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Resumo

O consumo de refrigerantes tem aumentado consideravelmente. No Brasil, os mais consumidos
sdo aqueles a base de cola e guarana. Outra bebida bastante consumida € o café. Todas ess:
bebidas tém sido associadas a efeitos adversos no 0sso, como por exetmpioyicdo da
densidade mineral 6éssea (DMO) e, consequentemente, a um aumento do risco de fraturas,
principalmente em mulheres na fase pds menopausa que sdo as mais susceptiveis a sofreren
com a osteoporose. Quando instalada a doenca, o tratamentomaisente utilizado é aquele

com bisfosfonatos. Desse modo, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito do consumo
de bebida a base de cola, guarana e cafeimalensidade mineral 6ssea, resisténcia 6ssea e
niveis séricos de calcio e fosfoemn rdas ovariectomizadas ainda avaliar o efeito do
tratamento com alendronato de sédio e solugéo de calcio nas possiveis altera¢des causadas. Par
tanto, foram utilizadas 91 ratas fémessndo 84variectomizadas, divididas em 13 grupos

cuja dieta consistide agua, cola, guarana ou café e sendo tratadas com alendronato ou solucéo
de calcio, durante 50 dias. Apos esse periodo as ratas foram sacrificadas para analises da DMO,
resisténcia 0ssea e de célcio e fosforo séricos. Os dados foram submetidos deargi&ecia
(ANOVA) em esquema fatorial (4x3+1) com tratamento adicional em nivel de significAncia de
5%. Foi observada diminuicéo estatisticamente significativa da DMO no QWi)ddcCola, sem
diminuicao estatisticamente significativa de resisténciatarér&m relacédo ao grupo Controle

OVX. Os gruposOVX Café e OVX Guarand apresentaram aumento estatisticamente
significativo da DMO em relacdo ao grupo Controle, porém, ndo foi observada diferenca
estatistica significativa nos demais testes. Quando adradusb Alendronato de sdédio foi
possivel observar aumento estatisticamente significativo da DMO do grupo C@\le

do grupaOVX Cola e diminuicdo estatisticamte significativa na DMO, na dosagem de célcio

e fosforo séricos do grug@VvX Café, além déiminuicdo significativa da resisténcia a fratura

no grupoOVX GuarandQuando administrada a solu¢éo de célcio, houve aumento significativo

na DMO apenas no gru@VvX Colaediminuig&o significativa nas dosagens de célcio e fosforo
séricos no grup®VX Café Foi possivel concluir que se pode sugerir uma relacdo entre
alteracédo 0ssea e consumo de refrigerantes a base de cola em ratas ovariectomizadas e que ess
alteracOes podem ser atenuadas realizaedntratamento com alendronato de sodio ou solugao

de calcio. Ainda, que o consumo de café ou refrigerantes a base de guarana parecem nao estal
associados a alteracfes 6sseas e nesses casos, 0 tratamento com as substancias administrac

nao surtiu efeito positivapresentandefeito maléficoquando assoaid ao consumo de café

Palavraschave: Densidade Ossea, Densitometria, Café, Refrigerantes, Alendronato



Abstract

The consumption of carbonated beveragesldwide has increased considerably in recent
years. In Brazil, the most consumed bevesagre softirinks based on coland on guarana,

and there is also a high consumption of coffee. These beverages have been associated with
adverse bone effects, such as decreased bone mineral density (BMDBpresedjuently,
increased fracture risk, mainly in pasengausal women, who are more susceptible to develop
osteoporosis. In the presence of this disease, the most common treatment is performed with the
use of bisphosphonates. Hence, the aim of these study was to evala#fectbécola, guarana

and caffeindoeveragesn bone mineral density, bone strength and serum levels of calcium and
phosphorusn ovariectomizedats; in addition, it was aimed to assess the effect of treatments
with sodium alendronate and with a calcium solution over the possibly indocedlberations.

91 female rats were selected &@#wasovariectomized; after that, they were divided into 13
groups based on the consuroptof water, colaguarana or caffein@nd on the treatment with
sodium alendronate or calcium solution. At the end of a 50 days period, the animals were
sacrificed and the analysesBWID, bone strendt, and serum levels of calcium gptabsphorus

were performed. The data were submitted tolysma of variance (ANOVA) with factorial
design (4x3+1) and to additional treatment with a significance level of 5%. It was observed a
statistically significant decrease in the BMD, without a statistically significant reduction in the
fracture resistancen the OVX Colagroup when compared to tl@ontrol OVX group. The

OVX Coffee andOVX Guarana groups showed a statistically significant increase in the BMD
when compared to theVX Control group, but no significant differences were observed in the
other anbyses performedWhen sodium alendronate was administered, it was observed a
statigically significant increase i€ontrol OVX andOVX Colagroups BMD; however, there

was a significant decrease in tB&X Coffee group BMD and serum levels of calcium and
phosphorus, and a significant decreasehe bone strength in th@VX Guarana group
Regarding the administration of the calcium solution, there was a statistically significant
increase in the BMD in th@VX Colagroup only and significantly decrease serum levels

of calcium and phosphorus in t@8/X Coffee groupAs a conclusion, a relationship between
bone alterationn ovariectomized rats and cebased soft drinks may be suggested; also, the
bone alterations can be attenuated by treatment with sodium alendronate or calcium solution.
In addition, the consumption of coffee and guarbased soft drinks seemed not to be
associated with bone alteraig and treatment with the administered substances haubitive

effects, showig a maleficeneffect when associated with coffee consumption.



Keywords: Bone Density, Densitometry, Coff@arbonated Beveragealendronate
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Introducéo
. _________________________________________________________________________________________________________________]

1 INTRODUCAO

Os o0ssos sdo testuras inervadas ierigadasque sobo menor estimulo podem sofrer
reabsorcéopossuindo, entretantgrande capacidade de regeneracdo. Como é um tecido vivo
e dinamico, se renova permanentemente duranteavidsteda d o esse si st ema
e destrui - «de@emodetando dssen. Ratiwobservar quuma mudanca continua
ocorreem todos 0s 0ss0s ao longo da vida, sendo que acontecem em ciclos e sdo devido a maior
ou menor atividade dos grupos de osteoblastos e osteoclastos. Os osteoclastos desse modo
apaecen na superficie do 0sso e realizameabsorc¢ao, processo no qual os cristais de fosfato
de calcio sdo removidos do 0sso para serem absorvidos pelo sangue. Logo apos esta fase, temo
uma nova formacédo 0ssea pelos osteoblastos. Este processo de remeédisamlagico e é
utilizado pelos ossos do organismo para a manutencdo da massa 6ssea esquelética. Porém, se
intensidade da atividade osteoclastica for maior do que a osteoblastica, ocorrerd um
desequilibrio no metabolismo Gsseo, tornaadenfraquecide podendo levar a quadros de
reducdo de DMO, osteopenia asteoporose (Guyton, 1988; Kuroetzal, 2003).

A osteoporose é uma doenca esquelética caradaripor comprometimento da
resisténciagssea que predispde a um aumento do risco de fratastd associada a dois fatores:
DMO e qualidade 6ssea (Jiaggal, 2008; Suppleet al, 2011; Yancet al, 2014)

Com o0 aumento da expectativa de vida e consequente maior nimero de idosos, a
osteoporose tem se tornado um problema de saude publicagmmgae esta gera uma maior
predisposicao a fraturas no quadril, podendo levar a morte ou a cuidados especiais durante
longos periodos (Garcf@aontreraset al, 2000; Tuckeet al.,2006; Williams, 2007; Liet al,

2011; Suppleeet al, 2011;Folwarcznaet al., 2014;Herrero e Pico 20)6 As mulheres séao

mais afetadas pela osteoporose do que os homens, principalmente apds a menopausa devido
atrofia dos ovarios e consequente diminuicdo do estrégeno circularaterez que o estrégeno

€ responsavel por pieger a massa 6ssea por inibir as substancias paracrinas que promovem a
perda 0ssea, principalmente o horménio da paratireoide ([FafgiaContreraset al, 2000;

Kurodaet al, 2003;Tuckeret al.,2006;Suppleeet al, 2011; Herrero e Pico 2016; Mohadne

et al, 2017).

Além da idade e do sexo, outros fatores tém sido frequentemente associados a
osteoporose como raca, histéria familiar, tabagismo, peso, estilo de vida sedentério, deficiéncia
de célcio e vitamina D, dietas hiperoteicas, consumo de aldpbebidas carbonatadas como
refrigerantes, principalmente aqueles contendo cola em sua composicdo Samaia (
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Contreraset al, 2000; Kinney e Fitzpatrick, 2002; Tucket al., 2006; Oguret al, 2007;
Williams, 2007; Tedfilcet al, 2010;Lacerdeetal., 2010;Liu et al, 2011;Suppleeet al, 2011;

Folwarczneet al, 2014;Paccouet al, 2015; Herrero e Pico 2016

O consumo de refrigerantes tem aumentado consideravelmente nos aitoe@s com
isso, uma ampla variedade de sabores e composicoastramese disponiveis no mercado
mundial.Especificamente no Brasds refrigerantemais consunuos $0 s produzics abase
de cola e de guaraigSchimplet al, 2013;Marqueset al, 2015. Alguns autores consideram
que ambas as bebidas oferecem risco a safdeyez queossuentafeina gouacido fosforico
em suaormulacédo (GarciaContreras et al., 2000; Kinney e Fitzpatrick, 2002; Tucker et al.,
2006; Ogur et al., 2007; Williams, 2007; Liu et al., 2011; Supp#d. 2011 Schimplet al,
2013;Mingori et al, 2016. Além dos refrigerantes, outra bebida consumida em larga escala é
o café, o qual também apresenta cafeina em sua composicéo (Liu et al., 2011 :dameréz
et al., 2015).

Estudos tém afirmado guebidas contendo cafeina e acido fosférico sdo responsaveis
por efeitos adversos no 0sso, provocando muitas vezes a diminuicdo na densidade mineral 6ssee
(DMO), e aumentao risco de fraturagGarciaContreraset al, 2000; Kinney e Fitzpatrick,

2002; Tuckeet al.,2006; Oguret al, 2007; Liuet al, 2011; Suppleet al, 2011 Folwarczna

et al, 2019. A reducdoda DMO em individuos que consomem grandes quantidades de
refrigerantegpode ocorrer devido a uma intedacia na absorcéatestinal e na reabsorcéo
renaltubularde célcio provocada pelo acido fosforico, o que coritplwa um desequilibrio

dos horménios responsaveis pela remodelagdo &ssea, principalmente o horménio da
paratireoide0 que @de acentuar aeabsorcdo O0ssea e levar até a quadros de osteoporose
(GarciaContreraset al, 2000; Kinney e Fitzpatrick, 2002; Tucketr al., 2006 Ogur et al,

2007).

Em relagd@o caféRapuriet al, 2001 indicaram que a ingestao de grandes quantidades
de cafeina pode acelerar a perda 0ssea na regido da eeitetralem mulheres na pés
menopausa Liu et al, 2011,sugeriram em seu estudo que a cafeina € capaz de reduzir a
densidade mineral 6ssea em ratos em crescinesitmulanda atividade osteoclastica que
aumenta significativamente a diferenciagdo de células osteocldsticas da medula Ossea
hematopoiéticaEmbora alguns estudos tenham encontrado associacdocensemo de

cafeina e alteracdes Osseastros autores afirmam n&o existir tal relgghoncipalmente
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quando ocorre a ingestdo deantidades recomendadas de célS8akémotoet al, 2001
Heaney, R02).

Outro fator associadao alto consumo de bebideerbonatadas e cafeina catreracdes
O0ssea® a diminuicdo do consumo Bete, bebida que posisgrande quantidade de célcio em
sua composicdo, o que impede que substancias como o acido fosforico afetem o metabolismo
0sseo, Visto que evidéncias sugeremdjatas contendo calcio e vitamina D e atividade fisica
frequente sdo muito importantes para otancdo da saude 6ss@énney e Fitzpatrick, 2002,
Tuckeret al.,2006, Ogutet al, 2007, Supplet al, 2011).

GarciaContreraset al, em 2000Qrealizaram um estudo visando avaliar a relag@o entre
o consumo de refrigerantes a base de cola e a deasicd@teral 6ssea em ratas
ovariectomizadas e concluiram que o alto consumo diessee refrigerante tem potencial de
reduzir a densidade mineral 6ssea. Resultado semelhante ao encontrado no estudoete Tucker
al., em 2006 que relacionou o consumo de lws carbonatadasom diminuicdo da DMO e
verificou uma sigificante associacdo negativa emlheres que consumiam bebidas contendo
cola em sua composicao, porém nao houve relacdo entre diminuicdo da DMO e consumo de
outras bebidasarbonatadasComo observado no estudo realizado em 2011 por Supipde
onde ndo foram encontradas alteracdes significativas entre o consumo de refrigerantes e

aumento do risco de osteoporose em mulheres no periodo p6s menopausa.

Lacerdaet al, em 2010 evidencimam que o consumo diario de café/cafeina foi
responsavel por efeitos adversos graves no metabolismo de ratos machos, incluindo o aumento
dos niveis de célcio no plasma e na urina, diminuicdo da densidade mineral éssea e reducao do

volume 6sseo com conseque atraso no procesde reparacédo dssea.

Sabese que a nutricdo € um fator modificador importante no desenvolvimento e
manutencdo da massa O0sg&atores tem afirmado que o consumo de vegetais, 6leo de oliva,
suco de laranja, frutas, colageno, soja eséloebenéficos na prevencao da osteoporose (Herrero
e Pico,2016). Porém, quando instalada a osteoporose, existe a necessidade de tratamento com
medicamentos e Yargi al.,afirmam que evidéncias clinicas sugerem que tanto o alendronato
como o residronatdiminuem o risco de fratura e a perda de massa ¢¥aeaet al.,2014)
embora outros estudos mais recete@ham observado associagao entre uso de bisfosfonatos
e diminuicdo da resisténcia 0ssea ou fraturas atipicas do (®roGtunget al.,2013; Liuet
al., 2015, Jinet al., 2017). Mohamedet al, em 2017,afirmam que os bisfosfonatos séo
considerados como a primeira linha de tratamento da osteomoatsem inibindo a enzima



19

Introducéo
. _________________________________________________________________________________________________________________]

farnesil pirofosfato sintase da via do mevalonato, impedindo assim éntesssde compostos

isoprendides, queéie essenciaigara a atuacdo dos osteoclastos.

Porém, com o advento de tais medicamentos para o controle da osteoporose, as pessoas
passaram a dar menos importancia para o consumo de alimentos contendovitatvioz D
Essesnutrientessdo extremamente importantes para a manutencdo éssea, uma vez que a
deficiéncia na ingestéo de calcio tem sido considerado um dos maiores fatores de risco para a
osteoporosga que pode causar hiperparatireoidismo secunddmicecfalta de homeostase do
calcio sanguineacconsequentemente, ocorreeabsorcdo do calcio do 0sso com perda 0ssea

resultante e aumento do risco de fraturas (€&rad., 2008; Sainet al, 2017).

Frente ao aumento no consumo de refrigerantes e deecifésua associacdo com
alteracOes O0sseaspresente estudo tem como objetv@liar o efeito do consumo de belsda
abase de cola, guarana e caéDMO, resisténcia 6ssea e nos niveis séricos de calcio e fésforo
de ratas ovariectomizadas e ainda avaliar o efeito do tratamento com alendeoséattoe

solucéo de calcio nas possiveis alteracfes causadas.
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2 ARTIGO i Versdo em Portugiés Efeito de Uma Deta a Base de Cola, Guarana e
Cafeinaem Ratas Ovariectomizadas e Tratadas com Calcio e Alendronato.

A versao em inglés desse artigo, intituld@teffect of a diet based on cola, guaranadan
caffeinein ovariectomized rats submittedlciumand alendronate treatmemtfoi submetida,

no dia23 de janeiro de 2018, a apreciacdo (Anexo 1), visando a publicacédo, ao periddico
Journal of Oral SciencéA estruturacdo do artigo basesle nas fil nstru-»es
preconizadas pela editora do peraad
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RESUMO

Objetivo: O consumo de refrigerantes tem sido associado a alteragdes 6sseas. O objetivo do
estudo foi maliar o efeitode bebidas a base de cola, guaenafeina no osso e os efeitos do

tratamento com Alendronato de Sédio e Solucédo de Calcio em ratas ovariectomizadas

Metodologia: 91 ratas foram ovariectomizadasdivididas em 13 grupos consumindo agua e
bebidas a base de cotpiarana ou cafeiratraadas com alendronatie sédicou solugéo de

calcio. Foram feitas as analises dansidade mineral éssea (DM@gste deresisténciaa
fraturae analise de célcio e fosfoséricos.Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia em esquema fatorial (4x3+1) com tratamento adicional em nivel de significancia de
5%.

Resultados Foi observada diminuicéo siificativa da DMO no grup®VX Cola. Os grupos
OVX Café eOVX Guarana agsentaram aumento significatisa DMO. A administracédo de
alendonato de sodio promoveu aumento significataoDMOnos gruposontroleOVX e

OVX Cola, enquanto qua administracao de calcio apenas promoveu aumento no@io

Cola.

ConclusdesNosso estudsugere que a qualidade 6sseafl@enciada apenas pelo consumo
de bebida a base de cola.t@tamento com alendronato de sodio ou solucdo de #cio
mostroueficaz em casos de consumo de cola e causou diminuicédo da qualidade éssea quando

associado com guarana e café.

Palavraschave Densdade Ossea, Densitometria, CafeiRafrigerantes, Alendronato.
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos, tém se dado atencao especial a osteoporose que tem se tornado uma doenca
cada vez mais comum, devido ao aumento da expectativa de vida. Essa € uma doenca que
favorece o aumento de fraturas no quadril, podendo levar a morte ou a cusjzemaie

durante longos periodoél-7). As mulheressdo as mais afetadas por tal doenca,
principalmente ap0s a menopauaswido a atrofia dos ovarios e consequente diminuicdo do

estrégeno circulantd (2,5,710).

Além da idade e do sexo, outros fatores sio frequentemente associados a osteoporose
como raca, historia familiar, tabagismo, peso, estilo de vida sedentério, deficiéncia de célcio
e vitamina D, dietas hipgiroteicas consumo de alcool, bebidasarbonatadasomo
refrigerantes, principalmente aqueles contendo cola em sua compesit@aonsumo de
café(1-4,6,7,1115).

Quando instalada a osteoporose, existe a necessidade de tratamentos visando minimizar os
danos causados, e os bisfosfonatos como alendremasidronato tém sido apontados como
eficazes na diminuicdo do risco de fratura e perda de massa 6ssea, sendo considerados
tratamentos de primeira linha para a osteoporb8d . Em contrapartidagputros estudos

tém observado assagdo entre uso dedivsfonatos e diminuicdo da resisténcia 6ssea ou
fraturas atipicas do fém(t7-19).

O consumo de calcio e vitamina D sdo de extrema importancia para manutencdo da massa
Ossea e a deficiéncia na ingestédo de calcio tem sido considerado um dos maiesesdator

risco para desenvolvimento da osteopordz@2(l).

Temse observado um grande aumento no consumo de refrigerantes de diversas marcas e
sabores. No Brasil, os refrigerantes mais consumidos séo aqueles produzidos a base de cola e
guarana(22,23 e aléem dos refrigerantes outra bebida mundialmente consumida em larga
escala é o caf@,24). Essas bebidas possuem em sua composicao cafeina e/ou acido fosforico
que tém sido associados a efeitos adversos no 0sso como dimmaigéosidade mineral

ossa (DMO), e aumento no risco de fraturds2,46,11,13.

O acido fosforico presente principalmente em bebidas a base de cola parece estar associado a
uma interferéncia na absorgatestinalde calcio, o que leva a um desequilili@hormdnio

da paratireide (PTH)podendo aumentar ainda mais os niveis de osteopdr@s#l1,12. E

a cafeina foi assaaila em alguns estudos como de RiagiLal., com diminuicdo da DMO na
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regido da colungertebralem mulheres no periodo pés menopadsad a reducdo da DMO

em ratos em crescimento devido a um aumento na atividade osteoctfstica (

Em contrapartida, alguns estud@® encontraram associagao entre consumo de refrigerantes,
principalmente aqueles que nédo séo a base decoategiminuicdo da DMO ou osteoporose
(2,5 eemoutrosestudos néo foi encontradasociacédo entre consumo de café e perda 0ssea
em ratos 26), principalmente em individuos que ingerem as quantidades recomendadas de
calcio 7).

Frente ao aumento no camo de refrigerantes e de café esda relacdo com alteragbes
0sseas negativas presente estudo tem como objetivo avaliar o efeito do consumo desbebida
a base de cola, guarana e cafeimd@dMO, resisténcia 6ssea e nos niveis séricos de calcio e
fésforode ratas ovariectomizadas e ainglaliar o efeito do tratamento com alendronato de

sédio e solugdo de célcio nas possiveis alteracdes causadas.

MATERIAIS E METODOS

Esseestudo foi aprovado pela comiss@® ética em pesquisa animal sob protocolo numero
3647F1.

Para a realizacdo deste estutbram utilizada®1 ratas fémeagRattus norvegicuslbinus,
Wistar) com 90dias de vida e peso variando de 380 gramasprocedents do Biotério
Central da UNICAMPDurante toda a pesquisa, 0os animais foram mantidos em caixas padrao
emtemperaturantre22-25 °C, umidade de 380% e ciclos de 12 horas dia e 12 horas noite

e alimentados com racaa libitume 500 ml de agua por dia.

Aos 90 diagle vida todos os animais foram submetidos a cirurgia de ovariectomia sendo que
sete deles pertencentesao grupo Controle Bsoluto, foram submetidos apenas ao
procediment@shamqgue consistiu na exposicao sem remocao dos o &8s

Apos a realizagado procedimento cirdrgicms animais foram separados aleatoriamente em
13 grupos, de acordo combabida edu tratamento adminisualas, contendo 7 animais em

cada, como apsentado no quadih
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Quadro 1: Separacéao dos grupos utilizados no trabalho.

Procedimento

Cirdrgico

Tratamento Substancias administrada

Controle Absoluto Agua
Controle OVX Ovariectomia Agua
OVX Cola Ovariectomia Agua + Cola
OVX Guarana Ovariectomia Agua + Guarana
OVX Cafe Ovariectomia Agua + Café
OVX Alendronato Ovariectomia Alendronato Agua
OVX Ale Cola Ovariectomia Alendronato Agua + Cola
OVX Ale Guarana Ovariectomia Alendronato Agua + Guarana
OVX Ale Café Ovariectomia Alendronato Agua + Café
OVX Calcio Ovariectomia Célcio Agua
OVX Caélcio Cola Ovariectomia Calcio Agua + Cola
OVX Calcio Guarana Ovariectomia Célcio Agua + Guarana
OVX Calcio Café Ovariectomia Célcio Agua + Café

Apobs 45 dias do procedimento de ovariectomia;skeinicio a administracdo das bebidas.
Cada gaiola utilizada na pesquisa possuia dois bebedouros, um contendo 500 ml de agua e o

outro contendo 500 ml deebida da dieta selecionada para cada grupoiéispec

As bebidas a base de cola, guarana eaddéaddoram administradas durante 50 dias para

cada grupo ebebedouros foram colocadem ao lado do outyeendosua posigoinvertida
diariamentea fim de nédo induzir o consumo da mesma swué cada troca, foi medido o

volume de liquido para ser determinada a média consumida por cada grupo. Todos 0s animais
foram pesados semanalmente durante todo o tempo de consumo das bebidas para avaliar perda

e/ouganho de peso.

No momento do inicio da administracdo das bebidas, inggaiambém a administracéo de
xarope dealendronato de sodio (5,0 mg/kgjeuma solucéo de calcio (16,0kg) trés vezes
por semana pelo método de gavagem. Nos demais grupos @@stasiam incluidos nos

grupos de tratamento, foi realizado o procedimento de gavsiggm

Apos 50 dias de administracdo das bebigbase de cola, guarané e cafdos tratamentos,

todos os animais foram sacrdidos pelo método de decapitagédo, podesedassim fazer a
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coleta de sague de cada um deles qualfoi centrifugado imediatamente naaseparacéo do
plasma sanguineopmsterior andlise bioquimicAlém disso, os fémures direito e esquerdo
foram dissecado® armazenados eformol tamponado a 10%, Formol 10%® (Indalabor,

Minas Gerais, Brasil).
Foram utilizados trés diferentes métodos de avaliacdo das amostras:

1. Andlise da densidade mineral 0sgEat meio @ exame de densitometria 0ssea: 0
fémures esquerddsram escaneada® densitdmetro de dupkmisséo déaios X
(DXA) DPX-Alpha, Lunaf (GE Healthcare, Madison, WI, EJAmersos em agua
para simulacdo de tecido mole. Wsagens obtidas foram avaliadas no software do
préprio aparelho que permitiu a selecdo da totd de interesselo fémure assim
calcular a DMO em g/cfn

2. Analise da resisténcia 6ssemlizada nanaquina de ensaios mecanitastron4411
(InstronCorporation, Canton, MA, EUAY fémur direito foi posionado paralelo a
base de apoio, sen@plicada uma carga perpendicular a diafise com velocidade de
1,3mm/min até que ocorresse a fratura e a forca maxima exercida pudesse ser medida
em Newtons (N)

3. Andlise bioquimica do plasma utilizande o Kit Bioclin (Quibasa Quimica Bésica
Ltda., Belo Horizonte, MG, Brasilpara dosagem das concentracdes de calcio e
fésforo sérico e posterior mensuracdo da absorbéancia das sotogdesixilio do
espectrofotomed digital DU 800 (Beckman Coulter Inc, Brea, CA, EUA).

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varighid@VA) em esquema fatorial
(4x3+1) com tratamento adicional em nivel de significaAncia de 5% para avaliar o efeito das
diferentes bebidas e dos diferentes tratamentos aplicados em ratas ovariectomizadas.

RESULTADOS

O grafico 1 mostra a variacdo semanal da mdasaatas, sendo que foi observado um maior
ganhonuméricono grupo de ratas que consumiram refrigerante a base de guarana sem

nenhum outro tratamento.
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Gréfico 1. Variacdo de massa das ratas semanalmente.
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O Gréfico 2 mostra anédia de consumo de cababida durante o tempo de administracao

por cada grupo

Grafico 2. Média do consumo diaride cada bebida por cada grupo.
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Ovariectomia:

Foi possivel observar difereneatatisticasignificativa em relagdo ao teste de densitometria
(Tabela 1) ao teste delosagem de caleie fésforo no plasma sanguingabela 3)entre o
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Grupo Controle absoluto e Controf@VX, sendo que os grupos submetidos a remoc¢éo dos
ovarios apresentaram menores valores para densitometria e dosagem de fosforo e maiores

valores para dosagem de célcio plasmatico.
Densitometria:

Os animais do grupoddtroleOVX apresentaramalores significativamente menot@172)
em relacd@o grupo controle absolut0,251)para o ¢ste de densitometria. O gru@¥X
Cola (0,151)apresentou valores d2MO significativamente meneg tanto em relao ao
Controle OVX (0,172)como em relagdo aos grup@®/X Guarana(0,242)e OVX Café
(0,232) que ndo apresentaram diferenca esitrApenas os animais do grup¥X Guarana
(0,242) ndo apesentaram diferenca significativa em relacdo ao gpotrole absoluto
(0,251)e ainda apresentaram maiovaores de densitometrimgndo comparados aos grupos
ControleOVX (0,172)e Cola(0,151) (Tabela J.

Quando administrado Alendronato de Sédimservouse um aumento significativo na DMO
nos grupos Control®VX (0,233) eOVX Cola (0,246). Entretanto, houve uma reducao no
grupoOVX Guarana (0,240) e no gru@VvX Café (0,202), sendo a reducdo nesse ultimo

grupo, de maneira significatif@abelal).

A administracdo de Célcio nao resultou em alteragao significativa na densitadresdaanos
grupos ControléOVX (0,159) OVX Guarand0,235)e OVX Café(0,227) ma aumentou
significativamente os valores densitometria ngrupoOVX Cola(0,240)(Tabelal).

Tabelal. Média e desvio padréo das variaveis analisadas em funcéo do tratamento em relacao
a densitometria.

Grupo Tratamento
Nenhum Alendronato Calcio
Densitometrigg/cnt)
ControleOVX *0,172 (0,013) Bb *0,233 (0,011) Aa *0,159 0,012) Bb
OVX Cda *0,151 (0,015) Bc 0,246 (,008) Aa 0,240 0,006) Aa
OVX Guarana 0,242 0,011) Aa 0,240 Q,011) Aa 0,235 0,009) Aa
OVX Café *0,232 (0,013) Aa *0,202 (0,010) Bb *0,227 (0,011) Aa
ControleAbsoluto 0,251 (0,008)

*Difere do grupo controleabsoluto(p O 0), Wl&dlias seguidas de letras distintas (mailsculas na
horizontale mindsculas na vertical para cada variavel) diferem entpe@®i@), 0 5

Analise da Resisténcia Ossea:

Quando avaliada a for¢ca necessaria para fraturar 0 osgee dica a resisténcia 0ssea,

observouse que nédo houvediferencaestatisticasignificativa entre os grupos Controle
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Absoluto (132,62) Controle OVX (144,42) OVX Cola (122,40)e OVX Café (149,60)

Porém, a forca necessaria para causar fratura no @igoGuarang169,85) foi maior em
relacdoa todos os grupos, sendo estatisticamente significante em relacdo ao grupo Controle
Absolutoe OVX Cola(Tabela 2.

Nos animais que recebenaAlendronato de Sodio e Solucdo de Célcio, houve um aumento
significativoda resisténcia dssedratura em relacaaogrupo Controle absoluto. No entanto,

em animais que ingeriram Café e Cola, a administracido desses tratamentos ndo resultou em
mudanca sigficativa na forca necessaria para provocar a fratura em relagdo ao grupo
Controle absoluto. Nos animais que ingeriram bebida a base de Guarana, a administracdo de
Alendronato exigiu menor forca para provocar fratura, e a administracdo de Géleitenol

de forma significativaa forca necesséripara fraturaem rela@o aos demais grupos que

ingeriram Guaranfrabela 2.

Tabela 2Média e desvio padréo das variaveis analisadas em funcéo do tratamento em relacao
a andlise da resisténcia 0ssea.

Grupo Tratamento
Nenhum Alendronato Calcio
Fratura(N)
ControleOVX 144,42 9,829) Aab *160,89 (17,345) Aa *166,66 6,933) Aa
OVX Cola 122,40 16,540) Ab 140,93 (4,666) Aa 141,97 15,792) Aab
OVX Guarana *169,85 (11,593) Aa 142,09 (7,696) Ba 149,61 10,023) ABab
OVX Café 149,60 20,285) Aa 147,58 (2,196) Aa 136,31 (15,792) Ab
Controle Absoluto 132,62 (20,074)

*Difere do grupo controlebsoluto(p O 0). Wl&dlias seguidas de letras distintas (maitsculas na
horizontal e mintsculas nartical para cada variavel) diferem entrepsidd0), 0 5

Andlises Bioquimicas
Célcio

A administracdo das diferentes bebidas @@ de forma significativa oslores de calcio
sérico no plasmeacélcemia em relacdo ao grupo Contrd®/X. No entanto, os animais do
grupoOVX Café apresentaram indices de calcemia superiores em relagcdo aos animais dos

demais grupoéTabela3).

Tanto a administracdo de Alendronato quanto de Solugcdo de Calcio, resultaram em um
aumento da calcemido grupo Control®©VX. Porém, em animais dos grupd¥X Cola e

OVX Guarana, a administracdo de Alendronato eCdkio ndo alterou a calcemiblos
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animais do grup®VX Café,houve uma reducéo significativa nos niveis de calcio no plasma
sanguineo quandalministrada a substancia de tratamento, tanto paramlleato quanto
para o Célcio (Tabeld)3

Fosforo

Entre os animais que foram submetidos a ovariectomia, ndo foi observada diferenca
significativa do grupo Control®eVX em relacao aos grupos tesid/(X Cola,OVX Guarana
e OVX Café) (Tabela B

A administracdo de Alendronato néo resultou em diferenca significativa no nivel de fésforo
em relacdo ao grupo Contrdl®/X, independente da bebida ingerida pelos animais. Quando
administrado Calcio, foi observadim aumento significativo no nivel de fésforo plasmético
em relaéo ao grupo Control®VX, mas ndo em relacdo ao grupo quebea traamento

com Alendronato (Tabeld.3

Tanto a administracédo de Aldmonato como de Calcio no gru@yX Café, provocararama
diminuicao significativa nos niveis de fésforo plasmatico em relacdo ao grupo Café que nao

recebeu qualquer tratameifiabela 3.

Tabela 3Média e desvio padrao das variaveis analisadas em funcao do tratamento em relacéao
a analise ds dosagens de calcio e fosforo

Grupo Tratamento
Nenhum Alendronato Calcio
Dosagem Ca
ControleOVX *0,337 (0,045) Bab *0,464 (0,048) Aa *0,476 0,050) Aa
OVX Cola *0,304 (0,016) Ab *0,312 0,020) Ab *0,297 (0,030) Ab
OVX Guarana *0,330 (0,058) Ab *0,296 0,023) Ab *0,298 (0,017) Ab
OVX Café *0,399 (0,056) Aa *0,319 0,048) Bb *0,292 (0,030) Bb

ControleAbsoluto

0,137 (0,054)

OVX Controle
OVX Cda
OVX Guarana
OVX Café
ControleAbsoluto

*0,373 (0,004) Ba
*0,417 (0,040) Aa
*0,425 (0,103) Aa
0,496 0,104) Aa
0,559 (0,098)

Dosagem P
*0,412 (0,067) ABa
*0,389 (0,058) Aa
*0,377 (0,048) Aa
*0,343 (0,049Ba

0,506 (0,054) Aa
*0,394 (0,068) Ab
*0,368 (0,057) Ab
*0,336 (0,024) Bb

*Difere do grupo controleabsoluto(p O 0), Klélias seguidas detras distintas (mailsculas na

horizontal e mintisculas na vertical para cada variavel) diferem engrédsd(), 0 5

DISCUSSAO

O modelo experimental de ratas ovariectomiza@as sido consideradom dos melhores

modelospara estudar a osteoporose ja que a remocao dos ovarios induz a perda de DMO
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devidoa deficiénciade estrognio, uma vez que este hormdéréaesponsavel por proteger a
massa 0ssea inibindo as substangiasdcrinas que promovem a reabsorgiEsea,
principalmente o hormdnio da paratireoide (BT{8-10,30 como observado no presente
estudo onde o grupo subnaet a ovariectomia (Control@VX) apresentou menores valores

de densitometria@ dosagem de fosforo e maiores valores para dosagem de célcio plasmatico
do que aquele ndo submetido a tal procedimento (Controle absfdibogs que sugerem a

inducéo da perda mineral 6ssea

Os animais foram submetidos a dieta conteradidas a base de cola, guaracaféque sédo
bebidas amplamente consumidagie tén sido aseciadas ao aumento garda de densidade
minerd 0ssea e ddiminuicdo daresisténcia 6ssadevido a presenca de cafeina e/ou acido

fosforico na sua composic§b,2,46,11,12,25.

Os resultados do presente estudo sugexgpartir da anélise do fémur pelo DXfue o
consumo de bebidas a base de cola tem potencial de diminuir a&Mi@do que corrobora
comestudos encontrados na literatuk®(12. Acreditase que isso ocorra devido a presenca

de acido fosforico neg tip de bebida e ndo em olgr@ que esse componente parece estar
associado a interferénaia absorcao intestinal e na reabsorcéo renal tubular de, cétpie

contribui para um desequilibrio do horménio da paratiredide, levando a reabsor¢cdo 6ssea para
gue seja reestabelecida a homeostase da concentracdo de calcio(ls@rik® como
observado no presente estudo, onde nédo foi observada alteracdo na concentracdo de célcio
sérico entr® grupoOVX Colae ControleOVX, portanto, embora tenha haviddieinuicdo

da DMO devido a um aumento na reabsor¢ao 6ssea, no momento da analise déricalcio s

foi observada a homeostase.

Outro componente presente na bebida a base de cola que também tem sidooassociad
diminuicdo da DMO é a cafeingue por sua veestimula a diferenciacdo de células
osteoclasticas e consequentemente a sua atiitigé,13. Porém no estudo de Tucket

al. também foi observada diminuicio da DMO em mulheres que consumiram cola
descafeinada tal associacdo néo foi observapemrdo foi feito o ajuste para o consumo
apenas de cafeina, sugerindo que a cafeina ndo esta diretamente associada a diminuicdo da
DMO, o que também foi observado no estudo de Sugplak(2,5). No presente estudo, 0s
resultados encontrados sugergne abebida a base de guaramé caféque sao bebidas que

nao contém acido fosforico, embora contenham cafeina em sua comp@icéausam

alteracdma DMOem ratas ovariectomizadas.
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Além disso, 6i observadogque o grupo que consumiu guarana obteve valdee®MO
proximos aqueles obtidos no grupo controle absdato apresentar diferenca significativa

e guando realizada a analise de resisténcia 0ssea, a forca necessaria para causar fratura no
grupo OVX Guarana foi sigticativamente maior em relacao grupo Gntrole absoluto.

Fato quepode ter ocorrido devida uma maior massa corporéas ratas que consumiram
bebidas a base de guarand quando comparmadmstros gruposconcordand com o0s
resultados obtidos por Suppletal. que encontraram associacao eatrenento do indice de

massa corporea e diminuicdo dos indices de osteoporose em mulheres no periodo pos
menopausa que faziam consumo de algpu tie refrigerante regularmentgmborao
aumento no indice de massa corporeasp ser um fator pietor para a DMD ele esta
diretamente associada outros fatores de risco a saude como diabetes e doencas

cardiovasculare).

Ainda, foi possivel observaturante a manipulagcédo que principalmente os animais dos grupos
gue consumiam bebidas a base de guarana eram os maissagitgde pode estar associado
amelhores valores de D®ja que estimulo por atividade fisica tem sido asso@admento

da DMO 6,7).

Quando administrado o Alendronato de s¢diga funcéo € inibir a acdo dos osteoclastos,
houveum aumento significativo na densitetria 6ssea nos grup@ontroleOVX e OVX

Cola grupos esses que haviam apresentado os menores valores de DMOrdniléra, em

reducéo significativa na densitometria 6ssea nos animais do QW¥daféo que pode ser
explicado devido a uma reducdo de aproximadamente 60% na biodisponibilidade do
Alendronato quando esse € ingerido juntamente com café, como obsereaticdoale Gertz

et al.(30). Ainda, foi observada necessidade de menor for¢ca aplicada para promover a fratura
0ssea nos animais que consumiram bebida a base de guarana e foram tratados com alendronato
de sddio. Levandseem corsideracao que 0s animais qumsumiram esse tipo de bebala

nao receberam nenhum tratameapvesentaram melhora nos parametros 6sseos avaliados,
pode se associar o tratamento com alendronato de sddio a fraturas atipicas do fémur e até a

uma diminui¢do da resisténcia 6sse@mo réatado por outros estudok7,18,19.

Embora tenha sido encontrada diferenca estat&gndicativa na DMCOquandocomparados
os grupcs GontroleOVX e OVX Cola, ndo foi observada diferenca significativa em relacéo a
essa mesma comparacao no testératara isso pode ter ocorrido devido a uma perda de

densidade mineral 6ssea insuficiente para provocar diminui¢cdo da resisténcia 0ssea
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Porém, quando foi avaliada a resisténcia 6ssea em ratas ovariectomizadas sendo tratadas com
alendronato ou solucéo de célcio, foi observada necessidade de maior forga para provocar
fratura do fémur quando comparado ao grupo controle absoluto, resultactorrpb®ra com

os achados de Jiargal. que sugerem que animais tratados com esses tipos de medicamento

apresentaram uma melhora na resisténcia 6&®a. (

Nos animais do grupo OVRafé, houve uma reducéo significativa estatisticamente nos niveis

de célcio no plasma sanguineo quando administrada a substancia de tratamento, tanto para o
Alendronato, quanto para o Célcio. Esse fato pode ser explicado devido a atuagédo de outros
mecanisnos ndo avaliados no presente estudo, como por exemplo a exeregade calcio

aumentada quando do consumo de café&na (

A analise dos resultados do presente estudo mostra que os efeitos de bebidas a base de cola,
guarana e café no metabolismo 6sseamanecem controversos (1,2641,12), ndo se

sabendo exatamente se o componente causador dessas alteracbes € a cafeina, presente en
todas as bebidas (1,4,6,12), ou o acido fosforico presente apenas na bebida a base de cola
(1,2,12). Entretanto, existarupotencial de que bebidas contendo cola em sua composicéo

podem causar alteracdes 0sseas negativas em ratas fémeas ovariectomizadas.

Em relagéo aos tratamentestadostambém foram encontrados efeitos controversos, embora
tenha sido observado aumento de densidade missah quando estes foram associados aos
grupos com qualidade 6ssea prejudicada. Para elucidar essas questdes, sdo necessarios
trabalhos futuros que avan outros fatores como tempo de administracéo das bebidas e dos

tratamentos, e outras analises que justifiquem os resultados encontrados.

CONCLUSAO

Em conclusdogom base na configuracdo experimental utilizada e considerando as limitagbes
descritas aona,sugerese haverelagéo entralteracd@ssea e consumo de refrigeramtease

de cola nesse caso, vatamento com alendronato si&dio ou solucdo de calciesultouem
melhora da qualidade 0ss&xconsumode café oule refrigeane a base dguarana nao
causoualteracdo ossesignificativg e quando associado ao tratamento com alendronato de
sédio apresentou diminuigdo nos valores de DMO para 0s animais que consumiram café e

diminuicdo na resisténcia a fratura para 0os animais que consumizaamgu
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2.1 ARTIGO i Versao em Inglés: Effect of a diet based on cola, guarana and caffeine in
ovariectomizaed rats submitted calcium and alendronate treatment.

A versao emnglés desse artigo, intituladiEffect of a diet based on cola, guarana and
caffeine inovariectomized rats submittedlcium and alendronate treatmeénfoi submetida,

no dia23 de janeiro de 2018, a apreciacdo (Anexo 1), visando a publicacédo, ao periddico
Journal of Oral SciencéA estruturacdo do artigo basesle nas fil nstru-»es
preconizadas pela editora do periddico.

Original Article

Effect of a diet based on eglguarana and caffeine in ovariectomized rats submitted a calcium
and alendronate treatment.

Debora Duarte Moreita Amaro llidio Vespasiano Sil¢aDébora de Melo TavotaGina
Délia RoqueTorred, Cinthia Pereira Machado Tabchotr$olange Maria deAlmeida
Boscold

1- DDS, MSc, PhD student, Department of Oral Diagnosis, Piracicaba Dental School, State
University of Campinas, Piracicaba, SP, Brazil.

2 - DDS, MSc, PhD, Associate Professor, Pontificia Universidade Catolica, Belo Horizonte,
MG, Brazil.

31 DDS, MSc, PhD, Associate Professor, Faculdade Metropolitana da Grande Fortaleza,
Fortaleza, CE, Brazil.

4 - DDS, MSc, PhD, Research Associate, Center of Dental Research, Loma hindesty,
Loma Linda, CA, USA.

5 - DDS, MSc, PhD, Associate Professor, Department of Physiological Scikeineeicaba
Dental School, State University of Campinas, Piracicaba, SP, Brazil.

6 - DDS, MSc, PhD, Associate Professor, Department of Oral Diagnosis, Piracicaba Dental
School, State biversity of Campinas, Piracicaba, SP, Brazil.

Corresponding author:

Debora Duarte Moreira

E-mail address: dededm@hotmail.com

Av. Limeira, 901, Areidc Piracicaba, SP Brazil, 13414903
Phone: 55 19 21065227



38

Artigo

ABSTRACT

Objective: Consumption of softirinks has been associated with bone alterations. The aim of
this study wasa evaluate the effedf cola, guarana, and caffeine beverages in the bone and

the effect of treatment with sodium alendronate and calcium solution in ovariectomized rats.

Methodology: 91 rats wer@variectomized and divided into 13 groups tt@tsumed water,

cola, guarana or coffdeeverageand were treated atendronate or calcium. The analysis of
bone mineral density (BMD), bone strength and serum levels of calcium and phosphorus was
performed. The data were submitted to analysis of variance (ANOVA) with factorial design
(4x3+1) with additional treatment atsignificance level of 5%.

Results: A significant decrease @MD in the OVX cola group was observed. TRB/X
coffee andOVX guarana groups showed a significant increase of BMD. The treatment with
sodium alendronate promoted a significant increase of BiMibe control OVX and OVX

cola groups, whilealcium solutioronly increase the OVX cola group

Conclusions: Our study suggested that thene quality wasiegativelyinfluencedby the
consumptiorof cola. Thesodium alendronate or calcium solutiveatmentvas effective in
cases of consumption of cola soft drink araised a decrease in the bone quality when

associated with guarana and coffee.

Key words: Bone Density, Densitometry, Caffeine, Soft drinks, Alendronate.
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INTRODUCTION

Recently, special attention has been paid to the osteoporosis that has become an increasingly
common disease, due to increased life expectancy. The osteoporosis, favors the increase of
fractures in the hip, which can lead to death or special care fop&magls {-7). Women get

more affected by this disease, especially after menopause, due to atrophy of the ovaries and

consequent decrease of circulating estrog@eh%§,710).

Besides age and sex, other factors have been often associated with ostespanasssrace,

family history, smoking, weight, sedentary lifestyle, calcium and vitamin D deficiency,
hyperprotein diets, alcohol consumption, carbonated beverages such as soft drinks; especially
those has cola in their compositi and high coffee consumign (1-4,6,7,1115).

When osteoporosis is installed, treatments are needed in order to minimize the caused damage.
Bisphosphonates, such as alendronate and residronate have been shown to be effective in
reducing the risk of fracture and bone mass lossaaadonsidered firdine treatments for
osteoporosi$10,16) In contrast, other studies have observed an association between the use
of bisphosphonates and decrease of bone strength or atypical femur friiciires

Calcium and vitamin D consumptisrare very important for the maintenance of bone mass
and deficiency in calcium intake, which has been considered one of the major risk factors for

the development of osteoporogi20,21)

It has been observed a large increase in soft drinks consumptitiffeoent brands and

flavors. In Brazil, the soft drinks most consumed are those made by cola and ¢Ra2Bp

and besides the soft drinks another lesgaele drink worldwide consumed is coff@g24)

These beverages have caffeine and / or phospacid in their composition, which have been
associated with adverse effects in the bone such as the decreased of bone mineral density
(BMD), and increased risk of fracturesqd4-6,11,12).

Phosphoric acid present mainly in soft drinks made by cola seebes associated with an
interference with intestinal calcium absorption, which leads to an imbalance of the parathyroid
hormone (PTH) increasing osteoporosis ley&|2,11,12) Caffeine was associated in some
studies such as Rapwt al, with decreasedf BMD in the spine region in postmenopausal
period @5), as well as in the reduction of BMD in growing rats due to an increase in the

osteoclastic activity4).
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On the other hand, some studies did not find an association between soft drink consumption,
especially those not cola based, with decreased of BMD or osteop(dgidn others, no
association was found between coffee consumption and bone loss iB6jaespecially if

there is an ingestion of recommended amounts of cal@um (

Ahead thencrease of soft drinks and coffee consumpénd it is relation with negative bone
alterations the aim of this study was to evaluate the effect of cola, guarana, and caffeine
beverages on BMD, bone strength, serum levels of calcium and phosphoraséctomized

rats, as well as to evaluate the effect of the treatment by sodium alendronate and calcium

solution over the possible induced bone alterations.

MATERIALS AND METHODS

This study was approved by the Committee on Animal Research and Ethecshengrotocol
number 36471. 91 female rats (Rattus norvegicus Albinus, Wistar) with 90 days of life and
weight ranging from 25@00 grams were used. Throughout all the study, the animals were
kept in standard boxes, with a temperature betwe€2?b6ZZ humidity of 3660% and under

a 12i h light-dark cycle, and fed with focad libitumand consumption of 500 ml of water per

day.

At 90 days, total ovariectomy were performed in all the animals, with exception of seven of
them. These last, belonging to thesalute control group, were performed only #ieam

procedure, which consisted of exposure of the ovaries without reif@3)jal

After performing the surgical procedure, the animals were randomly divided into thirteen
groups, according to the drink and/matment, with sevemanals each, as shown in Figure
1.
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Figure 1: Groups used in the study
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rocedure
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Ovariectomy
Ovariectomy
Ovariectomy
Ovariectomy
Ovariectomy
Ovariectomy
Ovariectomy
Ovariectomy
Ovariectomy
Ovariectomy

Ovariectomy

Alendronate
Alendronate
Alendronate
Alendronate
Calcium
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Calcium

Calcium

Water
Water
Water + Cola
Water + Guarana
Water + Coffee
Water
Water + Cola
Water +Guarana
Water + Coffee
Water
Water + Cola
Water + Guarana

Water+ Coffee

After 45 days of the ovariectomy, the administration of the beverages was started. Each cage

used in the survey had two bottles, one containing 500 ml of water and the other containing

500 ml of the selected berage for each specific group.

The beverages based on cola, guarana and coffee were administered during 50 days for each

group and the bottles were placed next to each other, and their position inverted daily in order

to not induce the consumption of the same beverage. At each exciiengalume of liquid

was measured to determine the mean consumed by each group. All animals were weighed

weekly during the beverages consumption to assess loss and/or gain of weight.

At the same time of the beverages administration was started, the sddndronate syrup

(5.0 mg/kg) and the calcium solution (16.0 mg/kg) were administrated three times per week

by the gavage procedure. In the other groups that were not included in the treatment groups,

theshamgavage procedure was performed.

After 50 daysof administration of the beverages based on cola, guarahaadfeine,all

animals were sacrificed by the decapitation method. At this moment, the blood was collected

from each of them, which was centrifuged immediately to separation the blood plasma for the
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subsequent biochemical analysis. In addition, the right and lefiriewere dissected and
stored in 10% buffered formol® (Indalabor, Minas Gerais, Brazil).

Three different methods of sample evaluation were performed:

1. Bone mineral density analysis by bone densitometry examination: the left femurs were
scanned by the duahergy xRay absorptiometry (DXA) DP>Alpha, Lunar® (GE
Healthcare, Madison, WI, USA), submerged in water to soft tissue simulation. The
images were evaluated in the own software of the device, which allowed the selection
of the region of interest and thegalculate the BMD in g/cm2;

2. Analysis of bone strength in the Instron device (Instron Corporation, Canton, MA,
USA): the right femur was positioned parallel to the base of support, then a
perpendicular load was applied in the diaphysis at speed of 1.3mumtil fracture
occurred, and the maximum force exerted were measured in Newtons (N);

3. Plasma Biochemical analysis using the Bioclin Kit (Quibasa Quimica Basica Ltda.,
Belo Horizonte, MG, Brazil) for the determination of calcium and phosphorus serum
conentrations and subsequent measurement of the absorbance of the solutions using

the DU 800 digital spectrophotometer (Beckman Coulter Inc, Brea, CA, USA).

The data were submitted to analysis of variance (ANOVA) with factorial design (4x3+1) and
to addition& treatment at a significance level of 5% to evaluate the effect of the different

beverages and treatments applied in ovariectomized rats.
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RESULTS

Figure 2shows the weekly variation of the mass rats, and a higher numerical gain was

observed in the group that consumed beverages based on guarana without treatment.

Figure 2. Weekly mass variation of rats
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Figure 3shows the meaconsumption of each beverage during the time of administration by
each group.

Figure 3. Meandaily consumption of each beverage per group.
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Ovariectomy:

It was possible observe a statistically significant difference in relation to the densitometry test
(Table 1) and to the calcium and phosphorus serums levels in the plasma blood (Table 3)
between the Absolute Control and Cont@VX group, with the groups submitted to the
ovariectomy procedure showing lower values in the densitometry and phosphorukeselum

as well as higher values for calcium serum level.
Densitometry:

The ControlOVX group presented significantly lower values (0.172) compared to the
Absolute Control group (0.251) by the densitometry test. X Cola group had
significantly lowerBMD values (0.151), both in relation to Cont©OVX (0.172), OVX
Guarana (0,242) an@VX Coffee (0,232) groups, those 3 groups presented no significant
difference between them. Only tla/X Guarangroup (0.242) did not showed a significant
difference compared to the Absolute Control group (0.251), also this oreehigitervalues

in the densitometry test when compared to Cor@gX (0.172) andOVX Cola (0.151)
groups. (Table 1).

It was observedni the sodium alendronate groups, a significant increase of BMD in the
Control OVX (0.233) andOVX Cola (0.246) groups. Meanwhile, a decrease of BMD was
observed in th®©VX Guarana (0.240) an@VX Coffee (0.202) groups, in this latter one
presented in a sigficant way (Table 1).

Calcium administration did not result in significant alterations in bone densitometry in the
Control OVX (0.159),0VX Guarana (0.235) an@VX Coffee (0.227) groups, however a
significant increase of the values was observed i©O¥¥ Cola group (0.240) (Table .1)

Table 1 Mean and standard deviation of the analyzed variables as a function of treatment in
relation to densitometry.

Group Treatment
None Alendronate Calcium
Densitometry(g/cn?)
ControlOVX *0,172 (0,013) Bb *0,233 (0,011) Aa *0,159 (0,012) Bb
OVX Cola *0,151 (0,015) Bc 0,246 0,008) Aa 0,240 0,006) Aa
OVX Guarana 0,242 0,011) Aa 0,240 0,011) Aa 0,235 0,009) Aa
OVX Coffee *0,232 (0,013) Aa *0,202 (0,010) Bb *0,227 (0,011) Aa
Absolute Control 0,251 (0,008)

*Differs from the absolute control gropp O 0 M@ahs) followed by distinct letters (horizontal
uppercase and vertical lowercase for each variable) differ from eaci{ oth€ 0 , 05) .
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Analysis of Bone Strength

In the analyze of thstrength needed to produce bone fracture, which indicates bone strength,
was observed no significant statistical difference between the Absolute Control (132.62),
ControlOVX (144.42),0VX Cola (122.40) an@®@VX Coffee (149,60) groups. However, the
strengthin the OVX Guaranagroup (169.85) was higher compared to all groups, being
statistically significant in relation to the Absolute Control group (Table 2).

In animals treated with sodium alendronate and calcium solution, was observed a significant
increase in bone resistance to fracture compared to the resistance in the Absolute Control
group. Meanwhile, in animals with consumption of coffee and cola, thesenents did not

result in a significant alteration in bone strength to promote fracture compared to the Absolute
Control group. Finally, th©VX Guaranagroup with administration of alendronate required

less strength above the bone to cause fracturetres® with calcium solution did not
significantly alter the strength required to promote fracture in relation to the other groups with

consumption of @arana(Table2).

Table2.Mean and standard deviation of the analyzed variables as a function efaimeeint
in relation to bone strength

Group Treatment
None Alendronate Calcium
Fracture(N)

ControlOVX 144,42 (9,829) Aab  *160,89 (7,345) Aa *166,66 6,933) Aa

OVX Cola 122,40 16,540) Ab 140,93 (4,666) Aa 141,97 (5,792) Aab

OVX Guarana *169,85 (11,593) Aa 142,09 (7,696) Ba 149,61 (0,023) ABab

OVX Coffee 149,60 20,285) Aa 147,58 (2,196) Aa 136,31 (15,792) Ab

Absolute Control 132,62 (20,074)

* Differs from the absolute control groypp O 0 Méahs) followed by distinct letterhorizontal
uppercase and vertical | owercase for each vari e

Biochemical Analysis
Calcium

The administration of the different beverages did not significantly alter the calcemia in relation
to the ControlDVX group. Neertheless, th©VX Coffee group had higher calcemia indices

compared to the other groups (Table 3).

The administration of alendronate and calcium solution produced an increase of the calcemia

of the ControlOVX group. However, in th@©VX Cola andOVX Guarana groups the



46

Artigo

administration of alendronate and calcium solutions did nahg# the calcemia. Lately, the

OVX Coffee group presented lower calcium levels in blood plasma when administered the

treatment substances like an alendronate or calciumaulfiable 3).

Phosphorus

Among the animals undergoing ovariectomy, the con®MX group did not present

significant difference compared to the test gro@p¢X cola,OVX guarana an@VX coffee)

(Table 3).

The administration of Alendronate did not resnla significant difference in the phosphorus

level compared to the Contr@lVX group, independent of the beverages consumption by the

animals. When administered the calcium solution, a significant increase of phosphorus level

in the blood plasma wasbserved compared to the cont@VX group, but not in relation to

the Alendronate group (Table 3).

Both the alendronate and calcium solution administration iOW\ coffee group produced

a significant decrease of phosphorus levels in the blood plaamaaced to th©VX coffee

group that did not received any treatment (Table 3).

Table3. Mean and standard deviation of the analyzed variables as a function of the treatment
in relation to the analysis of tlralcium and phosphorus levels.

Group

ControlOVX
OVX Cola

OVX Guarana

OVX Coffee

Absolute Control

Treatment

None

*0,337 (0,045) Bab
+0,304 (0,016) Ab
*0,330 (0,058) Ab
*0,399 (0,056) Aa
0,137 (0,054)

Alendronate
Cdcium Level
*0,464 (0,048) Aa
*0,312 0,020)Ab
*0,296 0,023) Ab
*0,319 (,048) Bb

Calcium

*0,476 (0,050) Aa
*0,297 (0,030) Ab
*0,298 (0,017) Ab
*0,292 (0,030) Bb

ControlOVX
OVX Cola
OVX Guaram
OVX Coffee

Absolute Control

*0,373 (0,004) Ba
*0,417 (0,040) Aa
*0,425 (0,103) Aa
0,496 0,104) Aa
0,559 (0,098)

Phosphorud.evel
*0,412 (0,067) ABa
*0,389 (0,058) Aa
*0,377 (0,048) Aa
*0,343 (0,049) Ba

0,506 0,054) Aa
*0,394 (0,068) Ab
*0,368 (0,057) Ab
*0,336 (0,024) Bb

* Differs from the absolute control gropp O 0 Mé@ahs)followed by distindetters (horizontal
uppercase

DISCUSSION

and

vertical

| ower case

for each

var.i é

The experimental model of ovariectomizatk has been considered one of the best models to

study osteoporosis since ovarian removal induces the loss of BMD due to estrogen deficiency.
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This hormone is responsible for protecting bone mass by inhibiting paracrine substances, that
promote bone resption, especially the parathyroid hormone (PT841L0,30 as observed in

the present study where the group which had ovariectomy (C@WX4l group) presented

lower values of BMD and phosphorus level and higher calcium levels in the blood plasma
when compred to those who did not undergo to this procedure (Absolute Control group),

factors that suggest the induction of bone mineral loss.

The animals with consumption of beverages made by cola, guarana and coffee, which are
widely consumed beverages and tiave been associated with increased loss of bone mineral
density and decrease in bone strength due to the presence of caffeine andforghasiol

in their composition (1,2:6,11,12,25)

The analysis on the femur performed by the DXA in the presamy suggest, the
consumption of beverages as the cola has the potential to decrease the BMD which is
corroborate in several studies found in the literatly212). Presumably, it occurs due to the
presence of phosphoric acid in this type of beveragenan in others. This component is
associated with interference in intestinal absorption and renal tubular reabsorption of calcium,
which contributes to an imbalance of the parathyroid hormone, leading to a bone resorption
due to the reestablished of thenmeostasis of the serum calcium le¢gR,12) as observed

in the present study, which it was not observed alteration in the serum calcium concentration
between th@VX Cola group and Contr@VX although there was a decrease in BMD due

to an increase ibone resorption, at the time of serum calcium analysis, the homeostasis was

observed.

Another component present in the ebised beverage that also has been associated to the
decrease of the BMD is the caffeine, which stimulates a differentiation exabsstic cells

and consequently their activity,4,6,12) However, Tuckeet al.also observed decrease of

the BMD in women who consumed decaffeinated cola, and this association was not observed
when adjusting the consumption of only caffeine, suggestffgine is not directly associated

with decreased of the BMD, which was also observed by Suppl&e(2,5). The results in

the present study suggest that the guarana and coffee, which are beverages that do not contain
phosphoric acid, although theyJsacaffeine in their composition, did not cause alteration of

the BMD in ovariectomized rats.

In addition, it was demonstrated that tb¥ X Guarana group had the BMD values close to
those obtained in the Absolute Control group without significant diféeremand when
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performed the bone strength analysis, the force required to promote fractureONXhe
Guarana group was significantly higher compared to the Absolute Control group. This was
probably due to a higher body mass of the rats that consguaeaina when compared to other
groups, agreeing with the results obtained by Supilekwho found an association between
increased body mass index and decreased osteoporosis rates in postmenopausal women who
regularly consumed some type of soft driAkhough the increase in body mass index may

be as a protective factor for the BMD, it is directly associated with other health risk factors

such as diabetes and cardiovascular dise&ges (

Moreover, it was possible to observe during the manipulatidheofinimals that th@VX
Guarana group were the most excited, which may be associated with better BMD values since

the stimulation by physical activity has been associated with an increase of th€sBNID

Animals with sodium alendronate administratisrhose function is to inhibit the action of
osteoclasts, had a significant increase in bone densitometry in the GowiXoand OVX

Cola groups, which had been showed lowest BMD values without treatment. However, was
observed a significant reduction in basensitometry in th©VX Coffee group, which can

be explained by approximately 60% of reduction in the bioavailability of alendronate when it

is ingested together with coffee, as indicated in the study by &eaiz(30). In addition, it

was observed less strength needed to promote bone fractu®®Xn Guarana group
undergoing alendronate sodium treatment. Taking into account that the animals that consumed
these type of beverages and without treatment had an improvemtet evaluated bone
parameters, it can be associate alendronate sodium treatment with atypical fractures of the

femur, as well as decreases in the bone resistance, as reported in othefIstiBek).

Although a significant statistical difference wiasind on BMD when comparing the Control
OVX andOVX Cola groups, no significant difference was observed in relation to the same
comparison in the fracture test, this may have occurred due to a loss of bone mineral density

insufficient to cause decreasebaine strength.

However, when the bone strength was evaluated in ovariectomized rats under alendronate or
calcium solution treatment, it was observed a necessity of greater force to cause femur fracture
when compared to the Absolute Control group. Rehbalt ¢orroborates with the findings of

Jiang et al, which suggest that animals treated with these types of drugs showed an

improvement in bone strengtt30Q).
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In animals of theOVX Coffee group, there was a statistically significant reduction in blood
plasma calcium levels when administrated the alendronate or calcium solution as a treatment.
This fact can be explained by the performance of other mechanisms not evaluated in the

present study, such as increased renal excretion of calcium during coffemptosib).

The analysis of the results of the present study showttibatfects of beverages based on

cola guarana, and coffee on bone metabolism remain controversiat§112,42), we do not

know exactly whether the causative component of th#eeations is caffeine, present in all
beverages (1,4,6,12), or phosphoric acid present only in the cola drink (1,2,12), there is a
potentidthat beverages containing cafetheir composition may cause negative bone changes

in ovariectomized female rats

Regarding the treatmés, controversial effects were also found, although an increase in bone
mineral density was observed when these were associated with groups with impaired bone
quality. In order to elucidate these issues, future work is neededtatevather factors such

as time of administration of the drinks and treatments, and other analyzes that justify the

results found.

CONCLUSION

In conclusion, based on the experimental setup used and considering the limitations as
described above, the experimental results showed that there is a relationship between bone
alteration and cola consumption; in this case alendronate sodium or caltitiongoeatment

may result in improvement of bone quality. The consumption of coffee or guarana did not
cause significant bone alteration, and when they are associated with sodium alendronate
treatment presented a decrease in BMD values for the coffeeroens and a decrease in

bone strength for the guarana consumers.
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3 CONCLUSAO

Foi possivel concluir com ag@sente trabalho que poske sugerir uma relagcéo entre
alteracao 6ssea e consumo de refrigerante a base éercrgas ovariectomizadagjue essas
alteracOes podem ser atenuadas realizaedotratamento com alendronato de sodio ou solugéo
de calcio que por sugez promovem mdiora na qualidade éssedinda, que o consumo de
café ou refrigerante a base de guarpagecemndo estar associados a alterac@sses,
podendo inclusive causar melhora na qualidade 6ssea como visto quando administrada a bebida
a base de guarana. Nessesos onde ndo ocorreuesbcdo 6ssea tratamento com as
substancias administradas ndo surtiu efeito positivo, apresentando efeito maléfico quando

associado ao consumo de café.
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APENDICE 1

METODOLOGIA DETALHADA

O projeto da presente pesquisa foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Estadual de Campin@& UA/UNICAMP, sob protocolo de numero
36471 (Anexo 2.

Para a realizagaedteestudo, foram utilizada®l ratas fémeagRattusnorvegicus
Albinus, Wistaj com 90dias de vida e peso variando de -ZB0 gramasprocedentes do
Biotério Central da Unicam@urante toda a pesquisa, 0os animais foram mantidos em caixas
padrdo degolicarbonatp estas com dimefiss de 4k 32x 17 cm, sulmetidos a temperatura
de 2225 °C, umidade de 3680% e ciclos d 12 horas dia e 12 horas noitdismantados com
racao padraad libitume 500 ml de 4gua por dia

OVARIECTOMIA (OVX)

Aos 90 dias, todos os animais foram pesados e, em seguida, anesteésiados
intramusculacom 0,1 mg/kg de solucdo de Cloridrato de Ketamina (Dogafagribrands do
Brasil Ltda., Paulinia, SP, Brasil) @05 mg/kg de solucdo de Cloridrato de Xylasina
(Rompun®, Bayer S.A., Sédo Paulo, SP, Braspéstricotomia da regido abdanal bilateral
e antisepsia local com alcool iodadoprém realizadas as incises cutdneas e musculares
bilaterais em sentido longitudinal, na regiao da ultima costela e proxima ao nivel do rim, sendo
o tecido muscular divulsionado para exposi¢cado dosas@realizada a homeostasia por meio
da ligacdo da parte superior do tubo uterino com auxilio de fio de sutura 3.0 (Ethicon, Jonhson
do Brasil S.A., Sdo José dos Campos, SP, Br&sit) seguida foram excecionadosowarios
eagordura circundante. A rsaulatura e a pele foram entdo suturadas com fio Mononylon 4.0
(Ethicon, Johnson do Brasil S.A., Sdo José dos Campos, SP, Bfagiba 1). Osanimais
receberam 1mg/kg de antibiético por via intramuscular (Pentabidtico Veterinario Pequeno
Porte, Laboratdto FORT DODGE Saude Animal Ltda., Campinas, SP, Brasil).

Figura 1. Cirurgia de ovariectomia. A Tricotomia da regidao abdominal lateral;i Bncisao
cutanea; Q Incisdo muscular; D Exposicao do ovario; E Ligacdo do tubo uterino; F

Excisdo do ovarioGi Sutura muscular; HSutura cutanea.
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GRUPOS EXPERIMENTAIS

Apoés a realizagcdo da cirurgia de ovariectomia, os animais foram separados

aleatoriamente em3 gruposde acordo com lebida edu tratamento administradaspntendo

7 animais em cadapmo apresentado no quadra $eguir:

Quadro 1: Separacéao dos grupos utilizados no trabalho.

Controle Absoluto
Controle OVX
OVX Cola
OVX Guarana
OVX Café
OVX Alendronato
OVX Ale Cola
OVX Ale Guarana
OVX Ale Café
OVX Célcio
OVX Caélcio Cola
OVX Célcio Guarana

OVX Calcio Café

Procedimento

Cirdrgico

Ovariectomia
Ovariectomia
Ovariectomia
Ovariectomia
Ovariectomia
Ovariectomia
Ovariectomia
Ovariectomia
Ovariectomia
Ovariectomia
Ovariectomia

Ovariectomia

Tratamento

Alendronato
Alendronato
Alendronato
Alendronato
Célcio
Calcio
Calcio

Célcio

Agua
Agua
Agua + Cola
Agua + Guarana
Agua + Café
Agua
Agua +Cola
Agua + Guaranéa
Agua + Café
Agua
Agua + Cola
Agua + Guarana

Agua + Café

Substancias administrada

]
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Cada grupo recebeu um tipo de tratamento diferente, sendo eles:

T

Grupo 1 ¢ontroleabsolut): animais que ndo foram submetidos a cirurgia
de ovariectomia e nem a qualquer tipo de tratamento ou suoiagtstada,
Grupo 2(controle OVX): animaisgometidos a cirurgia de ovariectomia,
porém que ndo foram submetidosa qualquer tratamento ou sudstia
testada;

Grupo 3 (OVX Cola): animais submetidos a cirurgia de ovariectomia, que
ndo foram submetidos a nemhuratamento, porém foram submetidos a
dieta diaria com bebida a base de edacaCola® (CocaCola Company,
Atlanta),

Grupo 4 (OVX Guarand): animais submetidos a cirurgia de ovariectomia,
gue nao foram submetidos a nenhum tratamento, porém foram &ldsnet

a dieta didria com bebida a base de guarai@uarand Antarctica®
(Antarctica, Manaus)

Grupo 5 (OVX Café): animais submetidos a cirurgia de ovariectomia, que
ndo foram submetidos a nenhum tratamento, porém foram submetidos a
dieta diaria com bebida Base de café Trés Coracdes® (Grupo Trés
Coracoes, Brasil)

Grupo 6 (OVX Alendronato): animais submetidos a cirurgia de
ovariectomia,e a tratamento com 5,0 mg/kg corpér@ealendronato de
sédio 3 vezes por semasam introducdo de nenhuma substatestada;

Grupo 7 (OVX Alendronato Cola): animais submetidos a cirurgia de
ovariectomia, a tratamento com 5,0 mg/kg corpéreo de alendronato de sédio
3 vezes por semana e a dieta diaria com bebida a base d€goCola®
(CocaCola Company, Atlanta)

Grupo 8 (OVX Alendronato Guarand): animais submetidos a cirurgia de
ovariectomia, a tratamento com 5,0 mg/kg corpéreo de alendronato de sddio
3 vezes por semana e a dieta diaria com bebida a base de gauardna
Antarctica® (Antarctica, Manaus)

Grupo 9 (OVX Alendronato Café): animais submetidos a cirurgia de
ovariectomia, a tratamento com 5,0 mg/kg corpéreo de alendronato de sodio
3 vezes por semana e a dieta diaria com bebida a base deTaét

Coragfes® (Grupo Trés Coracdes, Brasil)
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1 Grupo 10 (OVXCalcio): animais submetidos a cirurgia de ovariectomia, e
a tratamento coni,8 ml/kg corporeo desolucédo decélcio 3 vezes por
semana, sem introducédo de nenhuma substancia testada;

1 Grupo 11 (OVX Caélcio Cola): animais submetidos a cirurgia de
ovariectomiag a tratamento coh8 ml/kgcorpéreo desolucao dealcio 3
vezes por semana e a dieta diaria com bebida a base deCoalaCola®
(CocaCola Company, Atlanta)

1 Grupo 12 (OVX Calcio Guarand): animais submetidos a cirurgia de
ovariectomia, e a tratamentom1,8 ml/kgcorpéreo deolucao dedlcio 3
vezes por semana e a dieta diaria com bebida a base de guatmrana
Antarctica® (Antarctica, Manaus)

1 Grupo 13 (OVX Calcio Café): animais submetidos a cirurgia de
ovariectomia, e a tratamento cdn® mlkg corpéreo desolucao dealcio 3
vezes por semana e a dieta diaria com bebida a base de Tedé

Coracoes® (Grupo Trés Corac0es, Brasil)
ADMINISTRACAO DAS BEBIDA S

Apos 45 dias do procedimento de ovariectomia;sieinicio a administracdo das
bebidas Cada gaiola utilizada na pesquisa possuia logliiedouros, um contendo 500 ml de
agua e o outro contendo 500 ml da bebida da dieta selecionada para cada grifmmeggec
bebidas a base de cola, guarana e café foram administradas durante 50 dickapgnapo e
os bebedouros foram colocadom ao lado do outro senslaposi@oinvertida diariamenta
fim de réo induzir o consumo da mesma sélu¢Figura 2)A cada troca, foi medido o volume
de liquido para ser determinada a média consumida pomgecapa. Todos os animais foram
pesados semanalmente durante todo o tempo de consumo das bebidas para avaliar perda e/ot

ganho de peso.

Figura 2. Consumo das bebidas. iAConsumo da bebida a base de cold; Bonsumo da

bebida a base de guarana.
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CONSTITUICAO DAS BEBIDAS ADMINISTRADAS

A bebida a base de cola administrada foi a €oala® (CocaCola Company,
Atlanta) que possui em sua constituicdo agua gaseificada, acucar, extrato de noz de cola, cafeina
com concentracdo de 103 mg/L, coranggamelo IV, acidulante acido fosférico e aroma

natural.

A bebida a base de guarana testada foi o Guarana Antarctica® (Antarctica,
Manaus), com composta de agua gaseificada, acucar, extrato de guarana onde é encontrada «
cafeina na forma de guaraina comaugoncentracdo de 96 mg/L, corante caramelo IV,

acidulante acido citrico, conservantes e aromatizante.

O café administrado foi o Café Trés Coracbes® (Grupo Trés Coracdes, Brasil),
possuindo vitaminas, aminoacidos, minerais e cafeina com concentracaondg/l/@dn sua
composicao. Para preparo da bebida, foi utilizada a proporcéo de 100 gramas de po por litro de

agua e 50 gramas de acucar por litro de café.
ADMINISTRACAO DE ALENDRONATO DE SODIO E DA SOLUCAO DE CALCIO

No momento do inicio da administracdo dmbidas, iniciotse também para
determinados grupos a administracdo de alendronato de sodio e de uma solucéo tiéscalcio
vezes por semanblos animais pertencentes aos grupos OVX Alendronato, OVX Alendronato
Cola, OVX Alendronat@uarana e OVX Alendronato Café, foram administrados 5,0 mg/kg de
xarope de alendronato de sédio manipulado. Para os animais pertencentes aos grupos OVX
Célcio, OVX Célcio Cola, OVX Calcio Guarana e OVX Calcio Café, foram administiaj0s
mg/kg de solucé de célcio manipulado. A administragdo de ambas as substancias foi realizada
via enteral, utilizand@e uma agulha de gavaggoe permite depositas liquidos diretamente
no esbmago dos animais. Nos demais grupos que nao estavam incluidos nos grupos de

tratamento, foi realizado o procedimento de gavasjemm(Figura 3).
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Figura 3. Procedimento de gavagem para administracdo dos medicamentos.

OBTENCAO E PREPARO DAS AMOSTRAS

Apés 50 dias de administracdo das bebidas a base de cola, guarana e café, todos os
animais foram sacrificados pelo método de decapitacdo com guilhotina e o sangue de cada um
deles foi colhido imediatamente em tubos heparinizados. Esses tubos foramgasetusiu
uma velocidade de 3200 rpm durante 20 minutos para promover a separacdo do plasma
sanguineo que foi armazenado em micro tubos tipo Eppendeid@ra 3)e congelado para
posterior analise bioquimica. Além disso, os fémures direito e esquerdo desmaados,
removidos e dissecados com auxilio de uma lamina de bisturi n°® 15 Solidor® (Solidor, S&o
Paulo, Brasile armazenados em recipientes de vidro individuais, contendo formol tamponado
a 10%, Formol 10%® (Indalabor, Minas Gerais, Brasil).

Figura 3. Centrifugacdo do sangue. A Centrifuga; Bi Amostras dispostas antes da

centrifugacdo; G Micro tubos contendo o plasma.

A B






















