metodologia preconizada pela AOAC (2000). Os
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aminodcidos foram obtidos apds hidrélise de aliquotas de casca de ovo em p6 com HCl 6M
por 24h a 110 + 1°C em ampolas seladas a vicuo. Os hidrolisados foram evaporados em
dessecador contendo pastilhas de NaOH e, posteriormente, suspensos em tampao citrato pH
2,2. Entdo foi realizada a determinacdo por cromatografia liquida de alta efici€ncia com
deteccdo fluorimétrica apds derivatizacdo com 6-aminoquinolyl-N-succinimidyl carbamate,
em coluna de resina de troca catidnica e derivatizacdo pds-coluna com ninidrina em auto-
analisador de aminodcidos Hewlett Packard, modelo 1090M, equipado de coluna de 200mm
de comprimento, contendo resina de troca idnica de sédio, com a injecdo de 25uL. da amostra
e operando em condi¢des para hidrolisados protéicos (fluxo de 1mL/min, a temperatura de
25°C) (SPACKMAN et al., 1958). Os resultados foram expressos em g de aminoacidos por
100 gramas (g/100g).

3.2.6 Determinacao do teor de minerais

A determinacdo do perfil de minerais foi realizada no Laboratério de
espectrofotometria do Instituto de Quimica da Pontificia Universidade Catélica (PUC) do Rio
de Janeiro. As amostras secas, pesando 5 + 0,0035g, foram calcinadas em mufla a 550°C, por
periodo minimo de 2 horas e as cinzas obtidas foram dissolvidas em HCI 2mol/L. Entdo
foram analisadas por espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado no modo
semi-quantitativo, utilizando o equipamento ELAN 6000 da Perkin Elmer-Sciex (AOAC,
2000). Os resultados foram expressos em mg do mineral correspondente/100g de casca de ovo
em po.

3.2.7 Analise microbiolégica da casca de ovo em po

A casca de ovo em pé foi submetida a andlises microbioldgicas realizadas no
Departamento de Tecnologia de Alimentos do Instituto de Tecnologia da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRIJ), sendo pesquisados bactérias mesofilas aerdbias,
bolores e leveduras, coliformes a 35 °C e a 45 °C e Salmonella spp,, conforme procedimentos
descritos a seguir:

3.2.7.1 Bactérias mesofilas aerdbias

A pesquisa de bactérias mesdfilas aerdbias (contagem total em placa) foi feita baseada
no método descrito no Compendium of Methods for the Microbiological Examination of
Foods (MORTON, 2001).

Amostras de 10 g de casca de ovo em po foram retiradas assepticamente das
embalagens e homogeneizadas com 90 mL de dgua peptonada para o preparo de dilui¢des até
10°. Aliquotas de 1 mL de cada dilui¢do foram pipetadas em placas de Petri estéreis, em
duplicata. O meio de cultura dgar padrao para contagem (PCA), pH 7,0, foi vertido sobre a
aliquota ja pipetada e homogeneizada em movimentos suaves. Apds a solidificacdo do dgar a
temperatura ambiente, as placas foram incubadas em posi¢do invertida a 35 - 37 °C /48 horas.
Depois da incubacgdo, somente placas de mesma diluicio que apresentaram entre 25 - 250
coldnias foram consideradas para a contagem. Os resultados foram expressos em UFC/g de
casca de ovo em pé.

3.2.7.2 Bolores e leveduras
A pesquisa de bolores e leveduras foi realizada com base no método descrito no

Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods (BEUCHAT e
COUSIN, 2001).



Amostras de 10 g de casca de ovo em p6 foram retiradas assepticamente das
embalagens e homogeneizadas com 90 mL de dgua peptonada para o preparo de dilui¢des até
10°. Aliquotas de 1 mL de cada diluigdo foram pipetadas em placas de Petri estéreis, em
duplicata. O meio de cultura usado foi o dgar batata dextrose (ABD), acidificado com solucéo
esterilizada de écido tartdrico a 10% para ajuste de pH, a 3,5 £ 0,1, que foi vertido em placas
de Petri estéreis e homogeneizado em movimentos suaves. Apds a solidificagdo do dgar a
temperatura ambiente, as placas foram incubadas em posi¢ao invertida, a 20 - 25 °C por 3 a 5
dias. Apds incubacdo, foram consideradas para a contagem, somente placas de mesma
dilui¢do que apresentassem entre 25 - 250 coldnias. Os resultados foram expressos em UFC/g
de casca de ovo em pd. A contagem ndo foi expressa separadamente para bolores e leveduras
e as andlises foram feitas em duplicata.

3.2.7.3 Coliformes a 35 °C e coliformes a 45 °C

A pesquisa de coliformes a 35 °C e a 45 °C foi efetuada em meios de cultura liquidos,
por colorimetria, através da técnica do nimero mais provdvel (NMP) em duplicata, método
descrito no Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods
(KORNACKI e JOHNSON, 2001). As trés etapas que foram realizadas: Teste presuntivo para
detectar a presenga de microorganismos do grupo coliforme; Teste confirmativo para inibir o
crescimento de bactérias que ndo fossem do grupo coliforme; e Teste de coliformes a 45 °C,
para detectar a presencga de coliformes fecais.

Amostras de 10 g de casca de ovo em p6 foram retiradas assepticamente das
embalagens e homogeneizadas com 90 mL de dgua peptonada para o preparo de diluicdes até
10°. Aliquotas de 1 mL de cada dilui¢io foram pipetadas para uma série de trés tubos de
caldo lauril sulfato triptose (LST), pH 6,8. Apés a homogeneizacdo e incubacdo dos tubos a
35 °C/48 horas foram observados a produgdo de gés, sendo considerados positivos os tubos
que assim apresentaram. Com auxilio da tabela do nimero mais provdvel (NMP) para 3
dilui¢des com 3 tubos em cada diluicdo, os resultados foram expressos em NMP de
coliformes/10 g de casca de ovo em po.

3.2.7.4 Salmonella spp.

A pesquisa de Salmonella spp. foi baseada na metodologia proposta no Compendium
of Methods for the Microbiological Examination of Foods (WALLACE et al., 2001) e
realizada em duplicata.

Foram transferidos, assepticamente, 25 g de casca de ovo em p6 para 225 mL de caldo
lactosado e incubado a 35 - 37 °C, por 24 horas. Apds o periodo de pré-enriquecimento, 10
mL desse meio foram transferidos, assepticamente, para 90 ml de caldo selenito-cistina, pH
7,0 e para 90 mL de caldo tetrationato verde brilhante (Caldo TT). Apds completa
homogeneizagdo foram incubados a 42,5 °C por 24 h em banho maria. Partindo do
enriquecimento seletivo, com auxilio de alca de platina, foram feitas estrias nos meios: dgar
verde brilhante (Agar BG); 4gar xilose lisina-desoxicolato (Agar XLD); 4gar para
enterobactérias segundo Hektoen, pH 7,5 £ 0,1; dgar Salmonella-Shigella (Agar SS),pH7.0 £
0,1 e 4gar Rambach, pH 7,3 £ 0,2 a 25 °C. Todas as placas foram incubadas a 35 - 37 °C por
24 h e depois avaliadas para verificar a presenca de colOnias caracteristicas.
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3.2.8 Avaliacao do rendimento da casca de ovo em po (1)

O rendimento do processo de obtengdo da casca de ovo em p6 foi obtido pela razdo
entre a massa de cascas de ovos em pé produzido (mf) e a massa de cascas de ovos antes da
secagem (mi), calculado pela equacdo 01.

n = mf/mi

Equacao 01. Célculo do rendimento do processo de obtencdo da casca de ovo em poé.
3.2.9 Curvas de adsorcao e desorcao da casca de ovo em pé

A curva de adsor¢do da casca de ovo em pé foi determinada a partir da obtengdo da
umidade de equilibrio entre a amostra e o ar. A metodologia utilizada est4 ilustrada na Figura
1 e se fundamenta na modificacdo do método estdtico dos dessecadores sob vicuo, proposto
por KIMURA (1992) e j4 utilizado por PENA et al. (1994) e TOSTES et al. (1994).

Foram utilizados potes de vidro de 500 mL, e cada um deles, recebeu uma solugdo
saturada (Quadro 4) que propiciou a obtencdo de umidades relativas na faixa de 7% a 87%,
nas quais as amostras foram expostas.

Tampa 4/f_ )

Pote de 500ml <

Pesa-filtro <

Solugdo «
Saturada

Amostra <
de casca de ovo em pd

Figura 1. Representacdo esquematica para obtengdo das umidades de equilibrio.

Quadro 4. Solucdes saturadas utilizadas para a obtencdo das respectivas umidades relativas.

Sais utilizados Umidade relativa (%)
NaOH 7
MgCl,.6H,0 33
NaBr 57
NaCl 75
(NH4),SO, 81
KzCI‘O4 87

Fonte: KIMURA, 1992; PENA et al., 1994 e TOSTES et al., 1994.
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3.2.10 Tamanho das particulas da casca de ovo em po

A andlise da distribuicdo do tamanho das particulas da casca de ovo em pé seguiu os
procedimentos descritos por ASCHERI et al., 2006. A determinagdo realizada na unidade de
dispersdo liquida do equipamento Laser Particle Sizer Analysette 22 (Fritsch, Idar-Oberstein,
Alemanha), o qual utiliza o principio da difragdo a laser, produzindo laser hélio-neon no
comprimento de onda de 632 nm. As fragdes granulométricas foram adicionadas lentamente,
usando dlcool isopropilico como agente dispersor, sob agitacdo constante, até que 7% de
obscuridade do feixe de laser fosse alcangada para inicio da leitura.

3.2.11 Avaliacao da utilizacao biolégica do calcio da casca de ovo em po
3.2.11.1 Preparacao das racoes

Foram preparadas sete racdes para ratos adultos no Laboratério de Nutricdo
Experimental da Universidade Federal Fluminense, tendo sido adotado como padrio dietético
o protocolo para manuten¢do de cobaias de laboratério do Instituto Americano de Nutricao de
1993 (AIN 93 M) (REEVES et al, 1993).

As misturas salina e a vitaminica para o grupo controle (grupo 1) e para o grupo 2
seguiram os padrdes da AIN 93 M, enquanto que para os demais grupos foram diferenciadas
conforme apresentado na tabela 1.

Inicialmente, para cada tipo de racdo, foi realizada a pesagem de todos os ingredientes
que foram transferidos a uma batedeira sob agitacdo constante, considerando a densidade (do
mais leve para o mais pesado) como a seqiiéncia de adi¢do dos ingredientes. Ainda sob
agitacdo, foi acrescentada dgua fervente aos poucos até formar uma massa com textura lisa
que foi peletizada em formatos cilindricos.

Os pelletes obtidos foram espalhados em bandejas de ago inoxidavel e desidratados em
secador de bandejas, onde o ar de secagem foi insuflado a 55-60°C até a obtencdo de residual
de umidade em torno de 5 a 8%.

Tabela 1. Racdes oferecidas aos diferentes grupos experimentais.
Grupos de animais | Racoes

Grupo 1

(Controls semiosteoporose) Rag¢do de manutencdo para ratos adultos (AIN 93 M)

Grupo 2 Rag¢do de manutencdo para ratos adultos (AIN 93 M)
(Controle com osteoporose)
Racgdo de manutencao para ratos adultos (AIN 93 M), sendo o
célcio da mistura salina substituido pela casca de ovo em po
até atingir o nivel de cdlcio recomendado pela AIN 93 M. A
mistura vitaminica nao sofreu alteragdes.

Rac¢do de manutencdo para ratos adultos (AIN 93 M), sendo o
célcio da mistura salina substituido pela casca de ovo em p6
até atingir o nivel de cdlcio recomendado pela AIN 93 M
acrescido de 50%. A mistura vitaminica nao sofreu alteracdes.
Rag¢do de manutencdo para ratos adultos (AIN 93 M), sendo o
célcio da mistura salina substituido pela casca de ovo em p6

Grupo 5 (com osteoporose) até atingir o nivel de cdlcio recomendado pela AIN 93 M
acrescido de 50%. A mistura vitaminica isenta de vitaminas
DeK.

Grupo 3 (com osteoporose)

Grupo 4 (com osteoporose)
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Continuagdo - Tabela 1. Ragdes oferecidas aos diferentes grupos experimentais
Rag¢do de manutencao para ratos adultos (AIN 93 M), sendo o
Grupo 6 (com célcio da mistura salina substituido pela casca de ovo em po6 até
0steoporose) atingir o nivel de cdlcio recomendado pela AIN 93 M acrescido
de 50%. A mistura vitaminica isenta de vitamina K.
Rag¢do de manutencdo para ratos adultos (AIN 93 M), sendo o
célcio da mistura salina substituido pela casca de ovo em p6
até atingir o nivel de cdlcio recomendado pela AIN 93 M
acrescido de 50%. A mistura vitaminica isenta de vitamina D.
Rag¢do de manutencdo para ratos adultos (AIN 93 M), sendo o
calcio da mistura salina substituido pela casca de ovo em p6
até atingir o nivel de cdlcio recomendado pela AIN 93 M
acrescido de 50%. A mistura vitaminica suplementada até
atingir os niveis de 150% da recomendacdo pela AIN 93 M
de vitaminas D e K

Grupo 7 (com osteoporose)

Grupo 8 (com osteoporose)

3.2.11.2 Modificagoes nas misturas salina e vitaminica

As quantidades de casca de ovo em p6 adicionadas nas racdes foram determinadas de
acordo com o teor de cdlcio encontrado no produto em estudo, sendo utilizada como
substituinte da fonte de cdlcio da mistura salina, tendo como base a ragdo de manuten¢do AIN
93 M. A quantidade de célcio na ragcdo do grupo 3 foi suficiente para atender o teor desse
mineral preconizado pelo mesmo protocolo. As ragdes dos grupos 4,5,6,7 e 8, além da
quantidade de casca de ovo em po para atingir o nivel sugerido pela AIN 93 M teve um
incremento, visando promover uma suplementacdo desse mineral ao nivel de 50% .

A suplementacdo de vitaminas D foi determinada com base na recomendacdo dessa
vitamina para humanos em situagdes de risco para osteoporose. Homens e mulheres devem
ingerir de 200 (até 50 anos) a 400 Ul/dia (50-70 anos) de vitamina D, quando a exposicdo
solar for menor que 15 minutos didrios (IOM, 2000). Mulheres apds os 70 anos devem
receber 600 Ul/dia (IOM, 2000), ou seja 3 vezes a mais do que na idade adulta. A quantidade
de vitamina K adicionada seguiu o mesmo raciocinio, sendo suplementada em 3 vezes a mais
em relacdio a recomendagdo na fase adulta, sendo considerado nos dois casos as
recomendacdes da AIN 93 M (REEVES et al, 1993), visto que o ensaio experimental foi
realizado em ratas.

3.2.11.3 Ensaio experimental

Conforme descrito anteriormente, para a realizacdo do ensaio experimental realizado
no LCE/UERJ e submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da UFRRIJ, sob o nimero de
protocolo 23083.6935/2008-98, foram utilizadas 63 ratas adultas que foram mantidas em
gaiolas coletivas, forradas com cama de maravalha, contendo cada gaiola sete animais que
receberam ragcdo comercial para ratos adultos e dgua ad libitum até atingirem o peso entre 200
e 230g.

3.2.11.3.1 Obtencao dos dados basais
Ao atingirem o peso estipulado para o desenvolvimento do ensaio, sete animais,
escolhidos aleatoriamente, foram mortos por sobredose anestésica de 30mg/kg de peso

corporal de tiopental sddico, via intraperitoneal, para a determinagdo de cdlcio, fésforo e
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magnésio 6sseo basal, além de dados hematolégicos e bioquimicos basais, cujos métodos
serdo descritos posteriormente.

3.2.11.3.2 Inducao da osteoporose

Os demais animais foram submetidos ao processo de indugdo da osteoporose, que
consistiu em dois procedimentos. O primeiro foi o procedimento cirdrgico de ooforectomia
bilateral, no qual as ratas foram anestesiadas por meio do uso de cloridrato de quetamina (40
mg/mL) e cloridrato de xilazina (10mg/mL), na propor¢cdo de 1:0,5 mL, na dose de 0,1
mL/100g de peso corporal, via intramuscular. Em seguida, foram posicionadas na mesa
cirdrgica em dectbito dorsal, para a realizacio da tricotomia abdominal, tendo-se o cuidado
de limpar a érea a ser tricotomizada com 4gua e sabdo neutro e assepsia com iodopovidine
apods o procedimento, como visto na figura 2.

Ap6s o procedimento descrito, foi realizada uma laparotomia mediana (Figura 3).
Com o auxilio do bisturi, realizou-se a incisdo e dissec¢do do plano muscular e foi exposta a
cavidade peritonial (Figura 4). Procedeu-se a identificacdo dos ovdrios que foram expostos,
identificados (Figura 5) e excisados (Figura 6), por meio da ligadura da parte superior da
trompa com fio de édcido poliglicélico 2-0 (Figura 7). A parede abdominal foi fechada com
sutura continua em dois planos, um envolvendo peritonio e musculatura (Figura 8) e outro
envolvendo tecido subcutineo e pele, com fio de 4cido poliglicélico 3-0 (Figura 9). Os
animais do grupo controle foram submetidos a uma operacdo simulada, mas sem excisdo de
seus ovarios. Nesse procedimento, houve o cuidado de manter os animais contidos pelo menor
tempo possivel, tendo a contencido quimica eficiente por esse periodo que durou cerca de dez
minutos para cada animal.

Os animais foram divididos em grupos experimentais, controle e ooforectomia +
corticoterapia , com o objetivo de se isolar o efeito da priva¢do hormonal.

Figura 2. Area abdominal tricotomizada do animal em deciibito dorsal apés anestesia.
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Figura 3. Aspecto do local e dimensédo da laparotomia mediana.

Figura 4. Aspecto da incisdo e disseccdo do plano muscular.
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Figura 5. Aspecto da exposicdo e identificacdo dos ovarios.

Figura 6. Aspecto do pincamento e excisdo do ovario.

Figura 7. Aspecto da ligadura da parte superior da trompa de Fal6pio.
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Figura 8. Aspecto da sutura no plano envolvendo peritonio e musculatura.

Figura 9. Aspecto da sutura no plano envolvendo tecido subcutaneo e pele.

27



Aos 15 dias apds o procedimento cirtirgico, os animais receberam o glicocorticide
dexametasona (Azium Solu¢ao®-Schering-Plough S/A), por via intramuscular, na dose de 7
mg/kg de peso corporal, uma vez por semana, durante quatro semanas, a exce¢cdo dos animais
que constituiram o grupo controle e que receberam solugdo de NaCl a 0,9% em volume
proporcional aos demais animais, por via intramuscular. Durante esse periodo foram
oferecidas ad libitum, racdo comercial para ratos adultos e dgua.

3.2.11.2.4 Administracao das racoes experimentais

Posteriormente ao periodo de inducdo, os animais foram distribuidos, de forma
aleatoria, em oito grupos de 7 cobaias, sendo um grupo controle, composto dos que ndo foram
submetidos a ooforectomia e a aplicagdo do corticéide, e entdo deu-se inicio a administragdo
das ragdes experimentais. A cada dois dias, os pesos dos ratos e a ingestdo de ragdo foram
registrados.

3.2.11.2.5 Parametros bioquimicos e hematolégicos

Aos 33 dias contados a partir da data de inicio da administragdo das racdes
experimentais, os animais de cada grupo foram mortos por sobredose anestésica de 30mg/kg
de peso corporal de tiopental sddico, por via intraperitoneal.

Foram coletados, entdo, de cada animal, cerca de 4 mL de amostra de sangue, por
puncdo cardiaca, para a realizacdo do hemograma completo e dosagens das concentracdes
séricas de calcio, fosforo e fosfatase alcalina. Para tal, foram utilizados kits desenvolvidos e
padronizados pela BIODINAMICA Produtos e Servigos para Laboratétios Ltda. E as andlises
executadas no Laboratério de Lipides (LabLip) da Instituto Piquet Carneiro.

O hemograma foi realizado em contador hematolégico automatizado KX-21N
Sysmex® e as determinagdes de célcio total, fésforo e fosfatase alcalina foram realizadas por
espectrofotometria em analisador bioquimico automatizado A15 da BioSystems®.

3.2.11.3.6 Utilizacao biolégica do calcio da casca de ovo em pé

Os animais dos quais foram coletadas as amostras de sangue, tiveram os rins coletados
e os fémures esquerdos coletados e dissecados, tendo-se o cuidado de manter a regido
epifisdria sem lesdes.

Os materiais coletados foram acondicionado em sacos de polietileno com alta barreira
ao vapor d"dgua e transportados em caixas térmicas de Isopor® com gelo seco até o Instituto
de Quimica da PUC (RJ) para mensuracdo do teor de cdlcio, fésforo e magnésio, segundo
método proposto pelo IAL (2005).

O percentual de utilizagdo bioldgica do célcio da casca de ovo foi estimado segundo o
protocolo de NAVES (2003) que consiste no cédlculo da propor¢do do célcio retido (teor de
célcio no fémur ao final do experimento menos o cdlcio ¢sseo basal) em funcdo do célcio
ingerido.

3.2.12 Analise estatistica dos dados

Os dados obtidos foram submetidos a andlises estatisticas descritivas, segundo os
diferentes grupos de tratamento, incluindo médias e desvios padrao.

Para verificar diferencas entre os grupos de animais de acordo com um determinado
conjunto de varidveis analisadas simultaneamente foi adotada a Andlise de Variancia
Multivariada (MANOVA — Multivariate Analysis of Variance) (JOHNSON e WICHERN,
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2002). Para avaliar os modelos de MANOVA foi utilizada a estatistica de teste de Pillai-
Bartlett recomendada por HAND e TAYLOR (1987).

No entanto, como esse teste identifica apenas a diferenca de forma global, a presenca
de mais de dois grupos distintos, impossibilita a localizacdo dessa diferenca entre todos os
possiveis pares de comparacdo entre grupos tratamento e controle. Por essa razdo, apds
identificar os conjuntos de varidveis que diferem significativamente segundo os grupos, foi
realizada uma comparacdo multipla de médias por meio do teste de Tukey (YANDELL, 1997;
ZAR, 1999), calculando intervalos de confianca para as diferengas com nivel de confianca de
95%. Esta andlise permite localizar onde se encontram as diferengas significativas entre os
grupos.

Todas as analises foram realizadas em ambiente R utilizando a versao 2.6.1 (R, 2007).

29



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Composicao centesimal e valor energético total

A composi¢do centesimal e o valor energético total (VET) da casca de ovo em pé
estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Composi¢ao centesimal e VET da casca de ovo de galinha em p6.

Pariametros analisados | Resultados (X + DP)
Umidade (g.100g™) 1,3490 + 0,0274
RMF (g.100g™) 91,9600 + 0,2218
Proteinas (g.lOOg'l) 4,3693 + 0,3977
Fracdo Nifext (g.100g™) 1,5379 + 0,7029
Lipidios totais (g.100g™) 0,7837 + 0,0560

Valor energético total (Kcal.100g™) 30,6823 + 4,9069
X: média e DP: desvio padrao

Os resultados mostram que 100g desse produto contém 1,3490 + 0,0274 g de umidade,
quantidade que contribui para impedir a proliferacdo de microorganismos, além de poder ser
utilizado em formulagdes desidratadas que sdo elaboradas com insumos de reduzido teor de
dgua livre, como por exemplo, as preparacdes para obtencdo de sopas, pés para pudins,
bebidas lacteas, encapsulados, entre outros produtos.

Deve-se ressaltar que a maior fragdo encontrada nesse produto foi a de RMF, 91,9600
+ 0,2218 g/100g. Dessa forma, a casca de ovo em pd pode ser considerada uma das maiores
fontes naturais de minerais, porém, estudos devem ser realizados para avaliar a
biodisponibilidade desses minerais para os humanos.

Apesar da casca de ovo em po apresentar 4,3693 + 0,3977 g/100g de proteina bruta,
pesquisas precisam ser realizadas para revelar o perfil de aminoécidos e ensaios experimentais
para determinar o coeficente de eficdcia protéica, parimetros importantes para definir a
qualidade bioldgica e uso dessa fracdo, ja que se trata de um residuo de natureza animal e as
porcdes protéicas dessa origem tendem a revelar proteinas de alto valor biolégico.

Em produtos vegetais, na fracdo Nifext sdo consideradas as fibras dietéticas e os
carboidratos totais. No caso da casca de ovo, esse conteido corresponde ao somatério de
substancias que ndo estdo presentes nas fragdes protéicas, lipidicas, de minerais e aquosa. Por
ser um produto de origem animal, que t€m como caracteristica ndo possuir fibras, essa fracdo
pode ser considerada como os carboidratos totais desse produto e assim como o s demais
nutrientes presentes pode ser comparada com os resultados encontrados por SANT’ANA et
al. (2000) na Tabela 3.

Os teores de lipideos encontrados nesse produto podem ser considerados irrelevantes,
principalmente se for considerada a quantidade ingerida por dia por um individuo adulto
saudavel.

O VET obtido para esse p6 pode ser considerado relevante principalmente para dietas
hipocaldricas que necessitem de complementacdo ou suplementacdo de minerais.
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Tabela 3. Comparacio dos resultados de composi¢do centesimal e VET encontrados na casca
de ovo de galinha em p6 com os resultados obtidos por SANT’ ANA et al. (2000).

Resultados encontrados Resultados encontrados por

Parametros analisados SANT’ANA et al., 2000
X +DP) (X+DP)
Umidade (g.100g™) 1,3490 + 0,0274 0,63 + 0,01
RMF (g.100g™) 91,9600 + 0,2218 87,71 + 1,75
Proteinas (g.lOOg’]) 4,3693 + 0,3977 4,00 + 0,16
Carboidratos totais (g.lOOg‘]) 1,5379 + 0,7029 8,11
Lipidios totais (g.100g™) 0,7837 + 0,0560 0,09 + 0,01
Valor energético total 30,6823 + 4.9069 49.25

(Kcal.100g™)

X: média e DP: desvio padrao

Os resultados da composicdo centesimal obtidos nessa pesquisa sdo semelhantes aos
encontrados por SANT’ANA et al. (2000) no que diz respeito aos teores de umidade, RMF,
proteinas e lipidios, conforme pode ser observado na tabela 3, mas difere no VET em funcio
do valor de carboidratos totais encontrados por aqueles autores. Também devem ser
considerados que esses valores podem ser alterados devido a fatores que influenciam a
composi¢do do ovo, tais como: tamanho, alimentacao e estado sanitario das aves.

4.2 Perfil de aminoacidos

O uso de um alimento como fonte protéica depende de fatores como a concentragdo
total de proteinas e a propor¢cdo de aminodcidos essenciais presente nas proteinas em questao
(ANDRIGUETTO et al., 1999).

Para avaliar a qualidade quimica das proteinas presente na casca de ovo foi
determinado seu perfil de aminodcidos essenciais, cujos os resultados estio mostrados na
tabela 4.

Tabela 4. Perfil de aminodcidos essenciais presentes na casca de ovo em pd e a comparagao
com a proteina padrdo estabelecida pela FAO (1985).

Aminoacidos (AA) g AA/100g Proteina g de AA/ 100g casca de ovo

essenciais Padrio’ em po
Histidina - 0,43
Isoleucina 4 0,295
Leucina 7,00 0,44
Lisina 5,50 0,295
Metionina - N.A.
Cisteina - N.A.
Sulfurados totais* 3,50 N.A.

*aminodcidos sulfurados totais = metionina + cisteina
" FAO/WHO/UNU, 1985.
N.A. = ndo analisado
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Continuacao - Tabela 4. Perfil de aminoécidos essenciais presentes na casca de ovo em pé e a
comparag@o com a proteina padrdo estabelecida pela FAO (1985).

Aminoacidos (AA) g AA/100g Proteina g de AA/ 100g casca de ovo
essenciais Padrio’ em po
Fenilalanina - 0,18
Tirosina - 0,12
Aromaticos totais** 6,00 0,3
Treonina 4,00 0,39
Triptofano 1,00 N.A.
Valina 5,00 0,61

**aminoacidos aromaticos totais = fenilalanina + tirosina
' FAO/WHO/UNU, 1985.
N.A. = ndo analisado

Todos os aminodcidos avaliados mostraram concentracdes inferiores, quando
comparado a proteina padrao sugerido pela FAO (1985). Dessa forma, o produto ndo deve ser
considerado como uma boa fonte de proteinas, mas deve ser estudado como possivel fonte de

célcio para fenilcetoniricos devido ao baixo contetido de fenilalanina.

O tratamento da fenilcetonuria, no que diz respeito a alimentacdo, engloba a limitacdo
da ingestdo de proteinas de fontes naturais que possuem alta concentracdo em fenilalanina. A
restri¢ao protéica natural deve ser compensada pela utilizacdo de uma mistura de aminodcidos
que ndo possui, ou possui pequena quantidade de fenilalanina em sua composi¢do. A mistura
de aminodcidos €, portanto, essencial ao tratamento adequado da doenca. Sua auséncia
impede o tratamento, pois ocasiona deficiéncia nutricional importante, levando a quadros de
desnutricdo protéico-energética e de hipovitaminoses, entre outros, ji que a dieta &

extremamente restritiva sob vérios aspectos (ELSAS e ACOSTA, 1988).

O Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Fenilcetontria do Ministério da
Satide estabelece que os produtos utilizados no tratamento da fenilcetondria sdo
complementos alimentares, formulas isentas de aminoécidos, isentas de fenilalanina, sendo a
caracteristica basica dos produtos a muito baixa concentracido de fenilalanina, que nio pode
ser superior a 0,1 g ou 100 mg de fenilalanina por 100 g do produto (BRASIL, 2002), valor

préximo ao encontrado nesse estudo (0,18g/100g de casca de ovo em po).

4.3 Minerais

Os resultados do perfil de minerais (Tabela 5) sugerem que a casca de ovo € uma fonte

concentrada de minerais que deve ser nutricionalmente considerada, apesar de que estudos

sobre a biodisponibilidade desses elementos necessitam ser realizados.

Dentre os minerais pesquisados, o cilcio apresentou o maior teor, além de conter certa

quantidade de magnésio, sddio, estroncio, fésforo e potassio (Tabela 5).
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Tabela 5. Valores médios do teor de minerais (mg/100g) presente na casca de ovo.

Minerais |Resultad0s (mg/lOOg'l) Minerais |Resultados (mg/100g™)
Li 0,0061 Te 0,0008
Be < 0,002 I <0,8
Na 117,475 Cs < 0,0005
Mg 351,1 Ba 3,9739
Al <0,5 La < 0,001
K 41,971 Ce < 0,005
Ca 30263,72 Pr < 0,0005
Sc <03 Nd < 0,001
Ti 0,458 Sm 0,002
v 0,008 Eu 0,0018
Cr <0,1 Gd < 0,0005
Mn 0,031 Tb < 0,0005
Fe 1,5 Dy < 0,0005
Co 0,052 Ho < 0,0005
Ni < 0,0003 Er < 0,0005
Cu < 0,0001 Tm < 0,0005
Zn 0,083 Yb < 0,0005
Ga 0,0004 Lu < 0,0005
Ge 0,0479 Hf < 0,0005
As 0,012 Ta < 0,0005
Se 0,01 W < 0,002
Rb 0,040 Re < 0,0002
Sr 103,2 Os < 0,0001
Y 0,001 Ir < 0,0003
Zr 0,0005 Pt < 0,0004
Nb <0,001 Au 0,0001
Mo 0,023 Hg < 0,02
Ru < 0,0001 Tl 0,0014
Pd 0,0684 Pb < 0,02
Ag < 0,002 Bi < 0,02
Cd < 0,02 Th < 0,0005
In < 0,001 P 98,2
U <0,001 Si < 0,0004
Sn < 0,04 Sb < 0,001

SANT’ANA et al. (2000), em estudo realizado com a multimistura, revelaram que a
casca de ovo apresenta 30810 mg de cilcio por 100g, resultado similar ao encontrado nesse
estudo(30263,72 mg.100g™"). Em relagdo ao teor de ferro, esses autores encontraram
resultado inferior a esse trabalho (0,4 mg. IOOg'l e 1,5 mg. IOOg'l, respectivamente). Quanto ao
zinco, o teor encontrado por esses autores foi superior ao do presente estudo (0,3 mg. IOOg'1 e
0,08 mg.100g™”, respectivamente). Essas variacdes podem ser creditadas as metodologias
utilizadas e/ou alimentagao das aves, dentre outros fatores.
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Alguns minerais como sédio, potdssio, cdlcio, fésforo, cloro e magnésio sdo
considerados macrominerais por serem necessarios em grande quantidade ao organismo, ou
seja, 100 mg/dia ou mais. J4 os demais como ferro, zinco, cobre, molibdénio, sel€nio,
estroncio, iodo e fldor, por serem necessarios ao organismo em pequenas quantidades sdo
denominados de microminerais (KRAUSE e MAHAN, 2002).

A ingestdo didria de calcio recomendada para adultos é de 1000 mg e para individuos
com mais de 50 anos € de 1200 mg (IOM, 2000), portanto, apenas 3,30g e 3,97g de casca de
ovo em po, respectivamente, supriria as necessidades didrias de cdlcio, sem considerar a
biodisponibilidade desse mineral na fonte em questio.

Para suprir as demandas nutricionais de outros minerais, tais como fésforo, magnésio,
potédssio e sédio haveria a necessidade de consumir grandes quantidades de casca de ovo em
po (tabela 6), o que ndo € interessante, pois o consumo de elevadas quantidades do produto
promoveria uma alta ingestio de célcio, cujo consumo acima dos niveis recomendados parece
ndo contribuir, proporcionalmente, para a deposi¢do de célcio no tecido dsseo (SILVA et al.,
2004).

Tabela 6. Necessidade de consumo de casca de ovo em pé (g) para atender as demandas
nutricionais magnésio, sédio, fésforo e potassio para adultos.

Minerais Recomendacio diaria (mg) Consumo de casca de ovo em po (g)
I0OM, 2002 para suprir as recomendacoes

diarias
Homens: 19-30 anos: 400 113,9
s > 31 anos: 420 119,6
Mulheres: 19-30 anos: 310 88,3
> 31 anos: 320 91,1

Sédio 1500 1276,6
Fosforo 700 712,8

Potassio 4700 11.190,5

KIMURA (2002) avaliou ratos Wistar que consumiram racao suplementada com doses
de célcio 3 a 4 vezes superiores as recomendadas e observou redu¢do do conteddo Osseo
mineral, sobrecarga renal e enrijecimento arterial. Dessa forma, sabendo-se que a casca de
ovo apresenta grande quantidade em cdlcio, talvez deva ser consumida em quantidades
necessdrias para atender as necessidades nutricionais.

E fundamental salientar a importincia deste estudo, principalmente com relagio aos
altos niveis de cdlcio detectados nesse produto que possivelmente pode atuar como uma fonte
alternativa de cdlcio. Além do aspecto econdmico e ecoldgico, por se tratar de um residuo, o
célcio da casca de ovo apresenta vantagens nutricionais, pois ndo estd associado a elevadas
quantidades de proteina e s6dio, como acontece, por exemplo, nos queijos, que podem induzir
aumento da excrecdo renal de calcio. (IOM, 1997; WEINSIER e KRUMDIECK, 2000).

Segundo LERNER et al. (2000), ALBUQUERQUE e MONTEIRO (2002) e SILVA et
al. (2004), criancas e adolescentes de diferentes regides brasileiras ndo consomem quantidade
suficiente de cdlcio para um desenvolvimento desejdvel, fato prejudicial, pois nessa faixa
etdria seria necessario maior aporte desse mineral para garantir uma boa formacdo dssea.

A ingestdo deficiente de cadlcio na infincia e na adolescéncia predispde a osteoporose, doenca
de alto impacto econdmico que se manifesta nos idosos (MARQUES-NETO, 2001).
Considerando a importincia da ingestdo adequada desse mineral, o consumo da casca de ovo
em pd poderia contribuir positivamente com a complementacdo do cdlcio em dietas
deficientes desse mineral, prevenindo futuramente a osteoporose. Entretanto, seu consumo
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deve ser controlado, para que nao ultrapasse os niveis maximos de ingestao recomendados por
faixa etdria.

Dentre os resultados encontrados, outro dado importante a ser ressaltado é o teor de
estroncio na casca de ovo, que juntamente com outros minerais, foram comparados aos
achados de SCHAAFSMA et al. (2000) na tabela 7.

Tabela 7. Concentragdes de minerais encontrados na casca de ovo em pd e comparacdo com
cascas de ovo em p6 de origem eslovaquiana e alema.

Minerais | Resultados * | Eslovaquiana ** | Alema 1** | Alema 2% | Alema 3+**

Ca (mg/g) 302,6 401 385 393 387
Mg (mg/g) 3,5 4,5 3,6 3,6 3,5
P (mg/g) 0,9 0,1 1,5 0,2 1.9
Sr (ng/g) tragos 372 380 880 320
Zn (ug/g) tracos 5,13 5,0 5,0 -
Fe (ug/g) tracos 22,4 23 23 22,5
Cu (ug/g) tracos 7,7 10 13 7,5
Cr (ug/g) tracos 0,12 0,20 0,40 0,25
Se (ug/g) tracos 23,5 45 50 53
V (ug/g) tracos <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
Pb (ug/g) tracos <0,5 1,1 1,3 0,53
Al (ug/g) tracos <5 2 2 2
Cd (ng/g) tracos <50 18 24 3
Hg (ug/g) tracos <0,2 <0,2 <0,2 <0,2

* Resultado encontrados no presente estudo.
** Resultados encontrados por SCHAAFSMA et al., 2000.

Os resultados encontrados para o teor de cdlcio apresentaram-se inferiores aos obtidos
por SCHAAFSMA et al. (2000). Em relagdo ao magnésio a casca de ovo alema assemelhou-
se mais com a do presente estudo e, quanto aos teores de fésforo, a casca de ovo eslovaquiana
e alema 2 apresentaram resultados inferiores ao do estudo atual. Para os demais minerais, os
resultados encontrados foram muito inferiores aos da literatura citada.

Dessa maneira, pode-se inferir que a composi¢do da casca apresenta grande
variabilidade quanto ao conteido mineral, que muitas vezes € influenciado pela alimentacdo
das aves.

CABRERA et al., (1999) realizaram estudo de revisdo sobre os efeitos do estroncio no
osso de camundongos e sugerem que sdo dependentes da dose e, mesmo dietas de baixas
concentragdes de estroncio (< 4g/L), pode ocasionar aumento da taxa de formacao dssea e da
densidade 6ssea trabecular. Essa observacdo pode ter aplicagdes terapéuticas, particularmente
em condi¢des de doengas caracterizadas por acelerado processo de remodelamento dsseo e
desmineralizacdo. Por outro lado, uma dieta com altas doses de estroncio (> 4g/L) pode
causar hipocalcemia pela inibicdo da sintese da 1,25 dihidroxivitamina D e da absorcio
intestinal do calcio, afetando o metabolismo 9sseo.

Caso a casca de ovo venha a ser incorporada na alimentagdo humana, o teor de
estroncio encontrado ndo promoveria maleficios a satide 6ssea, visto que este foi encontrado
em baixa concentracao.

Na terapia da osteoporose suplementos de cdlcio sdo geralmente prescritos na
prevengdo e tratamento da doengca (BAYLINK et al., 1999), sendo utilizados como adjuvantes
no tratamento da osteopenia para prevencdo de fraturas. No entanto, ROBERTS (1983)
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revelou a ocorréncia de alteragdes neuroldgicas em pacientes que faziam uso de suplementos
de célcio e apresentavam niveis relativamente elevados de chumbo no cabelo, mineral
contaminante comumente encontrado nos suplementos de célcio.

A preocupacdo com a contaminagdo foi reforcada por outros trabalhos que também
revelaram a presenca de niveis preocupantes de chumbo em suplementos de calcio
(BOURGOIN et al., 1993; WHITING, 1994; ROSS, 1993; SCELFO e FLEGAL, 2000), o
que torna os suplementos de célcio potente fator de risco para exposi¢do a esse metal.

No processo metabdlico, devido a grande semelhanga atdmica e i0nica entre célcio e
chumbo (POPOVIC et al., 2005), ao serem absorvidos eles competem pelos mesmos sitios de
ligacdo dos transportadores presentes na mucosa intestinal (MUSHAK, 1991) e, apesar destes
apresentarem maior afinidade de ligacdo por chumbo, uma dieta rica em cdlcio ajuda a
diminuir a sua absor¢do (IPCS, 1995), ou seja, a absor¢do gastrintestinal é inversamente
proporcional a quantidade de célcio presente na dieta (GOYER, 1995).

Nao foram encontrados trabalhos avaliando os niveis de chumbo em suplementos
comercializados no Brasil. A Farmacopéia Brasileira estabelece que o teor maximo de metais
pesados em carbonato de cdlcio utilizado em insumos farmacéuticos e medicamentos deve ser
de 0,002%. No estado da Califérnia o consumo superior a 1,5 pg de chumbo/1g de célcio/dia
¢ proibido (CALIFORNIA ATTOENEY GENERAL'S OFFICE, 1997).

Devido a importancia do célcio para o organismo humano existem diversas fontes
desse mineral no mercado, que além de chumbo, podem conter outros metais pesados que ao
serem consumidos podem trazer prejuizos a satde.

De forma geral, os metais pesados sdo elementos quimicos que por ndo serem
biodegraddveis podem se acumular nos tecidos vivos ao longo da cadeia alimentar chegando
ao ser humano principalmente através da alimentac@o. Sabe-se que as intoxicacdes por esses
metais freqiientemente sdo causadas por aluminio, arsé€nio, bario, berilio, cddmio, chumbo,
mercurio e niquel. Esses elementos alteram as estruturas celulares, as enzimas e substituem
metais cofatores de atividades enzimaticas (MINDELL e MUNDIS, 1996).

Alguns metais pesados como cromo, cobre e zinco, encontrados em solos, ar e dgua,
além dos alimentos, sdo considerados microelementos essenciais ao metabolismo dos organis-
mos vivos. Entretanto, o excesso ou caréncia desses minerais pode levar a distirbios no
organismo e, em casos extremos, até a morte. Esses minerais s@o essenciais a saide humana e
podem ser introduzidos nos tecidos vivos através da dgua, alimentos, respiracdo e até pela
propria pele. No entanto, sabe-se que 90% da ingestdo de metais pesados e outros
contaminantes ocorre por meio do consumo de alimentos (IPCS, 1992).

Na tabela 8, pode-se observar que a presenca de metais pesados na casca de ovo em po
¢ pequena e mostra-se adequada frente aos limites estabelecidos pela legislacdo (BRASIL,
1998). Quando comparada com concha de ostra em pd, comercializada em todo territério
nacional na forma de cdpsula e muito utilizada como suplemento de cdlcio, a casca de ovo
mostra-se como uma melhor opgéo, visto que a primeira contém elevados contetddos de
chumbo, niquel, cddmio, cromo e estanho, que quando consumidos em excesso, tornam-se
prejudiciais a saide humana.
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Tabela 8. Teores de metais pesados encontrado na casca de ovo em pd e a comparagdo com

concha de ostra pequena e grande e os limites estabelecidos pela legislacdo (BRASIL, 1998).
* Resultados do estudo atual

Metais Casca de ovo Casca de ostra Casca de ostra Limites Maximos
(mg/Kg)* | pequena (mg/Kg)**| grande (mg/Kg)** (mg/Kg)**
Pb <0,1 28,17 30,43 2,0
Ni < 0,003 16,73 19,75 5,0
Cd <0,2 3,05 2,91 1,0
Cr <1 8,89 9,67 0,1
Cu < 0,001 1,75 8,44 30
Zn 0,8 1,64 13,64 50
Sn <04 2771,65 3145,26 250

** Resultados do IDEMA, 2004.
4.4 Microbiologia

Os resultados das andlises microbioldgicas nas amostras de casca de ovo em poé estdo
demonstrados na tabela 9.

Tabela 9: Microbiologia da casca de ovo in natura, desidratada e higienizada com solucio
clorada.

. . . Amostra desidratada
Microrganismos Amostra in Amostra higienizada com solucio
(UFC/g'l)1 natural desidratada 121€ u¢
clorada
Mesoéfilos aerébios >3 x 10° >3 x 10° 4,6 x 10
Coliformes totais’ 2,8 1,5 <0,3
Coliformes <0,3 <0,3 <0,3
Termotolerantes’
Bolores e leveduras >3 x 10° 2,0x10° 3,6 x 107
Salmonella Ausente em 25g Ausente em 25g Ausente em 25g

1 . '~ -
UFC: unidade formadora de coldnia;
2 . . ,
NMP: nimero mais provavel;

Pode ser observado que a casca de ovo que ndo foi higienizada mostrou uma
microbiota, representada por mesdfilos totais e bolores e leveduras > 3 x 10° UFC/g, por
coliformes totais e coliformes termotolerantes de 2,8 e < 0,3 NMP/g, respectivamente. O
mesmo pode ser observado para amostras que foram desidratadas sem serem higienizadas
com solugdo clorada, onde a populagcdo de microorganismos era também constituida de uma
populagdo de microorganismos semelhantes da casca in natura.

Quando a amostra foi higienizada com solug@o clorada, o nivel de contaminacdo
microbiana foi menor, com destaque para coliformes totais que foi bastante reduzido apds
esse processo (< 0,3 NMP/g), mostrando a importincia do processo de higienizacdo
empregado. A presencga desses microorganismos nos alimentos pode indicar contaminacdo de
origem fecal ou ocorréncia de enteropatdgenos, indicador de qualidade higiénica (FRANCO e
LANDGRAF, 1999).

Nao foram encontrados niveis elevados de coliformes termotolerantes nas amostras
(<0,3 NMP.g-1), evidenciando que estas ndo tiveram contato direto ou indireto com material
fecal (VARNAM e EVANS, 1991).

Em relacdo a bolores e leveduras, novamente € possivel observar que a amostra
higienizada com soluc¢do clorada apresentou menor contamina¢ao microbiana. Além disso, as
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amostras analisadas ndo apresentaram agentes do género Salmonella, responsaveis por
diversos surtos de toxinfec¢des alimentares (ICMSF, 1980). A pesquisa de Salmonella sp. é
bastante relevante, sobretudo quando a matéria-prima utilizada € o ovo e seus subprodutos.

A norma brasileira vigente sobre padrdes microbiolégicos para alimentos (BRASIL,
2001) ndo estabelece padrdes minimos de tolerdncia para mesdfilos em ovos, nem em
suplementos minerais, produtos que mais se assemelham ao analisado neste estudo.
Entretanto, a Portaria n® 451 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 1997),
revogada pela resolu¢io RDC n° 12 (BRASIL, 2001), preconiza o limite de 10° UFC.g-1 para
Contagem Padrdo em Placas. Por esse parametro, os niveis detectados nas amostras in natura
e desidratada (3 x 10° UFC.g-1) estdo elevados.

4.5 Rendimento do processo de obtencio da casca de ovo em pé

O processo de obtencdo da casca de ovo em p6 foi considerado de alta rentabilidade
por ter apresentado um teor elevado de rendimento (98,45%), o que favorece pequena perda
do material, contribuindo assim para menor volume de residuo descartado no ambiente, caso
esse produto venha a ser incorporado na alimentacdo humana, conforme observado na tabela
10.

Tabela 10. Rendimento do processo de obtencdo da casca de ovo.

Peso pré-secagem| Peso p6 seco| Rendimento Média (%)| DP

Kg) Kg) (%)

0,301 0,298 99,00
0,3 0,293 97,67 98,45 0,70
0,3 0,296 98,67

DP: desvio padrao
4.6 Curvas de adsorcao e desorcao da casca de ovo em pé

Para a modelagem das curvas de umidade de equilibrio, t€m sido utilizadas relacdes
matemaéticas semi-tedricas e empiricas, uma vez que nenhum modelo teérico desenvolvido
tem sido capaz de predizer com precisio o teor de umidade de equilibrio de produtos agricolas
em todas as faixas de temperatura e umidade relativa do ar (BROOKER et al., 1992).

Apesar da maioria dos produtos agricolas ja terem sido estudados com relagdo a sua
higroscopicidade, ndo foi encontrado na literatura consultada, relato sobre umidade de
equilibrio de cascas de ovos em p6 de nenhuma espécie de aves. Os dados da tabela 11 foram
utilizados para a obten¢@o das curvas de adsorcdo e desor¢do (Grificos 1-6) da casca de ovo
em po, que revelaram a estabilidade higroscpica mesmo em ambientes de alta umidade
relativa.
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Tabela 11. Teores médios de umidade de equilibrio (UE) em fun¢do da temperatura e
umidade relativa (UR)
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Griafico 1. Curva de adsor¢ao e desor¢do (NaOH).
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([(NH4)2SO4 ).

4.7 Tamanho das particulas da casca de ovo em pé

A determinacdo do tamanho das particulas foi realizada para a casca de ovo em pd
com intuito de ser mais um componente para a caracterizagdo desse produto, e que poderd
servir de orientagdo para sua utilizacdo na elaboragdo de produtos alimenticios.

Na figura 10, estio representados os resultados médios da distribui¢do do tamanho da
particula da casca de ovo em p6. Pode-se observar que o produto apresenta uma distribuicao
entre 0 a 50 (um), com maior concentragdo de particulas na faixa de 20 um (ANEXO 1).

Distribuicao do Tamanho de Particula
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Q

(9]
o
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3,00
2,00
1,00

0,00 T T T T 1
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00

Tamanho de Particula (um)

Volume de Distribuig:

Gréfico 7. Distribui¢do granulométrica, em volume, das particulas da casca de ovo em po.
4.8 Ensaio Biolégico

Entre as razdes da escolha do rato como animal de experimentacao, neste trabalho,
destaca-se a facilidade de obteng¢do, em biotério préprio, baixo custo de manutengao,
facilidade para alojamento, alimentacdo e manuseio. Possui, também, sistema enddcrino
semelhante ao dos seres humanos, passando por periodo de menopausa, segundo PAZ et al.
(1997), HUANG et al. (2003).
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Em estudos que tenham como objetivo observar todo o ciclo bioldgico, da infancia a
senilidade, o rato apresenta ciclo de vida com tempo, bastante inferior ao do ser humano,
permitindo esse tipo delineamento (VOGEL, 1980).

Um dos primeiros autores a utilizar animais para estudar osteoporose foi SAVILLE
(1969), que avaliou ratas ooforectomizadas, com vinte e um dias de vida e observou menor
quantidade de célcio por unidade de volume do osso. Desde o final da década de 50, segundo
CASTRO (2000), estudos comprovaram que o rato tem a capacidade de reabsorver tecido
6sseo pela acdo dos osteoclastos.

No decorrer do presente experimento ocorreram 6bitos de dois animais, possivelmente
por complicacdes pos-cirtrgicas. Todos os outros animais evoluiram com auséncia de
infeccdo no local da cirurgia. Ndo se observou qualquer alteracdo de comportamento nos
animais submetidos a ooforectomia ou cirurgia placebo.

A realizacdo da comparacdo simultinea das médias do conjunto de varidveis
estudadas, por meio da MANOVA, permitiu verificar que essas diferem significativamente
entre os grupos de animais definidos segundo os distintos tipos de tratamentos ou controle
(p<0,01).

Na tabela 12 estao apresentados os valores da média e desvio padrdo do peso corpdreo
segundo os grupos experimentais e consumo de racdo, acompanhados dos resultados da
analise estatistica, detalhada nos anexos 2, 3 e 4.

Tabela 12. Valores de média e desvio padrdo do peso corpéreo (g) dos animais na cirurgia,
no sacrificio e ganho de peso total no periodo de 33 dias.

Grupos Consumtl médio Peso Peso Ganho
de racio (g)

de animais X (DP) Inicial (g)|Sacrificio(g)|de peso (g)

Basal N.D. 205,43%°  20543*° N.D.
N.D. (1,90) (1,90) N.D.

1 432,40 212,00~ 270,86° 58,86°

(Controle) (0,00) (6,63) (29,37) (31,91)

2 438,57 202,67%°  260,33° 57,67°

(0,00) (2,42) (14,19) (13,65)

3 504,19 213,71° 265,71° 52,00°

(0,00) (8,28) (14,94) (18,83)

4 393,24 201,43° 262,86°" 61,43°

(0,00) (1,40) (33,50) (34,01)

5 154,90 204,50*°  272,00° 67,50"

(0,00) (7,74) (21,43) (22,32)

6 454,24 203,29*°  268,57° 65,29

(0,00) (7,41) (33,42) (30,67)

7 500,86 206,29*°  288,00° 81,71

(0,00) (5,82) (19,18) (22,90)

8 450,86 210,86*"  254,00° 43,14°

(0,00) (9,08) (30,26) (29,43)

- Na comparagdo dois a dois entre os grupos de animais; a mesma letra sobrescrita indica que as médias na
coluna ndo sdo significativamente diferentes e letras distintas no par indicam diferengas significantes (p<0,05).

- Valores entre parénteses representam o desvio padrio.

- N.D.: ndo disponivel
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Em relacdo aos pesos iniciais dos animais, observou-se que apenas os animais dos
grupos 3 (racdo com cdlcio da casca) e 4 (racdo suplementada com cdlcio da casca)
apresentaram diferenca significativa para esse pardmetro, sendo que os pesos no momento do
sacrificio e ganho de peso foram similar entre os grupos, com excecao do grupo basal, que foi
sacrificado ao inicio do experimento, o que ndo possibilitou seu desenvolvimento e ganho de
peso ao longo do periodo experimental.

Esses resultados divergem dos relatados na literatura, pois sabe-se que animais com
privacdo hormonal, ou seja, ooforectomizadas, tendem a ganhar peso. TIVERON (2005)
observou aumento de peso nas ratas ooforectomizadas, principalmente aos nove meses pds-
operatério quando comparadas ao placebo, porém aos doze meses essa diferenca ndo foi
observada.

Apesar de ndo ter sido possivel testar a diferenca das médias do consumo de cada
grupo porque o valor utilizado ja € a prépria média, portanto, considera-se que o consumo dos
animais dentro de cada grupo ¢é idéntico, sendo assim, a variincia nula, o que inviabiliza a
andlise de comparacdo das médias, observa-se que os consumos médios de racdo entre os
grupos apresentam valores proximo, o que representa, em média, um consumo de 13,74 +
1,18 g de ragdo por dia por animal, com exce¢do do grupo 5 (ragdo sem vitaminas D e K), que
apresentou o consumo total de 154,90 g de ragcdo durante todo o ensaio experimental, o que
representa, aproximadamente, apenas 4,7g de racdo por dia.

Para excluir o efeito da dieta sobre o peso das ratas, BARENGOLTS et al. (1994)
forneceram apenas parte da ragdo para o grupo ooforectomizado em relacdo ao placebo e
observaram ganho de peso nas ratas sem ovdrios em relagdo as controle e, concluiram assim,
que a simples restri¢cao de alimento nas ratas ooforectomizadas foi insuficiente para prevenir o
ganho de peso.

Sendo assim, talvez o fato do ganho de peso, no experimento atual, ndo ter sido
estatisticamente significativo, possa ser explicado em funcdo do tempo do experimento,
considerado pequeno, quando comparado ao do trabalho de TIVERON (2005), por exemplo.

Na tabela 13 estdo representados os resultados dos aspectos morfoldgicos dos animais
dos diversos grupos e os resultados da andlise estatistica detalhada nos anexos 5, 6, 7 e 8.
Pode ser notado que os animais do grupo 7 (ragdo sem vitamina D) apresentaram fémures
direito significativamente mais pesados do que os dos animais do grupo 6 (ra¢do sem
vitamina K), sendo que para os fémures esquerdos, este ultimo grupo se assemelha aos
demais, mas difere do grupo controle, apresentando fémures menos pesados. Os animais do
grupo 6 apresentaram menores pesos dos fémures esquerdo em relacdo aos grupos 7 e 8, o que
pode sugerir a maior importancia da vitamina D em relagdo a vitamina K no processo de
formacdo 6ssea, apesar da literatura consultada ndo enfatizar esse fato.

Quanto aos rins, diferencas distintas entre os Orgdos direito e esquerdo foram
encontradas. A média dos pesos dos rins das ratas do grupo 3 (racdo com célcio da casca)
apresentou, significativamente, maior do que os rins dos demais animais utilizados no
experimento. Os pesos dos rins esquerdos dos animais do grupo 3 e das ratas dos grupos 4
(rac@o suplementada com cdlcio da casca) também diferiram, de forma significativa, do grupo
basal, apresentando-se mais pesados.
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Tabela 13. Valores de média e desvio padrdo dos pesos dos fémures e rins nos grupos de
animais experimentais.

Grupos de Peso Peso Peso Peso
Animais |fémurD (g)|fémurE (g) | RimD (g)| RimE (g)

Basal 1,05%° 1,11*° 0,67° 0,67°¢
(0,15) (0,16) 0,08) (0,07
1 1,23%° 1,25° 0,80° 077>
(Controle)  (0,10) 0,11) 0,07)  (0,05)
2 1,13%° 1,13%° 0,77°  0,76™°¢
(0,09) 0,17) 0,12) (0,07

3 1,20%° 1,13%° 1,162 1,23°
0,11) (0,08) 0,221)  (0,19)

4 1,08%° 1,07%° 0,86° 0,98 °
(0,13) (0,09) 0,10)  (0,25)
5 1,15%° 1,11%° 0,73  0,75>°¢
(0,09) 0,11) 0,08)  (0,08)
6 1,02° 1,012 0,80°  0,79>°¢
(0,14) (0,15) 0,19)  (0,19)
7 1,31° 1,14%° 0,77°  0,77>°¢
(0,32) 0,12) 0,13)  (0,13)

8 1,22%° 1,240 0,72° 0,70¢

(0,10) (0,17) (0,09) (0,06)
- Na comparagdo dois a dois entre os grupos de animais; a mesma letra sobrescrita indica que as médias na
coluna ndo sdo significativamente diferentes e letras distintas no par indicam diferengas significantes (p<0,05).
- Valores entre parénteses representam o desvio padrio.

Na tabela 14 s@o demonstrados os teores de fosforo, magnésio e célcio nos 0ssos,
célcio retido nos fémures e utilizagdo bioldgica de célcio, cujos as andlises estatisticas estdo
detalhadas nos anexos 9, 10, 11, 12 e 13. Em relacio ao fésforo contido nos ossos, animais do
grupo 6 (racdo sem vitamina K) diferiram dos animais do grupo controle, apresentando niveis
de foésforo 6sseo semelhantes ao grupo basal e inferiores aos grupos 2 (osteopordtico + racio
de manuteng¢do), 8 (ra¢do suplementada com célcio da casca e vitaminas D e K) e controle.

Em relagdo ao magnésio e célcio 6sseos (Tabela 14), os animais dos grupos 2 e 8 ndo
apresentaram diferencas significativas quando comparados aos animais do grupo controle, e
os animais do grupo 5 (ra¢do sem vitaminas D e K) apresentaram menor teor de cdlcio ¢sseo
em comparagdo com os demais grupos (p<0,05).

Com relacdo ao teor de célcio retido nos ossos, os teores médios encontrados nos
fémures dos animais dos grupos 2 e 8 nao diferiram significativamente do grupo controle,
sendo as cobaias do grupo 3 (racdo com calcio da casca) que apresentaram menor retencio de
célcio 6sseo, porém, os valores eram semelhantes aos dos animais dos grupos 4, 5, 6 e 7
(p<0,05). Os animais do grupo 3 foram os tnicos que ndo receberam a suplementacdo de
célcio, que é um parametro associado a terapia da osteoporose.

A utilizag@o biolégica de cdlcio ndo diferiu entre os animais dos grupos controle, 2 e
8, mostrando que o tratamento no qual ndo foi realizado a incorporacio da casca de ovo como
fonte de célcio, respondeu de forma similar aquele em que a suplementacido de cdlcio foi
realizada concomitantemente com a das vitaminas D e K, apesar do grupo 8 também ter se
apresentado semelhante aos demais grupos quanto a esse parametro.
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Quando a suplementacdo de cdlcio foi realizada com a casca de ovo em pd e
utilizando-se as vitaminas D e K em niveis basais, ou na auséncia das vitaminas, o efeito
observado foi de uma utilizacdo bioldgica de cdlcio menor em comparagdo ao grupo controle.

Se esses resultados forem comparados com os dados obtidos no estudo de NAVES
(2003), no qual ratos Wistar, recém-desmamados, foram mantidos, durante 28 dias, recebendo
racdes formuladas, contendo: 0% de célcio; 50% das recomendacdes de cdlcio para ratos,
tendo como fonte o carbonato de cilcio (CaCOs3) como célcio-padrio e célcio do p6 da casca
de ovo, notaria-se que esse autor obteve resultados dos teores médios de célcio 6sseo, bem
como de utilizagdo biolégica de calcio, em valores absolutos, maiores do que os encontrados
neste estudo.

Esse mesmo autor observou que a quantidade de cdlcio presente nos fémures dos
animais que receberam cdlcio da fonte da casca de ovo foi semelhante aquela encontrada nos
ratos que consumiram o cdlcio-padrio (46,23g e 46,35g, respectivamente), 0 mesmo
ocorrendo com a utilizagdo bioldgica do cdlcio (célcio-padrido: 3,27% e célcio da casca:
3,48%). Esses dados comprovam que o cdlcio na casca de ovo estd tdo biodisponivel quanto o
célcio no CaCOs3 usado como padrdo, e muito presente como fonte em suplementos desse
mineral.

Tabela 14. Valores de média e desvio padrdo dos teores de fosforo, magnésio, cdlcio dsseos,
calcio retido no fémur e utilizacdo bioldgica de célcio nos grupos de animais experimentais.

Calcio retido| Utilizacao

Grupos | Fésforo | Magnésio Calcio 10 fémur E Biolégica

de animais | 6sseo (mg) | 6sseo (mg) Osseo (mg)

(mg) Calcio (%)
Basal 54,98° 2,01%¢ 108,48 ° N.D. N.D.
(5,51) 0,21) (11,13) N.D. N.D.
1 66,32° 2,37° 131,38°¢ 26,15° 1,21°
(Controle)  (3,14) (0,13) (6,00) (6,00) (0,28)
2 63,90°¢  227%¢ 12626%%%¢ 21,03 0,96 °
(5,54) (0,22) (11,01) (11,01) (0,50)
3 56,47 ¢ 1,959 107,76° 2,523 0,10 *
(4,05) 0,11) (7,92) (7,92) (0,32)
4 55,73 ¢ 1,95%  11043%>¢f 5,19° 0,18°
(3,89) (0,13) (8,03) (8,03) (0,27)
5 58,77%°  1,97%¢ 1,972 6,58 ¢ 0,57
(5,07) (0,22) (0,22) (9,33) (0,80)
6 58,29° 1,92%  110,43>%¢ 5,20° 0,15%
(4,60) (0,16) (8,82) (8,82) (0,26)
7 60,98%° 202%¢ 113,87%%¢ 8,63%¢ 0,23°
(5,40) 0,17) (10,23) (10,23) (0,27)
8 66,73° 2,27%°¢ 124,439 19,20%¢ 0,57%°
(6,08) 0,21) (11,85) (11,85) (0,35)

- Na comparagdo dois a dois entre os grupos de animais; a mesma letra sobrescrita indica que as médias na
coluna ndo sdo significativamente diferentes e letras distintas no par indicam diferengas significantes (p<0,05).
- Valores entre parénteses representam o desvio padrao.
- N.D.: ndo disponivel
- Utilizacao bioldgica de cédlcio = Célcio retido , sendo o Célcio retido igual
(Calcio retido/Calcio ingerido) x 100
ao teor de cdlcio no fémur no fim do experimento menos — o teor de cdlcio sseo basal (NAVES, 2003).

As andlises bioquimicas (Tabela 15), com detalhamento estatistico nos anexos 14, 15 e
16, revelaram que todos os animais dos grupos experimentais se assemelharam aos do grupo
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controle no que diz respeito a fosfatase alcalina, sendo as que ratas dos grupos controle, 2
(osteopordtico + racdo de manutencdo), 4 (racdo suplementada com célcio da casca) e 7
(racdo sem vitamina D) foram as que diferiram do grupo basal.

Para os resultados dos teores médios de cdlcio sérico, pode ser observado que os
animais dos grupos 3 (racdo com cdlcio da casca), 7 e 8 (ra¢do suplementada com célcio da
casca e vitaminas D e K) ndo diferiram dos animais do grupo controle. Além disso, os
resultados do grupo 8 também ndo diferiram do grupo basal. Os animais do grupo 6 (ragéo
sem vitamina K) apresentaram a maior média de concentracdo de cdlcio sérico em
comparagdo aos demais grupos (p<0,05), o que é coerente ao se comparar com 0s resultados
de célcio retido nos ossos e sua utilizagdo bioldgica nesse grupo, que apresentaram-se
inferiores aos resultados dos animais do grupo controle, sugerindo assim, que o célcio 6sseo
pode ter sido mobilizado para tentar manter a homeostase mineral, conforme relatos da
literatura (KRAUSE, 2002).

Tabela 15. Valores de média e desvio padriao dos teores séricos de fosfatase alcalina, célcio e
foésforo nos grupos de animais experimentais.

Grupos Fosfatase Calcio | Fosforo
de animais |alcalina (U/L)| (mg/dL)| (mg/dL)
Basal 84,43 % 826" 449%°
(37,46) 0,34)  (0,51)

1 367,29 ° 9,59* 3,76 "¢
(Controle)  (213,74) 0,78)  (0,54)
2 418,83 8,574 5532°
(145,96) 0,20)  (0,58)

3 306,86 *° 943% 6,09
(93,41) 0,31)  (0,64)

4 391,29  844%%c 4135¢
(238,06) 0.21)  (1,03)

5 350,17*°  7,97%f 397>
(98,34) 0,22)  (0,92)

6 335,71%%  1049°¢ 5,53%°¢
(181,06) 0,54)  (2,22)

7 368,57° 921%¢ 4,60*°
(125,29) 0,72)  (1,25)

8 313,00%®  8.87%¢ 504%°

(133,48) 0,33)  (0,36)
- Na comparagdo dois a dois entre os grupos de animais; a mesma letra sobrescrita indica que as médias na
coluna ndo sdo significativamente diferentes e letras distintas no par indicam diferengas significantes (p<0,05).
- Valores entre parénteses representam o desvio padrao.

Os animais do grupo 3 (ra¢do com casca) foram os Unicos que apresentaram resultados
que diferiram dos animais do grupo controle no que diz respeito a concentracdo média de
fésforo sérico, tendo maiores teores desse mineral no sangue, o que pode explicar o menor
teor e a menor retencdo de cdlcio 6sseos, além da baixa utilizacdo bioldgica desse grupo em
comparagdo ao controle.

E sabido que situagdes de hipertireoidismo alteram o metabolismo de célcio e podem
conduzir a hiperfosfatemia. Alguns autores afirmam que a hiperfosfatemia se d4 pelo aumento
da reabsor¢@o dssea que causa hipercalcemia, hipoparatireoidismo e conseqiiente aumento da
reabsor¢do tubular de fésforo (AUWERX e BOUILLON, 1986). A diminui¢cao da excrecao
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urindria de fésforo provoca o aumento do fosfato plasmdtico, o que por sua vez acarreta a
diminui¢do do cdlcio ionizado, com conseqiiente eleva¢do dos niveis de PTH (BRICKER,
1972).

A hiperfosfatemia também € caracteristica na insuficiéncia renal. Apesar de nio terem
sido realizadas andlises histomorfométricas dos rins, observou-se que os animais do grupo 3
apresentaram rins mais pesados em comparagdo aos grupos basal e controle, o que pode
sugerir uma hiperplasia renal.

O PTH eleva-se concomitante a instalacdo da insuficiéncia renal, o que contribui para
o hiperparatireoidismo secundario (BRICKER, 1972). O fésforo pode causar a diminui¢do da
producdo renal da vitamina D ativa e ter um possivel efeito direto sobre as glandulas
paratireoideanas (LOPEZ-HILKER et al., 1990; APARICIO et al., 1993). Na fase inicial de
instalacdo da insuficiéncia renal crdnica, verifica-se uma diminui¢cdo da atividade da 1-alfa-
OH vitamina D hidroxilase, com consequente diminui¢do de producdo de calcitriol,
possivelmente pelo aumento do fosfato intracelular no epitélio tubular renal, sitio de
hidroxilacao da vitamina D (HSU et al., 1992).

A vitamina D exerce um controle feed-back negativo nas glandulas paratireoideanas
por acdo direta na transcricio do RNAm do pré-pr6-PTH e a transformacdo em PTH.
(RUSSEL, et al, 1986). Com a menor producdo de vitamina D ativa, devido a
hiperfosfatemia, ocorre a diminuicdo dos receptores de calcitriol nas glandulas
paratireoideanas (MERKE et al., 1987) e, consequentemente, alteracdes na absor¢do intestinal
de cdlcio e da mobilizacdo do cdlcio no tecido dsseo sdo observadas.

Os valores médios hematoldgicos em funcdo dos diferentes tratamentos mostrou que
na série vermelha a maioria dos pardmetros analisados ndo apresentaram diferencas
significativas em comparacio ao grupo controle (Tabela 16 e Anexos 17-24, 32 e 33).

Para a hemoglobina, o grupo 7 (racdo sem vitamina D) diferiu significativamente do
controle, apresentando valores superiores ao mesmo, assim como, quando comparado ao
grupo 3 (racdo com cdlcio da casca). SANTOS et al. (2004) com o objetivo de avaliar a
influéncia de uma multimistura, que continha a casca de ovo, a respeito da biodisponibilidade
mineral em ratos Wistar também ndo observou diferencas significativas entre os animais
suplementados com multimistura, no que diz respeito ao hematdcrito.

O indice de anisocitose (RDW) dos grupos 3 e 8 diferiram dos grupos controle e basal
(p<0,05), tendo valores maiores, o que significa que as hemdcias desses grupos apresentaram
varia¢do de tamanho.

O leucograma (Tabela 17 e Anexos 25-31) mostrou que os resultados de leucdécitos do
grupo 3 foram estatisticamente maiores em comparacao ao grupo controle, o que pode indicar
algum tipo de infec¢do. Em relacdo aos linfécitos todos os grupos assemelharam-se ao grupo
basal, porém, os animais dos grupos 6 e 7 apresentaram resultados significativos maiores do
que o controle para a contagem absoluta (CA) e contagem relativa (CR), respectivamente.
Para MXD todos os grupos nao apresentaram diferenca significativa em comparag@o ao grupo
basal (p< 0,05), porém grupos 3 a 7 apresentaram resultados significativos menores do que o
controle para a CR desse parametro. Na CA de MXD o grupo 8 teve valores maiores aos dos
grupos 4, 5, 6 e 7 (p<0,05).

Em relacdo aos neutréfilos (CR) todos os grupos ndo apresentaram diferenca
significativa em comparacdo ao grupo controle, no entanto, os grupos 4, 5 e 6 apresentaram
resultados maiores do que o grupo basal. Na CA de neutréfilos apenas o grupo 6 apresentou
resultados significativamente diferentes (maiores) aos grupos basal e controle (p<0,05).
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5 CONCLUSOES

Nas condi¢des nas quais o trabalho foi realizado pode-se observar que a casca de ovo de
galinha em p6 é um material rico em minerais, especialmente no que diz respeito ao cdlcio,
micronutriente bastante relevante na satide dssea e dificilmente ingerido, pela populacdo em geral,
em quantidades necessdrias para manuntencdo da sua homeostase, o que pode contribuir para o
desenvolvimento da osteoporose.

Com o aumento da expectativa de vida das populacdes, em nivel global, tende-se a notar a
maior incidéncia de casos dessa doenca, que atualmente ja pode ser considerada como um problema
de saude publica do nosso pais. Alternativas que promovem a prevengdo da osteoporose perpassam
pela adequacdo da ingestdo de célcio, o que poderia ser obtido com a contribui¢do da casca de ovo
em pd, uma fonte economicamente vidvel, de facil acesso e que praticamente ndo contribui
energeticamente na dieta, além de apresentar baixo teor protéico, o que faz com que o produto ndo
seja prejudicial ao metabolismo de célcio, visto que altas doses de proteina na dieta podem acarretar
no aumento de excrecdo renal de cilcio.

O produto elaborado deve ser melhor estudado como uma possivel fonte de célcio para
pacientes portadores de fenilcetonuria, cujos teores de fenilalanina na alimentagdo tem que ser
baixos, caracteristica obtida no produto avaliado nesse estudo.

Vale ressaltar os baixos teores de metais pesados encontrados, fato que ndo expde a
populacdo a contaminacdo por estes compostos a partir da utilizacdo da casca de ovo como
complemento ou suplemento de calcio.

Os resultados encontrados no ensaio experimental revelaram que, em geral, os animais dos
grupos osteopordticos que receberam a racdo sem modificacio da fonte de célcio e a racdo
suplementada em cdlcio e vitaminas D e K, utilizando-se como fonte a casca de ovo, foram aqueles
que mais se assemelharam ao grupo controle, o que sugere que a casca de ovo pode apresentar
efeito como fonte de cdlcio na alimentacdo, porém em teores suplementados em situacdes da
doenca j4 instalada. Animais que receberam racdo contendo modifica¢des apenas na fonte de célcio
(substituida pela casca) obtiveram menores resultados de menor retencdo de cdlcio dsseo,
comparados ao controle. Talvez, o tempo de estudo experimental tenha sido pequeno para avaliagio
mais refinada do metabolismo de cdlcio proveniente da casca de ovo.

Na osteoporose, além da ingestdo adequada de cdlcio, recomenda-se ingestdo de alimentos
ricos em vitamina D e a exposi¢do solar, sendo esta dltima uma atividade nao realizada com as
cobaias. Também, em condicdes de baixa ou auséncia da produgdo de estrogénio faz-se necessaria a
terapia de reposi¢do hormonal, que poderia ter constuido mais um grupo experimental.

Além do fator econdmico, a incorporagdo da casca de ovo na alimentacao, cujo processo de
obtencdo rende, em média, 98% e gera um produto de grande estabilidade higroscopica, favorece a
menor poluicdo ambiental por aproveitar um tipo de residuo que é desperdicado em grandes
quantidades no ambiente. Para tal, a higienizacdo da matéria-prima deve ser adequada para evitar
que uma fonte mineral seja veiculadora de doencas de origem alimentar.

Seria interessante continuar a pesquisa com a utilizacdo da casca de ovo como fonte de
célcio e avaliacdo da densidade 6ssea por densitometria dssea, concomitantemente com o uso de
embasamento histomorfométrico.

No mais, € necessdrio um esforco entre os profissionais da drea da satide no sentido de
estimular o aumento do consumo de alimentos ricos em cdlcio de forma a prevenir ou retardar o
desenvolvimento da osteoporose.
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7 ANEXOS

Anexo 1. Tabela do tamanho das particulas da casca de ovo em p6

TP (um) | Freqiiéncia

0,16
0,19
0,22
0,25
0,29
0,33
0,37
0,43
0,49
0,56
0,65
0,74
0,85
0,97
1,11
1,28
1,46
1,68
1,92
2,20
2,52
2,89
3,31
3,79
4,35
4,98
5,71
6,54
7,49
8,59
9,84

0,02
0,02
0,03
0,05
0,08
0,11
0,16
0,21
0,28
0,37
0,47
0,58
0,70
0,84
0,97
1,11
1,24
1,37
1,49
1,60
1,71
1,82
1,94
2,06
2,20
2,36
2,54
2,75
3,02
3,35
3,75

TP (um) | Frequéncia

11,27
12,92
14,80
16,97
19,44
22,28
25,53
29,25
33,52
38,41
44,01
50,44
57,79
66,23
75,89
86,96
99,65
114,19
130,85
149,94
171,82
196,89
225,61
258,53
296,25
339,48
389,01
445,77
510,80
585,33
670,73

4,20
4,69
5,16
5,54
5,76
5,77
5,51
5,02
4,36
3,65
2,97
2,38
1,87
1,43
1,05
0,73
0,47
0,26
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
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OBS: Os niimeros das combinac¢oes dos pares dos grupos de animais representado difere
dos nimeros de grupos distribuidos conforme a racio oferecida. Para tal, vale esclarecer
que os grupos basal e racoes experimentais 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 equivalem,
respectivamente aos grupos 9, 8,1,2,3,4,5,6¢7.

Anexo 2. Grifico dos intervalos de confianca (95%) das diferengas nos pesos iniciais dos
animais entre todos os possiveis pares de grupos de animais.
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Anexo 3. Gréfico dos intervalos de confianca (95%) das diferengas nos pesos dos animais,

ap6s a morte, entre todos os possiveis pares de grupos de animais.
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Anexo 4. Gréfico dos intervalos de confianca (95%) das diferengas no ganho de peso entre
todos os possiveis pares de grupos de animais.
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Anexo 5. Gréfico dos intervalos de confianga (95%) das diferencas nos pesos dos fémures
direitos dos animais entre todos os possiveis pares de grupos de animais.
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Anexo 6. Gréfico dos intervalos de confianga (95%) das diferencas nos pesos dos fémures
esquerdos dos animais entre todos os possiveis pares de grupos de animais.
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Anexo 7. Grifico dos intervalos de confianca (95%) das diferencas nos pesos dos rins direitos
dos animais entre todos os possiveis pares de grupos de animais.
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Anexo 8. Griéfico dos intervalos de confianca (95%) das diferencas nos pesos dos rins
esquerdos dos animais entre todos os possiveis pares de grupos de animais.
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Anexo 9. Grifico dos intervalos de confianga (95%) das diferencas nos teores de fésforo
0sseo dos fémures esquerdos dos animais entre todos os possiveis pares de grupos de
animais.
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Anexo 10. Grifico dos intervalos de confianga (95%) das diferencas nos teores de magnésio
0sseo nos fémures esquerdos dos animais entre todos os possiveis pares de grupos de
animais.
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Anexo 11. Gréfico dos intervalos de confianca (95%) das diferencas nos teores de cdlcio
0sseo nos fémures esquerdos dos animais entre todos os possiveis pares de grupos de animais.
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Anexo 12. Grifico dos intervalos de confianga (95%) das diferengas na utilizagdo bioldgica
de cdlcio dos animais entre todos os possiveis pares de grupos de animais.
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Anexo 13. Grifico dos intervalos de confianca (95%) das diferencas nos teores de cdlcio
retido nos fémures esquerdos dos animais entre todos os possiveis pares de grupos de animais.
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Anexo 14. Grifico dos intervalos de confianca (95%) das diferencas nos teores de fosfatase
alcalina sérica dos animais entre todos os possiveis pares de grupos de animais.
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Anexo 15. Grifico dos intervalos de confianca (95%) das diferencas nos teores de cdlcio

sérico dos animais entre todos os possiveis pares de grupos de animais.
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Anexo 16. Grifico dos intervalos de confianga (95%) das diferencas nos teores de fésforo
sérico dos animais entre todos os possiveis pares de grupos de animais.
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Anexo 17. Grifico dos intervalos de confianca (95%) das diferencas nos teores de hemécias
dos animais entre todos os possiveis pares de grupos de animais.
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Anexo 18. Grifico dos intervalos de confianca (95%) das diferengas nos teores de
hemoglobina dos animais entre todos os possiveis pares de grupos de animais.
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DIFERENCAS ENTRE AS MEDIAS

Anexo 19. Grifico dos intervalos de confianca (95%) das diferengas nos teores de

hematdcrito dos animais entre todos os possiveis pares de grupos de animais.
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Anexo 20. Grifico dos intervalos de confianca (95%) das diferengas nos teores de VGM dos

animais entre todos os possiveis pares de grupos de animais.
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Anexo 21. Grifico dos intervalos de confianca (95%) das diferengas nos teores de HGM dos

animais entre todos os possiveis pares de grupos de animais.
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Anexo 22. Grifico dos intervalos de confianga (95%) das diferencas nos teores de CHGM dos

animais entre todos os possiveis pares de grupos de animais.
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Anexo 23. Griéfico dos intervalos de confianga (95%) das diferencas nos teores de RDW SD

dos animais entre todos os possiveis pares de grupos de animais.
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Anexo 24. Grifico dos intervalos de confianga (95%) das diferengas nos teores de RDW CV

dos animais entre todos os possiveis pares de grupos de animais.
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Anexo 25. Grifico dos intervalos de confianga (95%) das diferencgas nos teores de leucdcitos
dos animais entre todos os possiveis pares de grupos de animais.
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Anexo 26. Grifico dos intervalos de confianca (95%) das diferengas nos teores de linfdcitos
(contagem relativa) dos animais entre todos os possiveis pares de grupos de animais.
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Anexo 27. Grifico dos intervalos de confianca (95%) das diferengas nos teores de linfécitos
(contagem absoluta) dos animais entre todos os possiveis pares de grupos de animais.
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Anexo 28. Grifico dos intervalos de confianga (95%) das diferencas nos teores de eosinéfilos,
baséfilos e mondcitos (contagem relativa) dos animais entre todos os possiveis pares de
grupos de animais.
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Anexo 29. Grifico dos intervalos de confianga (95%) das diferencas nos teores de eosinéfilos,
basdéfilos e mondcitos (contagem absoluta) dos animais entre todos os possiveis pares de
grupos de animais.
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Anexo 30. Grifico dos intervalos de confianga (95%) das diferencas nos teores de neutréfilos
(contagem relativa) dos animais entre todos os possiveis pares de grupos de animais.
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Anexo 31. Grifico dos intervalos de confianga (95%) das diferencas nos teores de neutréfilos
(contagem absoluta) dos animais entre todos os possiveis pares de grupos de animais.
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Anexo 32. Grifico dos intervalos de confianca (95%) das diferengas nos teores de plaquetas

dos animais entre todos os possiveis pares de grupos de animais.
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Anexo 33. Grifico dos intervalos de confianca (95%) das diferengas nos teores do volume
plaquetario médio dos animais entre todos os possiveis pares de grupos de animais.
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