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RESUMO

Resveratrol (3,5,4’-trihidroxiestilbeno) € um polifenol encontrado em algumas plantas e frutos
que tem sido sugerido como agente preventivo do dano 0sseo caracteristico da osteoporose.
Estudos indicam efeitos apenas sobre alguns poucos parametros ésseos, alem de divergirem
quanto a duragdo minima do protocolo necessaria para se observar tais efeitos. O objetivo deste
estudo foi avaliar os efeitos do tratamento com resveratrol sobre fémures e vértebras de ratas
adultas jovens ovariectomizadas, durante 60 e 90 dias. Foram utilizadas 59 ratas Wistar com 3
meses de idade no inicio do experimento, que foram distribuidas em 6 grupos: grupos mantidos
Intactos por 60 e 90 dias (INT 60 e INT 90) com, respectivamente, 11 e 9 animais cada; grupos
Controle Ovariectomizadas tratados por 60 e 90 dias (OVX 60 e OVX 90) com,
respectivamente, 10 e 9 animais cada, ovariectomizados e tratados via gavagem gastrica com
salina 0,9% [0,1mI/100g Massa Corporal (MC)]; grupos Ovariectomizadas + Resveratrol
tratados por 60 e 90 dias (OVX + RES 60 e OVX + RES 90) com, respectivamente, 11 e 9
animais cada, ovariectomizados e tratados via gavagem gastrica com uma solucdo de
resveratrol em etanol 95% diluida em &gua destilada (10 mg/kg MC). Foram analisados
parametros biométricos, fisicos e biomecanicos de 0ssos com maior contingente cortical
(fémures) e trabecular (vértebras) dos animais, além da densidade dssea areal via DEXA das
veértebras e a massa corporal dos animais. As propriedades biomecénicas dos fémures foram
obtidas pelo teste de flexdo a trés pontos e das vértebras lombares obtidas pelo teste de
compressdo 6ssea. O protocolo experimental de 60 dias foi capaz de constatar 0 aumento da
massa corporal das ratas apds a castracdo, assim como a diminuicdo das densidades 0ssea e
mineral apenas das vértebras estudadas com a cirurgia e o efeito protetor do resveratrol sobre
estes parametros destes mesmos 0ssos. Ja no protocolo de 90 dias, tais efeitos sobre os
parametros fisicos se estenderam também aos fémures e o tratamento, neste caso, foi também
capaz de prevenir a maior massa corporal decorrente da castracdo. Quanto aos parametros
biomecanicos, foi possivel observar apenas uma tendéncia de diminuigdo da carga méxima com
a cirurgia e protecdo desta resposta com o tratamento nas vértebras do protocolo experimental
de maior duragdo. Portanto, os resultados apontam o resveratrol, com a dose e meio de
administracdo utilizados, como potencial protetor do tecido 6sseo, tanto com maior contingente
cortical, quanto com maior contingente trabecular, além do protocolo experimental de 90 dias
ser capaz de apresentar mais nitidamente os efeitos da castracdo e do tratamento com resveratrol
sobre 0s parametros 6sseos e de massa corporal.

Palavras-chaves: resveratrol, osteoporose, tecido ésseo, massa corporal, biomecanica dssea,

densidade 0ssea e ratas.



ABSTRACT

Resveratrol (3,5,4 'trihydroxystilbene) is a polyphenol found in some plants and fruits that has
been suggested as a preventive agent for the bone damage characteristic of osteoporosis. Studies
indicate the effects on only a few bone parameters, besides diverging regarding the minimum
protocol duration required to observe such effects. The objective of this study was to evaluate
the effects of the treatment with resveratrol on femurs and vertebrae of ovariectomized young
adult female rats during 60 and 90 days. Fifty-nine Wistar female rats at 3 months of age at the
beginning of the experiment have been utilized, which were divided into 6 groups: groups
maintained Intact for 60 and 90 days (INT 60 and INT 90) with 11 and 9 animals each,
respectively; Ovariectomized control groups treated with 60 and 90 days (OVX 60 and OVX
90) with 10 and 9 animals each, respectively, ovariectomized and treated via gastric gavage
with saline 0.9% [0.1ml / 100g Body Weight (BW)]; Ovariectomized groups + Resveratrol
treated for 60 and 90 days (OVX + RES 60 and OVX + RES 90) with 11 and 9 animals each,
respectively, ovariectomized and treated via gastric gavage with a solution of resveratrol in
95% ethanol diluted in distilled water (10 mg / kg BW). Biometric, physical, and biomechanical
parameters of bones from the animals with greater quantities cortical (femur) and cancellous
(vertebrae) contingent were analyzed, as well as the areal bone density of the vertebrae via
DEXA, and the body weight of the animals. The biomechanical properties of the femurs were
obtained by the three point bending test, and the lumbar vertebrae’s by the bone compression
test. The experimental protocol of 60 days was able to remark the increase of the corporal
weight of the rats after the castration, as well as the decrease of the vertebrae bone and mineral
densities with the surgery and the protective effect of the resveratrol on these parameters of
these same bones. In the 90-day protocol, these effects on the physical parameters were also
extended to the femurs and the treatment, in this case, also able to prevent the greater corporal
weight due to the castration as well. In the biomechanical parameters, it was possible to observe
only a tendency of reduction of the maximum load with the surgery and protection with the
treatment in the vertebrae of the longer experimental protocol. Therefore, the results indicate
resveratrol, in the dose and route of administration used, as a potential protector of the bone
tissue, both with greater cortical contingent and with greater cancellous contingent. In addition,
the experimental protocol of 90 days showed be able to present more clearly the effects of
castration and treatment with resveratrol on bone and body weight parameters.

Keywords: resveratrol, osteoporosis, bone tissue, body weight, bone biomechanics, bone

density and rats.
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1 INTRODU(;AO E JUSTIFICATIVA

O resveratrol (3,5,4’-trihidroxiestilbeno) é um polifenol/fitoalexino néo-
flavonoide, membro da familia viniferina de polimeros, existente na natureza tanto na forma
de trans-resveratrol, quanto cis-resveratrol. Foi isolado pela primeira vez em 1939 a partir das
raizes de Veratrum grandiflorum e, em 1976 foi classificado como fitoalexino, uma substancia
cuja sintese é induzida pela infeccdo fungica (NIKOLOVA, 2007). Durante a anélise de
diferentes tipos de vinhos tintos quanto a sua concentracdo de resveratrol, SIEMANN;
CREASY (1992) indicaram o trans-resveratrol como o composto biologicamente ativo no
vinho, sendo a ele relacionado, no momento, a reducdo de lipidios séricos explicando, assim,
um dos meios pelo qual a bebida possui efeito cardioprotetor.

Ele é encontrado em mais de 70 espécies de plantas das quais as fontes mais
frequentes sdo: rizoma de Polygonum cuspidatum, uvas vermelhas (incluindo folhas, sementes,
talos e raizes) como as espécies Vitis vinifera (utilizadas para fabricagdo de vinho na
Europa), Vitis lambrusca (de origem norte-americanas) e Vitis roduntifolia (uvas muscadineas,
cultivadas no sudeste dos Estados Unidos para producao de vinhos, sucos e geléias), além de
algumas bagas (como o mirtilo e oxicoco), alguns pinheiros, flores (como a Veratrum
grandiflorum) e até mesmo no chocolate escuro e cacau(BAUR; SINCLAIR, 2006; COUNET;
CALLEMIEN; COLLIN, 2006).

Recentemente, o resveratrol vem mostrando efeitos promissores em uma grande
gama de doencas, tendo maior nimero de estudos pré-clinicos sobre o cancer, desordens
metabolicas e doencas cardiovasculares (COTTART; NIVET-ANTOINE; BEAUDEUX,
2014). Outros efeitos elucidados pela literatura incluem: anti-inflamatorios; neuroprotetores;
sobre o metabolismo de algumas drogas; como coadjuvante em tratamentos hipoglicémicos em
pacientes com Diabetes Tipo 2; e antioxidantes [seja eliminando Espécies Reativas de
Oxigénio (EROs), seja modulando o sistema antioxidante enddgeno] (COTTART; NIVET-
ANTOINE; BEAUDEUX, 2014; HAUSENBLAS; SCHOULDA; SMOLIGA, 2014
NIKOLOVA, 2007). Ademais, sua similaridade estrutural com o dietilestilbestrol, um
estrdgeno sintético, o caracteriza como um fitoestrogeno (FREMONT et al., 2001).

Estudos indicam, também, que ele é capaz de afetar 0 metabolismo Gsseo in
vitro, apresentando efeito osteogénico sobre as células 0Osseas, ndo sO aumentando a
diferenciacédo de células mesenquimais em osteoblastos, como também inibindo a formacéo de
osteoclastos (BOISSY et al., 2005; KUTLESA; BUDIMIR MRSIC, 2016; SHAKIBAEI,
BUHRMANN; MOBASHERI, 2011; TSENG et al., 2011).
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O osso é um tecido rigido que mantém-se em constante modificagdo, composto
de uma matriz extracelular altamente organizada, contendo componentes inorganicos (60%) e
organicos (40%) (BOSKEY,ROBEY, 2008), além de um distinto e complexo grupo celular. A
fase inorganica, ou mineral, é responsavel pela resisténcia mecanica do tecido e é constituida
basicamente por pequenos cristais de hidroxiapatita [Cai0(PO)s(OH)2] (formados por célcio,
fosfato e carbonato) e menores quantidades de magnésio, sddio, potassio, manganés e fllor. Ja
a fase organica (que da& origem a matriz 0ssea e é a fase determinante da estrutura e das
propriedades biomecanicas dsseas) € composta principalmente por colageno tipo |, fatores de
crescimento, citocinas e proteinas da matriz celular, além das células do tecido 6sseo (10% do
total da matriz dssea) (WALSH, 2018).

Macroscopicamente, 0 0sso é dividido em dois principais tipos, cuja distin¢céo é
de grande importancia mecanica (BRANDI, 2009; LANGDAHL; FERRARI; DEMPSTER,
2016; LOVERIDGE, 1999):

- Osso Cortical: Constituinte de aproximadamente 80% do esqueleto, formado
de camadas concéntricas de matriz dssea ao redor de vasos longitudinais na sua estrutura
(Sistema Haversiano), além de apresentar poucas porosidades, demonstrando uma alta relacéo
massa/volume. Apresenta maior resisténcia a forcas de torcdo e flexdo e, normalmente, é
encontrado no eixo de 0ssos longos e na superficie de 0ssos achatados.

- Osso Trabecular: Consiste de uma armacao de estruturas 6sseas cilindricas
aleatoriamente organizadas as quais, apesar de mais fracas, proveem um suporte leve e
metabolicamente ativo no 0sso. Apresenta muitas porosidades (possuindo uma baixa relacéo
massa/volume) e, devido a sua estrutura, possui uma maior resiliéncia e capacidade de absor¢édo
de choque, além de sua maior area de contato permitir uma taxa metabolica maior e consequente
adaptacdo mais rapida a carga. E encontrado normalmente na regido central de 0ssos chatos e
na epifise de o0ssos longos.

As proporgdes relativas destes contingentes na estrutura de cada 0sso podem
variar consideravelmente dependendo do sitio dsseo. A relacdo entre 0sso trabecular e 0sso
cortical nas vértebras é de 75% para 25%, enquanto na cabeca do fémur ela é de 50%:50%
(BRANDI, 2009; LANGDAHL; FERRARI; DEMPSTER, 2016; LOVERIDGE, 1999) .

Microscopicamente, sdo encontrados quatro grupos de células: as células
osteoprogenitoras (células tronco mesenquimais que podem se tornar osteoblastos e seu grau
de atividade é dado devido a demanda metabdlica), osteoblastos (responséveis pela formacéao
Ossea por meio da sintese e liberacdo de componentes da matriz 6ssea organica), osteocitos

(osteoblastos diferenciados aprisionados na matriz 6ssea mineralizada cuja principal fungéo é
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a traducdo da forca mecénica imposta ao 0sso em sinais bioquimicos que regulam o
remodelamento 0sseo) e osteoclastos (células gigantes multinucleadas responsaveis pela
reabsorcao 6ssea) (FERNANDEZ-TRESGUERRES-HERNANDEZ-GIL et al., 2006).

Todos os grupos celulares (via liberacdo de diversas enzimas) e os fatores
intrinsecos e extrinsecos atuam nas diversas vias metabolicas mantendo o tecido 6sseo em
constante modificacdo (estima-se que, a cada ano, 10% do esqueleto é renovado) (BRANDI,
2009). Este processo leva 0 nome de remodelamento dsseo e acontece, basicamente, em quatro
fases, claramente identificadas, de forma ciclica: quiescéncia/ativacéo, aonde ha o recrutamento
dos osteoclastos; reabsor¢do, na qual os osteoclastos secretam uma solucéo acida responsavel
pela degradacdo do componente inorganico, enquanto enzimas lisossomais degradam o
componente organico; reversdo, na qual ha a apoptose dos osteoclastos e recrutamento dos
osteoblastos; e formacéo, na qual os osteoblastos depositam matriz extracelular na lacuna criada
durante a reabsorcéo (Lacuna de Howship no contingente trabecular e Cones de Reabsorcéo no
contingente cortical), matriz esta que serd posteriormente mineralizada (BRANDI, 2009;
LANGDAHL; FERRARI; DEMPSTER, 2016).

Este processo apresenta a duracdo de aproximadamente 200 dias, sendo que
maior parte deste tempo é tomada pela formacdo, e seu principal objetivo é manter a
homeostasia de célcio e fosforo, regular o “turnover” da matriz extracelular e auxiliar na
reparacdo de microdanos do tecido (BRANDI, 2009; WALSH, 2018). Ainda, este evento é mais
proeminente nas superficies do componente trabecular, aonde é estimado que ocorre cerca de
80% do remodelamento 6sseo, com a importancia relativa no 0sso cortical crescendo com o
decorrer da idade, aonde ja houve uma perda significativa do componente trabecular e a
atividade de remodelamento em ambos os contingentes aumenta (SEEMAN, 2013).

Para que o remodelamento 6sseo mantenha sua ciclicidade e o tecido se conserve
saudavel, a interacdo entre seus grupos celulares faz-se necessaria. Os osteoblastos, por
exemplo, influem diretamente na osteoclastogénese por meio da liberagéo do ligante ativador
do receptor de fator nuclear B (do inglés receptor activator of nuclear factor «B ligand, ou
RANKUL), fatores estimulantes de colonia de macréfagos (M-CSFs) e Osteoprotegerina (OPG)
sendo, entdo, essenciais para o controle da reabsorcdo 6ssea (FENG; MCDONALD, 2011;
LERNER, 2006).

O RANKL, ap6s liberado, liga-se a receptores RANK (receptor activator of
nuclear factor B, ou receptor ativador de NF-«B) nas membranas das células promotoras de
osteoclastos, levando a fosforilacdo do Fator Nuclear kB (Nuclear Factor xB, ou NF-«B) que

atua na expressao génica e, consequentemente, na diferenciacdo destas células em osteoclastos
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de fato. Similarmente, os M-CSFs, ao se ligarem aos seus receptores cognatos nas células
progenitoras de osteoclastos, aumentando sua proliferacdo e sobrevivéncia (BILEZIKIAN;
RAISZ; MARTIN, 2008; LERNER, 2006). Ou seja, além de realizarem a formacdo 0ssea, 0s
osteoblastos, por meio da liberacdo dessas substancias, sdo responsaveis pelo inicio da fase de
ativagdo do remodelamento dsseo.

Em contrapartida, os osteoblastos podem secretar OPG, um receptor que
compete com 0 RANK pela ligacdo do RANKL e, agindo como um chamariz, inibe a via
dependente de RANK, coibindo a osteoclastogénese (BOYLE; SIMONET; LACEY, 2003).
Assim, por meio da relagdo RANKL/OPG no soro sanguineo, é possivel determinar o cenario
do remodelamento no o0sso sendo que, se tiver muito elevada, h4 um indicativo de que a
reabsorcéo Ossea esta intensificada e, quando estiver diminuida, a reabsorcdo esta mais ténue
(BOYCE; XING, 2008).

Assim como o ser humano sofre constantes modificacdes ao longo do seu ciclo
de vida, a fisiologia do tecido Gsseo esta sujeita a constantes variacoes, se resumindo na relagcdo
entre a formacao e reabsor¢do do tecido, também chamado de balanco 6sseo. O pico maximo
do balanco 6sseo no desenvolvimento humano encontra-se aos 30 anos de idade, aonde ha
predominancia da formacédo tecidual (balanco désseo positivo). Entre os 35 e 40 anos ha a
estabilizacdo entre os dois mecanismos e, apos esse periodo, a reabsorcao dssea pode prevalecer
(balango Gsseo negativo). Neste Ultimo cenario, pode haver uma progressiva diminui¢do de
massa 6ssea alcancando até, aproximadamente, 0,3% ao ano, podendo estar relacionado ou ndo
a outros processos patoldgicos (BERGLUND et al., 2000).

Ademais, todo o0 metabolismo Gsseo esta sujeito a influéncia de diversos fatores
enddgenos (hormonais, genética, género, idade e doencas) e exdgenos (alimentacdo e fatores
ambientais). No sexo feminino, por exemplo, a perda 6ssea pode alcancar uma média de 1-2%
ao ano durante os dez primeiros anos apds a menopausa e pode ser agravada pelo acimulo de
fatores. A deficiéncia de estrdgeno é um dos principais motivos para tal aumento nas mulheres
p6s-menopausadas, podendo leva-las a episddios mais severos, como a osteoporose (AKHTER
et al., 2004; MARCUS; FELDMAN; KELSEY, 1996; NGUYEN et al., 2003; RIGGS;
KHOSLA; MELTON 3RD, 2002).

A osteoporose € uma desordem multifatorial primaria do esqueleto relacionada
a alteracdes profundas do metabolismo ndo s6 do 0sso, como também de todo o corpo.
Mdltiplos mecanismos fisiopatogénicos confluem para causar a deterioragdo e perda da
microarquitetura estrutural dos ossos, além da diminuicdo da densidade Ossea. Tais fatores

acarretam aumento da fragilidade do tecido que, associada ao aumento do risco de quedas
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caracteristico do envelhecimento, contribui para um maior indice de fraturas em pacientes
osteopordticos, principalmente na senilidade (ARMAS; RECKER, 2012; BLACK; ROSEN,
2016; KANIS et al., 2013). Ela é considerada uma doenca silenciosa, uma vez que se apresenta
aparentemente assintomatica até a primeira fratura com trauma minimo ou sequer sem trauma
nenhum, indicando o grau avangado de fragilidade 6ssea (COSMAN et al., 2014).

O meio mais comum de se diagnosticar a doenca é por meio da analise da
densidade dssea do individuo (medida pelo Dual Energy X-Ray Absorptiometry [DEXA])
e comparando-a a média da populacdo de mesma faixa de idade e sexo. Quando o valor esta 2,5
Desvios Padrdo abaixo da média, o individuo ja é caracterizado com baixa densidade 0ssea e
com, possivelmente, osteoporose (KANIS; ORGANIZATION, 2008; SILVERMAN, 2008;
SUJIC et al., 2013). (KANIS; ORGANIZATION, 2008; SILVERMAN, 2008; SUJIC et al.,
2013). Entretanto, apenas a baixa densidade mineral dssea ndo € um fator preditivo claro para
o risco de fraturas, sendo necessaria a associacdo deste resultado com varios fatores de risco
estabelecidos por meio da Fracture Risk Assessment Tool (FRAX), uma ferramenta criada pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) para predizer o risco de desenvolvimento das principais
fraturas osteoporoticas (como a de quadril, colo de fémur e vértebras) em um periodo de dez
anos apos a avaliacdo (BLACK; ROSEN, 2016).

Estima-se que na populagdo caucasiana, aproximadamente uma a cada duas
mulheres e um a cada cinco homens experienciardo fraturas osteoporéticas em algum momento
da sua vida, sendo essas grandes causas de morbidade e mortalidade na populacdo (COSMAN
etal., 2014; WRIGHT et al., 2014). Sua prevaléncia é cerca de 9 milhdes de fraturas no mundo
anualmente (resultando em uma fratura osteoporética a cada 3 segundos) com custos que
ultrapassam € 36 bilhdes na Europa e, na falta de um tratamento significativo que atinja
globalmente, estes custos podem duplicar até 2050 (JOHNELL; KANIS, 2006; KANIS et al.,
2013). No Brasil, pressupde-se que a prevaléncia da osteoporose na populacdo varie de 21,3 a
33% na faixa acima de 50 anos, com custos diretos relacionados a internagdes pelo Sistema
Unico de Satde devido a fraturas osteoporéticas proximo aos US$ 27 milhdes (MARINHO et
al., 2014).

Dentro das diversas causas da osteoporose, a reducdo dos niveis de estrogeno
tém sido foco de diversos estudos, sendo esta a explicacdo para o aumento da perda de
massa 6ssea em mulheres apds a menopausa uma vez que, neste periodo, a faléncia ovariana
leva a uma queda da produgdo do horménio (FAIENZA et al., 2013; RAMALHO;
LAZARETTI-CASTRO, 1999; WEITZMANN; PACIFICI, 2006).
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Esta relacdo entre a queda dos niveis de estrogeno e a osteoporose apds a
menopausa se apoia na propria fun¢do do hormonio, uma vez que ele possui efeito sobre fatores
sistémicos que envolvem a massa 6ssea como: diminui¢do da sensibilidade do 0sso ao hormdnio
paretireoideano (PTH), que é responsavel por estimular a reabsorcao 6ssea; aumento da producao
de calcitonina, reduzindo a reabsorcao 6ssea; aceleramento da reabsorcéo de calcio no intestino
e reducdo da excregédo da substancia pelos rins, auxiliando no balango do mineral no corpo (JI;
YU, 2015). Ja sobre o componente celular, o estrogeno pode agir nos osteoblastos e linfécitos
T, diminuindo a liberagdo de substancias com potencial osteoclastogénico como as EROs, NF-
kB e citocinas inflamatdrias como as Interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL6) e o Fator de Necrose
Tumoral alfa (TNF-a), limitando, assim, a diferenciagéo e ativagéo dos osteoclastos, mantendo
a reabsorcao 0ssea sob controle (NOVACK, 2007).

Desta forma, a reducéo inicial dos niveis do horménio logo ap6s a menopausa
leva a um aumento da quantidade de osteoclastos e do seu ciclo de vida, gerando uma maior
reabsorcao 6ssea (responsavel pela fase rapida da osteoporose), principalmente no 0sso
trabecular, sendo responsavel pela degradacdo estrutural do mesmo. Além disso, com o
envelhecimento, apds 4 a 8 anos de menopausa, a funcao dos osteoblastos diminui junto com a
formagdo 6ssea, potencializando assim a perda de massa dssea no osso cortical (fase lenta da
osteoporose), caracterizando o tecido como osteoporético de fato (KHOSLA; OURSLER,;
MONROE, 2012; RIGGS; KHOSLA; MELTON 3RD, 2002).

A osteoporose p6s-menopausa é conhecida por ndo possuir tratamentos muito
efetivos (DAS, 2013). A Terapia de Reposicdo Hormonal (TRH), bastante indicada para o
tratamento ou prevencéo da doenca, pode apresentar efeitos colaterais quando utilizada a longo
prazo ou em condi¢Oes especificas (como predisposi¢do genética ao cancer de mama). Alguns
dos mais prejudiciais seriam o0 aumento do risco de cancer de mama e do endométrio, a
trombose venosa profunda (TVP), o acidente vascular encefalico (AVE) e algumas doencas
coronérias, demandando cautela ao utiliza-la (GHAZAL; PAL, 2013; MACEDO et al., 1998).

Na busca de alternativas com menor quantidade de efeitos colaterais e
prejudiciais no tratamento e prevencgéo da osteoporose em mulheres, o resveratrol apresenta-se
como uma substancia promissora devido a sua similaridade com o dietilestilbestrol (um
estrogeno sintético), ao fato de sua acdo sobre receptores de estrogeno ser confirmada e
apresentar efeitos benéficos sobre linhagens de células osteoprogenitoras em modelo animal de
osteopenia, além de prevenir a progressado de células do cancer de mama por vias independentes
de receptores de estrogeno (FREMONT et al., 2001; GEHM et al., 1997; SITES et al., 2007).
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Estudos in vivo envolvendo a substancia na prevencdo de dano désseo em
modelos de osteoporose experimental apresentaram efeitos sobre alguns parametros 6sseos.
HABOLD et al., (2011) em um protocolo de perda Ossea por desuso em ratos Wistar,
observaram que o tratamento via oral com resveratrol (400mg/ Kg MC) realizado previamente
a suspensdo pela cauda promoveu protecdo contra a diminuigdo da densidade mineral dssea
volumeétrica de fémures e tibias (com resposta mais expressiva nas tibias), da densidade mineral
Ossea cortical na metéafise de tibias, além da protecdo contra a deterioracdo microarquitetural
em ambos os 0ssos analisados.

Jé& segundo os estudos de ZHAO et al. (2014), o tratamento de doze semanas por
meio de um tubo estomacal com diferentes doses de resveratrol (entre 20 e 80 mg/Kg MC) foi
capaz de, em ratas ovariectomizadas: proteger contra a reducdo da densidade mineral dssea
areal no colo e na porcao distal do fémur (nas doses de 40 e 80 mg/KG MC); impedir
parcialmente a deterioracdo microarquitetural dos fémures na dose de 80 mg/Kg MC; e diminuir
a excrecdo de calcio e fosforo, podendo indicar diminuigdo da reabsorcao déssea.

Entretanto, apesar destes efeitos citados, hd uma escassez na literatura de estudos
gue analisem uma maior gama de parametros 6sseos associando-os entre si para melhor
esclarecimento da acgdo da substancia sobre todo o tecido, limitando, assim, a visdo geral do
efeito do resveratrol sobre 0 0sso. Ademais, poucos incluem ensaios como o de biomecénica
Ossea, importante para se obter informag6es mais detalhadas da integridade mecanica do 0sso
e sua consequente resisténcia a fraturas (TURNER; BURR, 1993); e analise de contetdo de
calcio e fosforo 6sseo, necessarios para melhor analisar a composi¢do mineral do osso frente
ao protocolo em questao.

Em um estudo anterior nesta linha de pesquisa deste laboratério, o tratamento de
doze semanas com resveratrol (0,7 mg/kg MC) via injecGes intraperitoniais em ratas Wistar
ovariectomizadas apresentou efeito protetor contra as alteracdes microarquiteturais e a
diminuicdo da densidade Gssea das vértebras. Entretanto, ndo foram encontradas tais respostas
sobre os fémures dos grupos analisados e sobre a biomecénica de ambos 0s 0ssos estudados.
Dentre as principais limitag0es apontadas para tais resultados estavam a baixa dose, o meio de
administracdo e o veiculo utilizado (DMSO) (FABRICIO, 2014).

A literatura indica que o resveratrol apresenta boa absorcdo e distribuicao
tecidual quando administrado via oral e, apesar de sua baixa biodisponibilidade e rapida
metabolizacdo quando administrado por esta via, ha indicios de que os metabolitos gerados

pelos metabolismos gastrointestinal e hepéatico podem auxiliar nas funcbes benéficas da
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substancia, além de servir de substrato para conjugacao de resveratrol e consequente liberacao
nos tecidos (DELMAS et al., 2011; EL-MOHSEN et al., 2006; WALLE, 2011).

Ainda, CASATI et al. (2013) e CASARIN et al. (2014) demonstraram que 0
tratamento de 30 dias com resveratrol (10 mg/kg MC) via gavagem gastrica exerce efeitos
benéficos sobre 0 0sso em modelos de implante dental e periodontite, e que apesar da perda
Ossea nesses modelos envolver alguns mediadores similares aos da osteoporose poés-
menopausa, 0S mecanismos gerais ainda séo diferentes.

Para estudos envolvendo osteoporose experimental por meio da ovariectomiaem
ratas, o tempo minimo apds o procedimento para que hajam alteraces significativas em
veértebras e 0ssos longos é de 60 dias (LELOVAS et al., 2008) porém, protocolos envolvendo o
resveratrol e perda 6ssea utilizam periodos maiores de tratamento, chegando a 90 dias (LIU et
al., 2005; ZHAO et al., 2014). Com isso0, ndo se sabe ao certo se o periodo de 60 dias ja seria 0
suficiente para que a ovariectomia e o tratamento provoquem efeito no 0sso e, utilizando este
periodo minimo citado, poder-se-ia diminuir o tempo expendido em cada protocolo e,
consequentemente, 0s gastos com a pesquisa.

Desta forma, os achados encontrados ndo so caracterizam o resveratrol como
uma terapia potencial para a prevencdo da osteoporose (principalmente por deficiéncia de
estrdgeno), como também indicam que, tanto a administracéo via oral da substancia, quanto o
teste de diferentes duracGes de tratamento, além da analise mais extensa do tecido 6sseo, seriam
de grande interesse cientifico para melhor elucidacdo dos efeitos do resveratrol sobre todo o
tecido, com a possibilidade de diminuir o tempo expendido para a realizacdo deste tipo de

protocolo de tratamento.
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2 OBJETIVOS

Objetivamos neste estudo, por meio do uso de duas duragdes de protocolo de
tratamento com resveratrol via gavagem gastrica em ratas adultas jovens ovariectomizadas,
avaliar, ndo sé os efeitos da substancia para a prevencdo da osteopenia, como também o tempo
minimo necessario para se observar os mesmos. Para tal, foram realizadas analises de
propriedades biométricas, fisicas, biomecénicas, bioquimicas e de densidade 6ssea via DEXA

de 0ssos com maior contingente cortical (fémures) e trabecular (vértebras).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1  Animais

Foram utilizados neste experimento, 59 ratas intactas da linhagem “Wistar”
(Rattus norvegicus albinus), com 90 dias de idade no inicio do experimento, provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar).

O experimento foi realizado no laboratério de Neuroendocrinologia do
Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da UFSCar. As ratas permaneceram em biotério proprio
do laboratorio, durante todo o desenvolvimento experimental, sob as seguintes condicdes:
regime de luz (10 horas claro e 14 horas escuro), temperatura controlada (22+2°C), alimentacéo
com ragdo comercial e agua “ad libitum”. Protocolo do Comité de Etica em Experimentacio
Animal — C.E.E.A. — nimero 2-043/2014 (ANEXO I).

3.2  Delineamento experimental

Para analise dos efeitos dos diferentes tempos de tratamento com resveratrol
sobre variaveis 6sseas, 0s animais foram distribuidos aleatoriamente seguindo o delineamento
experimental:

Tratamento com duracdo de sessenta (60) dias:

- Grupo Intacto (INT 60): 11 animais mantidos intactos por 60 dias.

- Grupo Controle Ovariectomizadas (OVX 60): 10 animais ovariectomizados e

tratados durante 60 dias via gavagem gastrica com salina 0,9% (0,1mI/100g MC).

-Grupo Ovariectomizadas + Resveratrol (OVX + RES 60): 11 animais

ovariectomizados tratados durante 60 dias via gavagem gastrica com uma solucao de resveratrol

(10mg de Resveratrol/kg MC) solubilizada em etanol e diluida com &gua destilada.

Tratamento com duracgéo de noventa (90) dias:

- Grupo Intacto (INT 90): 9 animais mantidos intactos por 90 dias.

- Grupo Controle Ovariectomizadas (OVX 90): 9 animais ovariectomizados e

tratados durante 90 dias via gavagem gastrica com salina 0,9%.
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-Grupo Ovariectomizadas + Resveratrol (OVX + RES 90): 9 animais

ovariectomizados tratados por 90 dias via gavagem gastrica com uma solucdo de resveratrol

(10mg de Resveratrol/kg MC) solubilizada em etanol e diluida com agua destilada.

3.3  Cirurgia
As ratas dos grupos OVX 60, OVX 90, OVX + RES 60 e OVX + RES 90 foram

ovariectomizadas aos 3 meses de idade devido a boa resposta a cirurgia evidenciada pela
literatura (KALU, 1991). A técnica utilizada foi a descrita por ZARROW (1964) e anestesia
utilizada foi a de cloridrato de cetamina (50mg/kg massa corpérea) e cloridrato de xilazina
(10mg/kg de massa corporea).

O sucesso da cirurgia foi verificado pela atrofia uterina observada em ambos 0s
grupos ovariectomizados nos dois periodos experimentais quando comparados aos seus
respectivos grupos intactos. No periodo experimental de 60 dias, as médias com 0s desvios
padrdo dos grupos OVX 60 e OVX + RES 60 foram, respectivamente, de 0,14 £ 0,02 ¢ 0,18 +
0,04, enquanto a do grupo INT 60 foi de 0,48 + 0,11. J& no periodo experimental de 90 dias, as
médias com os desvios padrdo dos grupos OVX 90 e OVX + RES 90 foram, respectivamente,

de 0,13 £ 0,04 ¢ 0,12 £ 0,01, enquanto a do grupo INT 90 foi de 0,58 + 0,21.

3.4  Tratamentos
O tratamento das ratas dos grupos OVX 60, OVX+RES 60, OVX 90 e OVX +

RES 90 iniciou-se no dia seguinte a realizacdo da ovariectomia. A dose de resveratrol (10
mg/kg MC), o veiculo e a via de administracdo utilizados e a duracdo dos regimes de
tratamento foi determinada por meio da revisdo da literatura (CASARIN et al., 2014; CASATI
etal., 2013; LELOVAS etal., 2008; LIU et al., 2005; ZHAO et al., 2014). A concentracéo final
de etanol na solucdo administrada as ratas foi de 5% e o volume administrado dela aos animais

foi de 0,1ml/100g MC.
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J& nos grupos OVX 60 e OVX 90 foi utilizada apenas uma solugdo de salina
0,9%.

35 Coleta das amostras

Durante o periodo experimental, as massas corporais das ratas foram medidas e
anotadas semanalmente visando-se observar a evolugdo ponderal da massa corporea dos
animais e para adequacéo das doses de tratamento.

Ap0s o final de cada regime de tratamento (60 e 90 dias), foi realizada a eutanasia
por decapitacdo dos animais dos grupos correspondentes, com subsequente dissecacdo femoral
(direita) e das quintas vertebras lombares (L5) para retirada da musculatura e tecidos moles,
isolando o material 6sseo para coleta, os quais foram mantidos em solugdo de salina 0,9% a -

20°C para as subsequentes analises.

3.6 Parametros analisados

As medidas necessarias para os parametros fisicos, biométricos e biomecéanicos
e a coleta dos dados foram realizados pelo autor deste trabalho. Os ensaios bioquimicos foram
realizados pela orientadora com o auxilio do autor. J& o ensaio de densitometria d¢ssea, foi

realizado por outra instituicéo.

3.6.1 Parametros Biométricos

Medidas do comprimento do fémur direito
Esta mensuracdo foi realizada com um paquimetro (precisdo de 0,05 mm)
seguindo a padronizacéo referencial: regido distal dos céndilos femorais (face articular com a

tibia) e saliéncia 6ssea mais proximal do trocanter maior.

Medidas das espessuras das diafises femorais
Foram mensurados com o paquimetro, os diametros maiores (realizado na
posicdo latero-lateral) e menores (realizado na posi¢cdo antero-posterior) da diafise femoral,

seguindo a padronizacdo referencial: base do terceiro trocanter.
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Medidas das alturas do corpo das quintas vértebras lombares (L5)

Esta mensuracéo foi realizada com um paquimetro (precisdo de 0,05 mm).

3.6.2 Parametros Fisicos

Apds a verificacdo dos parametros biométricos dos fémures direitos e das quintas
vertebras lombares dos animais dos diferentes grupos experimentais, mantiveram-se 0s 0SS0S
(imersos em &gua destilada) em um dessecador por um periodo de 24 horas objetivando a
retirada do ar presente nos poros 6sseos. Em seguida obtiveram-se os pesos imerso (Pi) (Figura
1) e imido (Pu). Esses dados foram coletados antes do ensaio biomecanico e, ap6s 0 mesmo,
as amostras foram armazenadas em uma estufa na temperatura de 100° C durante 24 horas com
0 intuito de desidratar as amostras e, posteriormente, obteve-se 0 peso seco (Ps). Para obtencéo
do peso das cinzas (material mineral - Pm), os 0ssos foram colocados em uma mufla a 800° C
por um periodo de 24 horas (NORDSLETTEN et al., 1994). Todas as medidas citadas foram

obtidas por meio de uma balanca eletronica de precisdo (Modelo AUY220 - Shimadzu®).

Figura 1 - Método de medigdo do peso imerso
dos 0ss0s.

Baseando-se no Principio de Arquimedes, calcularam-se o volume 06sseo e
subsequentemente a densidade Gssea e mineral, percentuais 0sseos de agua, material organico

e material mineral, por meio das formulas citadas abaixo (MARTIN, 1990):

, Pu-Pi
Volume 6sseo - (cm’)
. , Pu 3
Densidade dssea - —— (g/cm?®)
volume 6sseo
. . Pm
Densidade mineral -———  (cm®)

volume ésseo
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[100 x (Pu—Ps)]
Pu
[100 x (Ps—Pm)]
Pu
100 x Pm

Percentual 6sseo de agua =

Percentual material organico =

Percentual material mineral =

Onde:
Pu = peso umido 0sseo
Pi = peso imerso 6sseo
Ps = peso 6sseo da amostra desidratada
Pm = peso do material mineral (cinzas)

p =densidade da dgua

3.6.3 Parametros Biomecanicos

Por meio do teste de flexdo a trés pontos, as propriedades biomecanicas dos
fémures direitos foram mensuradas utilizando-se a maquina de ensaio universal INSTRON
modelo 4444 (Figura 2), cuja célula de carga apresenta capacidade maxima de 100 kgf
(aproximadamente 1 KN). As extremidades dos fémures ficaram apoiadas em dois roletes com
didmetro de 3 mm, com distancia movel entre si (para que ela sempre seja adaptada a 1/3 do
comprimento do fémur analisado) e a regido central (das diafises) dos ossos foi selecionada
para a aplicacdo da carga (AKHTER et al.,, 2003, 2004; ROBLING; TURNER, 2002;
SHIMANO; SHIMANO; VOLPON, 2002).
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Figura 2 - Maquina de Ensaio Universal Instron (modelo 4444) utilizada para o0s ensaios
biomecanicos. A: painel de controle; B: célula de carga ligada a ponte de extensiometria (1
kN); C: haste cilindrica para a aplicagdo de carga (forca); D: osso (fémur de rato); E: suporte.

Doze horas antes do inicio do ensaio, os ossos foram descongelados a
temperatura ambiente e mantidos em solugdo salina até o momento antecedente ao teste
(ENGESAETER; EKELAND; LANGELAND, 1978; PENG et al., 1994).

No inicio do teste, foi aplicada uma pré-carga de 5 N por meio de uma haste
cilindrica com um rolete de 3 mm em sua extremidade, no sentido postero-anterior e
perpendicular ao eixo longitudinal para acomodacdo da amostra (estabilizacdo do fémur).
Padronizou-se o tempo de acomodacdo em 15 segundos para todas as amostras e, apds este
periodo, aplicou-se uma forga no mesmo sentido, com velocidade constante de 5mm/min, até o
momento da fratura do 0sso.

Os resultados dos ensaios foram registrados pelo software Instron Series 1X na
forma gréfica, gerando uma curva carga x deformacdo (Figura 3). Da analise das curvas foram
obtidas as seguintes propriedades biomecanicas: carga (forga) maxima, resiliéncia, tenacidade
e rigidez.

Um procedimento semelhante foi adotado para determinacdo dos parametros
biomecénicos das quintas vértebras lombares. Foi utilizado o teste de compresséo vertebral
utilizando-se a maquina de ensaio universal INSTRON modelo 4444, cuja célula de carga
apresenta capacidade maxima de 100 kgf (aproximadamente 1 kN). As quintas vértebras
lombares (L5) foram identificadas e isoladas tendo como referéncia a articulacdo da primeira
vertebra sacral (S1). Apos este processo, elas foram dissecadas de suas partes moles e 0s

processos transversos, espinhosos e arcos vertebrais foram retirados, obtendo ao final o corpo
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vertebral de cada amostra. As extremidades das vértebras foram aplainadas para obtencdo de
superficies planas e paralelas para o ensaio.

No inicio do teste, aplicou-se uma pré-carga de 10 N para estabilizacéo e fixacédo
das quintas vértebras lombares (SAMNEGARD et al., 2001). Houve padronizacao do tempo de
acomodacdo em um minuto para todas as amostras e, apds este periodo, aplicou-se uma forca
no sentido do eixo cranio-caudal, com velocidade constante de 2 mm/min, até o esmagamento
parcial da vértebra (dois tercos de sua altura) (IKEDA et al., 2001; KATSUMATA et al., 1995;
MOSEKILDE; DANIELSEN; KNUDSEN, 1993).

Os resultados dos ensaios foram registrados pelo software Instron Series 1X na
forma gréfica, gerando uma curva carga x deformacdo (Figura 3). Da analise das curvas foram

obtidas as seguintes propriedades biomecanicas: carga (forca) maxima, resiliéncia, tenacidade

e rigidez.
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Figura 3 - Gréafico Carga x Deformacdo utilizado para determinacdo das propriedades biomecanicas. C1:
Carga (Forga) Maxima.
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Deformacao (mm)
Corresponde a distdncia movida pelo cilindro de carga registrada pelo
equipamento.
Limite Eléastico

Para o tecido 6sseo, a fase elastica corresponde a por¢éo linear da curva e a fase
plastica, a parte ndo linear da mesma (EINHORN, 1996). O ponto de unido das duas

corresponde ao limite eldstico.

Carga Maxima (N)
Corresponde a maior carga suportada pela amostra (fémur) durante o ensaio (Cy,

na figura 3).

Resiliéncia (J)
Corresponde a area sob a curva carga X deformacdo até o limite eléstico.

Representa a energia absorvida pelo tecido dsseo durante a fase elastica, ou seja, a energia que
a amostra suporta sem deformar-se permanentemente.

Tenacidade (J)

Corresponde a area sob a curva carga X deformacdo até o ponto de ruptura.
Representa a energia necessaria para provocar a ruptura do material, ou seja, a capacidade de
uma estrutura resistir a uma energia depende da tenacidade do material.
Rigidez (N/mm)

Determinada por meio da inclinagdo da reta (T) ajustada aos pontos da curva
carga x deformacdo na fase elastica (SOGAARD et al., 1997). Representa a capacidade de

resistir a deformacoes.

3.6.4 Parametros Bioquimicos

Com a obtencao do material mineral dos fémures direitos e das quintas vértebras
lombares, foi realizada a solubilizagé&o destes em acido cloridrico 2N. Posteriormente, por meio
de ensaios colorimétricos, o conteudo de calcio e de fésforo dos ossos foram determinados,

com a utilizag&o do kit comercial especifico Labtest®.
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3.6.5 Densitometria Ossea

As quintas vértebras lombares (L5) coletadas foram submetidas (antes da
realizacéo dos testes fisicos e biomecéanicos) a analise densitométrica por absormetria de raios
X de dupla energia (DEXA) por meio de densitometro modelo DPX-ALPHA LUNAR (Figura
4A), com software especial para pequenos animais com alta resolucgéo (Figura 4B), pertencente
ao Laboratorio de Biofisica — UNESP/Aracatuba. Para a avaliacdo densitométrica, 0s 0sS0S
foram submersos em recipiente plastico contendo dgua a 2 cm de profundidade (para simular
tecido mole), alinhados corretamente e em seguida escaneados como um todo, capturando sua
imagem (Figura 4B). Posteriormente, as imagens foram manualmente contornadas para
obtencdo dos valores de contetldo mineral 6sseo (g), area 6ssea (cm?) e densidade mineral dssea
areal —aDMO (g/cm?) (Figura 4B). Obteve-se a densidade vertebral como um todo.

O coeficiente de variabilidade do teste densitométrico é de 2%.

Andlise Manualx
Calibragdo DEXA

1389, 6 4 -

+Dados alterados, excluindo RDI
sDados para pesquisa

MOVER 2iee
1 Para cims = Direita

{ Para baixo - E
Whar s e s <Ctri><Pglp> <Ctrl>Pghn> Tamanho

b, BE e =

Figura 4 - Densitdmetro DPX-ALPHA (A) e Software especial para pequenos animais usado para a analise de
dados densitométricos (B).

3.7 FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

Os dados numéricos obtidos das variaveis analisadas de cada grupo (média +
desvio padrdo - D.P.) foram comparados por meio de andlise de variancia paramétrica (ANOVA
one-way) seguido do teste de comparacGes maltiplas de Tukey. Toda analise foi realizada por
meio do software STATISTICA 12.0© (Statsoft) adotando-se um nivel de significancia menor
que 5% (p<0,05). Ja os graficos foram confeccionados por meio do software GraphPad Prism®
(Graphpad).

3.8 Normas Técnicas Referentes a Elaboracédo do Trabalho
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As referéncias e citagcdes, bem como a estrutura geral deste trabalho seguem a
NBR 6023 e 10520 de 2002, NBR 6027 de 2012, NBR 6028 de 2003, NBR 6034 de 2004 e
NBR 14724 de dezembro de 2005, de autoria da Associacao Brasileira de Normas Técnicas —
ABNT, adotadas pela Universidade Federal de Sdo Carlos — UFSCar.
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4 RESULTADOS

4.1  Massa Corporal

4.1.1 Experimento de 60 Dias

Na figura 5 estéo representados os valores da massa corporal (g) inicial (do inicio
do tratamento), final (finalizado o periodo de tratamento) e o ganho de massa corporal dos
animais dos diferentes grupos experimentais com tratamento de 60 dias: Controle Intacto (INT
60), Controle Ovariectomizado (OVX 60) e Ovariectomizado + Resveratrol (OVX + RES 60).
Para a massa inicial, ndo foram encontradas diferencas entre 0s grupos.

Entretanto, foi observado um aumento das massas finais dos grupos OVX 60 e
OVX + RES 60 quando comparados ao grupo INT 60, alteracdes estas condizentes com 0s

dados de ganho de massa corporal.

Experimento de 60 Dias
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Figura 5- Representacdo grafica dos valores de massa corporal inicial (g) dos animais dos diferentes dos
diferentes grupos experimentais com tratamento 60 dias: Controle Intacto (INT 60), Controle
Ovariectomizado (OVX 60) e Ovariectomizadas + Resveratrol (OVX + RES 60). Dados expressos como
média + desvio padréo: “p<0,05 vs. INT 60.

Na tabela 1 estdo apresentados os valores meédios com o0s respectivos desvios

padrdo, dos parametros descritos acima.
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Tabela 1 - Massa corporal (MC) inicial e final e ganho de massa corporal em gramas (g) dos animais dos
diferentes grupos experimentais com tratamento 60 dias: Controle Intacto (INT 60), Controle
Ovariectomizado (OVX 60) e Ovariectomizadas + Resveratrol (OVX + RES 60).

Grupos Experimentais

Parametros
INT 60 (11) OVX 60 (10) OVX + RES 60 (11)
MC Inicial (g) 229,87 + 19,16 231,04 + 20,51 22847 +19.73
MC Final (g) 279,05 + 25,08 321,07 +35,57" 322,22 + 46,86"
Ganho de MC (g) 49,18 + 10,50 90,04 + 24,94" 93,75+ 29,82"

Média + Desvio Padrdo (D.P.). () = n°. animais. * p< 0,05 vs. INT 60.

Na Figura 6, é possivel observar a a evolugdo ponderal com a area sob a curva

(ASC) dos diferentes grupos experimentais tratados com 60 dias.
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Figura 6- Massa Corporal e Area Sob a Curva (ASC) dos diferentes grupos experimentais
tratados por 60 dias ao longo das 9 semanas de experimento. Dados expressos em Média e
Intervalo de Confianca para a massa corporal e Média e Desvio padrdo para a Area Sob a

Curva.
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4.1.2 Experimento de 90 Dias

Na figura 7 estdo representados os valores da massa corporal (g) inicial (do inicio
do tratamento), final (finalizado o periodo de tratamento) e o ganho de massa corporal dos
animais dos diferentes grupos experimentais com tratamento de 90 dias: Controle Intacto (INT
90), Controle Ovariectomizado (OVX 90) e Ovariectomizado + Resveratrol (OVX + RES 90).
Para a massa inicial, ndo foram encontradas diferengas entre 0s grupos.

Entretanto, apesar do ganho de massa dos grupos OVX 90 e OVX + RES 90 ter
sido maior do que o grupo INT 90, foi observado um aumento da massa corporal final apenas

do grupo OVX 90 quando comparado ao grupo INT 90.
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Figura 7 - Representagdo grafica dos valores de massa corporal inicial (g) dos animais dos diferentes
grupos experimentais com tratamento de 90 dias: Controle Intacto (INT 90), Controle Ovariectomizado
(OVX 90) e Ovariectomizadas + Resveratrol (OVX + RES 90). Dados expressos como média + desvio
padrdo: ¥p<0,05 vs. INT 90.

Na tabela 2 estdo apresentados os valores médios com 0s respectivos desvios

padrdo, dos parametros descritos acima.
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Tabela 2 - Massa corporal (MC) inicial e final e ganho de massa corporal em gramas (g) dos animais dos
diferentes grupos experimentais com tratamento de 90 dias: Controle Intacto (INT 90), Controle

Ovariectomizado (OVX 90) e Ovariectomizadas + Resveratrol (OVX + RES 90).

Grupos Experimentais

Parametros
INT 90 (09) OVX 90 (09) OVX + RES (09)
MC Inicial (g) 228,23 + 15,88 235,66 + 18,53 23234 + 15,22
MC Final (g) 295,13 +21,42 352,13 + 55,60° 331,16 + 25,30
Ganho de MC (g) 66,90 + 12,87 116,47 + 40,423 98,81+ 15,31°

Média + Desvio Padrdo (D.P.). () = n° animais. ®p< 0,05 vs. INT 90.

Na Figura 8, é possivel observar a evolugdo ponderal com a &rea sob a curva

(ASC) dos diferentes grupos experimentais tratados por 90 dias.
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Figura 8 - Massa Corporal e Area Sob a Curva (ASC) dos diferentes grupos experimentais
tratados por 90 dias ao longo das 12 semanas de experimento. Dados expressos em Média
e Intervalo de Confianga para a massa corporal e Média e Desvio padrédo para a Area Sob

a Curva.
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4.2  Paradmetros Biométricos

4.2.1 Experimento de 60 Dias

Na figura 9 estdo representados os valores do comprimento, diametro maior e
menor (mm) dos fémures direitos e altura das quintas vértebras lombares (L5) (mm) dos animais
dos diferentes grupos experimentais com tratamento de 60 dias: Controle Intacto (INT 60),
Controle Ovariectomizado (OVX 60) e Ovariectomizado + Resveratrol (OVX + RES 60). Nao

foram observadas diferencas entre 0s grupos para todos estes parametros.
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Figura 9 - Representacdo gréafica dos valores de pardmetros biométricos dos fémures direitos e quintas
vertebras lombares dos animais dos diferentes dos diferentes grupos experimentais com tratamento 60
dias: Controle Intacto (INT 60), Controle Ovariectomizado (OVX 60) e Ovariectomizadas + Resveratrol
(OVX + RES 60). Dados expressos como média + desvio padréo.

Na tabela 3 estdo apresentados os valores médios com 0s respectivos desvios

padrdo, dos parametros descritos acima.
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Tabela 3 - Comprimento, diametros maior e menor das diafises em milimetros (mm) dos fémures direitos
e altura das quintas vértebras lombares (mm) dos animais dos diferentes grupos experimentais com
tratamento de 60 dias: Controle Intacto (INT 60), Controle Ovariectomizado (OVX 60) e Ovariectomizadas
+ Resveratrol (OVX + RES 60).

Grupos Experimentais

Parametros
INT 60 (11) OVX 60 (10) OVX + RES 60 (11)
Comprimento do 3518 + 0,85 35,08 + 0,67 3584 + 0,96
Fémur D (mm)
Diametro maior do 4 .98 + 0,44 5,18 + 0,42 5,07 + 0,45
Fémur D (mm)
Diametro menor do 281+013 285+ 0.14 285+0,16
Fémur D (mm)
Altura da Vertebra 6,85 + 0,55 6,88 + 0,46 6,45+ 0,77
L5 (mm)

Meédia + Desvio Padréo (D.P.). () = n°. animais.

4.2.2 Experimento de 90 Dias

Na figura 10 estdo representados os valores do comprimento, diametro maior e
menor (mm) dos fémures direitos e altura das quintas vértebras lombares (L5) (mm) dos animais
dos diferentes grupos experimentais com tratamento de 90 dias: Controle Intacto (INT 90),
Controle Ovariectomizado (OVX 90) e Ovariectomizado + Resveratrol (OVX + RES 90). Néao
foram observadas diferencas entre 0s grupos para os parametros comprimento e diametro maior
do fémur.

Entretanto, foi possivel observar um aumento do diametro menor do fémur no
grupo OVX 90 em relagdo aos grupos INT 90 e OVX + RES 90. Ainda, a altura da vértebra do
grupo OVX + RES 90 foi menor do que a dos grupos INT 90 e OV X 90.

Na tabela 4 estdo apresentados os valores médios com 0s respectivos desvios

padrdo, dos parametros descritos acima.
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Experimento de 90 Dias
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Figura 10 - Representagdo grafica dos valores de pardmetros biométricos dos fémures direitos e quintas
vértebras lombares dos animais dos diferentes dos diferentes grupos experimentais com tratamento de
90 dias: Controle Intacto (INT 90), Controle Ovariectomizado (OVX 90) e Ovariectomizadas +
Resveratrol (OVX + RES 90). Dados expressos como média + desvio padréo: ®p<0,05 vs. INT 90.
&p<0,05 vs. OVX + RES 90. @p<0,05 vs. OVX 90.

Tabela 4 - Comprimento, diametros maior e menor das diafises em milimetros (mm) dos fémures direitos
e altura das quintas vértebras lombares (mm) dos animais dos diferentes grupos experimentais com
tratamento de 90 dias: Controle Intacto (INT 90), Controle Ovariectomizado (OVX 90) e Ovariectomizadas
+ Resveratrol (OVX + RES 90).

Grupos Experimentais

Parametros
INT 90 (09) OVX 90 (09) OVX + RES 90 (09)
Comprimento do 36,09 + 0,50 36,13 + 0,83 35,99 + 0,64
Fémur D (mm)
Diametro maior do 510+0.21 530 + 047 532 + 0,48
Fémur D (mm)
Diametromenordo g, 44 312+0145& 285+0.16
Fémur D (mm)
Alturada Vertebra ¢ o oo 6,58 0,64 5,84+ 0515@
L5 (mm)

Média + Desvio Padréo (D.P.). () = n°. animais. ® p< 0,05 vs. INT 90. & p< 0,05 vs. OVX + RES 90. @
p< 0,05 vs. OVX 90.
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4.3  Parametros Fisicos

4.3.1 Pardmetros Fisicos dos Fémures

4.3.1.1 Experimento de 60 Dias

Na figura 11 estdo representados os valores das propriedades fisicas: densidade
mineral e dssea (g/cm3), percentual de agua, material organico e material mineral dos fémures
direitos dos animais dos diferentes grupos experimentais com tratamento de 60 dias: Controle
Intacto (INT 60), Controle Ovariectomizado (OVX 60) e Ovariectomizadas + Resveratrol
(OVX + RES 60). Nao foram detectadas diferencas entre 0s grupos para 0s parametros:
densidade 6ssea, densidade mineral, percentual de agua e de material mineral do 0sso.

Entretanto, o percentual de material organico foi maior nos grupos OVX 60 e
OVX + RES 60 quando comparado com o grupo INT.
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Figura 11 - Representac¢do gréafica dos valores dos parametros fisicos dos fémures direitos dos animais
dos diferentes grupos experimentais com tratamento de 60 dias: Controle Intacto (INT 60), Controle
Ovariectomizado (OVX 60) e Ovariectomizadas + Resveratrol (OVX + RES 60). Dados expressos
como média + desvio padréo. “p<0,05 vs. INT 60.

Na tabela 5 estdo apresentados os valores médios, com 0s respectivos desvios
padrdo, dos parametros descritos acima.
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Tabela 5 - Densidade 6ssea e mineral (g/cm?), percentual de dgua, material organico e material mineral dos
fémures direitos dos animais dos diferentes grupos experimentais com tratamento de 60 dias: Controle Intacto
(INT 60), Controle Ovariectomizado (OVX 60) e Ovariectomizadas + Resveratrol (OVX + RES 60).

Grupos Experimentais

Parametros
INT 60 (11) OVX 60 (10)  OVX + RES 60 (11)
Densidade 6ssea (g/cm?) 1,589 + 0,033 1,570 £ 0,019 1,579 £ 0,019
Densidade mineral (g/cm®) 0,671 + 0,037 0,652 + 0,021 0,663 + 0,022
Agua (%) 38,327 + 2,261 37,772 +1,249 37,605 + 1,154

Material organico (%) 19,489 +1,213 20,723 +1,240" 20,416 + 1,229"

Material mineral (%) 42,184 +1,474 41,505 + 0,860 41,980 + 0,986

Média + Desvio Padrdo (D.P.). () = n°. animais. *p<0,05 vs. INT 60.

4.3.1.2 Experimento de 90 Dias

Na figura 12 estdo representados os valores das propriedades fisicas: densidade
mineral e dssea (g/cm3), percentual de agua, material organico e material mineral dos fémures
direitos dos animais dos diferentes grupos experimentais com tratamento de 90 dias: Controle
Intacto (INT 90), Controle Ovariectomizado (OVX 90) e Ovariectomizadas + Resveratrol
(OVX + RES 90). Ndo foram detectadas diferencas entre 0s grupos apenas no parametro
percentual de agua.

Para o parametro densidade dssea, foi possivel observar uma diminuigdo no
grupo OVX 90 quando comparado ao grupo INT 90. No grupo OVX + RES 90, ndo foram
observadas diferencas significativas quanto comparado ao grupo INT 90 e OV X 90.

Ja para os parametros densidade mineral e percentual de material mineral, foi
observada uma diminuicdo dos valores destes no grupo OVX 90 quando comparado ao grupo
INT 90 enquanto, no grupo OVX + RES 90, foi possivel observar maiores valores quando
comparado ao grupo OV X 90. Ndo foi observada diferenca significativa nestes parametros ao
comparar 0s grupos INT 90 e OVX + RES 90.

Ainda, para o parametro percentual de material organico do 0sso, 0S grupos
OVX 90 e OVX + RES 90 foram menores quando comparados ao grupo INT 90.
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Fémures - Experimento de 90 Dias
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Figura 12 - Representacéo gréfica dos valores dos parametros fisicos dos fémures direitos dos animais
dos diferentes grupos experimentais com tratamento de 90 dias: Controle Intacto (INT 90), Controle
Ovariectomizado (OVX 90) e Ovariectomizadas + Resveratrol (OVX + RES 90). Dados expressos
como média + desvio padrdo: ®p<0,05 vs. INT 90. @p<0,05 vs. OVX 90.

Na tabela 6 estdo apresentados os valores médios, com o0s respectivos desvios
padrdo, dos parametros descritos acima.

Tabela 6 - Densidade mineral e 6ssea (g/cm®), percentual de dgua, material organico e material mineral dos
fémures direitos dos animais dos diferentes grupos experimentais com tratamento de 90 dias: Controle Intacto
(INT 90), Controle Ovariectomizado (OVX 90) e Ovariectomizadas + Resveratrol (OVX + RES 90).

Grupos Experimentais
Parametros

INT 90 (09) OVX90(09) OVX + RES 90 (09)

Densidade 6ssea (g/cm?) 1,579 £ 0,033 1,536 + 0,035° 1,569 + 0,022

Densidade mineral (g/cm® 0,691 +0,030 0,644 +0,032° 0,679 + 0,021@

Agua (%) 36,624 +1,379 36,594 + 1,596 35,951 +1,113

Material organico (%) 19,618 +0,713 21,481 +1,386° 20,787 +0,721%

Material mineral (%) 43,758 £ 1,135 41,925+ 1,216° 43,263 + 0,895@

Média + Desvio Padro (D.P.). () = n°. animais. ® p< 0,05 vs. INT 90. @ p< 0,05 vs. OVX 90.
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4.3.2 Pardmetros Fisicos das Veértebras

4.3.2.1 Experimento de 60 Dias

Na figura 13 estdo representados os valores das propriedades fisicas: densidade
mineral e 0ssea (g/cm3), percentual de agua, material organico e material mineral das quintas
vertebras lombares dos animais dos diferentes grupos experimentais com tratamento de 60 dias:
Controle Intacto (INT 60), Controle Ovariectomizado (OVX 60) e Ovariectomizadas +
Resveratrol (OVX + RES 60). Nao foram detectadas diferencas entre 0s grupos nos parametros:
percentual de agua do 0sso e percentual de material organico do 0sso.

Foi possivel observar uma diminuicdo dos parametros densidade dssea e
densidade mineral no grupo OVX 60 quando comparado ao grupo INT 60. J& no grupo OVX +
RES 60, houve um aumento dos valores destes parametros quando comparados aos do grupo
OVX 60. Nao foi observada diferenca significativa nestes parametros ao comparar 0S grupos
INT 60 e OVX + RES 60.

Né&o obstante, para o parametro percentual de material mineral do 0sso, 0 grupo
OVX + RES 60 foi maior quando comparado ao grupo OVX 60, ndo tendo sido observada
diferenca entre os grupos OVX + RES 60 e INT 60; e OVX 60 vs. INT 60.
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Figura 13 - Representacdo grafica dos valores dos parametros fisicos das quintas vértebras lombares dos
animais dos diferentes grupos experimentais com tratamento de 60 dias: Controle Intacto (INT 60),
Controle Ovariectomizado (OVX 60) e Ovariectomizadas + Resveratrol (OVX + RES 60). Dados
expressos como média + desvio padrdo: “p<0,05 vs. INT 60. *p<0,05 vs. OV X 60.
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Na tabela 7 estdo apresentados os valores médios, com os respectivos desvios

padrdo, dos parametros descritos acima.

Tabela 7 - Densidade mineral e 6ssea (g/cm?3), percentual de dgua, material organico e material mineral das
quintas vértebras lombares dos animais dos diferentes grupos experimentais com tratamento de 60 dias:
Controle Intacto (INT 60), Controle Ovariectomizado (OVX 60) e Ovariectomizadas + Resveratrol (OVX +
RES 60).

Grupos Experimentais

Parametros
INT 60 (11) OVX 60 (10) OVX + RES 60 (11)

Densidade 6ssea (g/cm?®) 1,441 +£0,046 1,366 + 0,060 1,464 +0,082*

Densidade mineral (g/cm®) 0,512 + 0,044 0,420 + 0,049" 0,532 +£0,117"

Agua (%) 46,703 +2,670 50,761+1,668 44,029 + 10,569

Material organico (%) 17,806 + 1,975 18,529 * 3,440 19,738 + 4,001

Material mineral (%) 35941 +2263 30,710 + 3,219 36,234 + 7,238"

Média + Desvio Padrédo (D.P.). () = n°. animais. *p<0,05 vs. INT 60. * p<0,05 vs. OVX 60

4.3.2.2 Experimento de 90 Dias

Na figura 14 estdo representados os valores das propriedades fisicas: densidade
mineral e 0ssea (g/cm3), percentual de agua, material organico e material mineral das quintas
vértebras lombares dos animais dos diferentes grupos experimentais com tratamento de 90 dias:
Controle Intacto (INT 90), Controle Ovariectomizado (OVX 90) e Ovariectomizadas +
Resveratrol (OVX + RES 90). Nao foram detectadas diferencas entre os grupos apenas no
parametro percentual de material organico do 0sso.

Para o parametro densidade 0ssea, foi possivel observar um aumento no grupo
OVX + RES 90 quando comparado aos grupos INT 90 e OVX + RES 90.

Também, houve uma diminuicdo da densidade mineral e percentual de material
mineral do 0sso no grupo OV X 90 quando comparado ao grupo INT 90. J& no grupo OVX +
RES 90, foi possivel observar maiores valores nestes parametros quando comparados aos do
grupo OVX 90. N&o foi observada diferenca significativa neste parametro ao comparar 0S
grupos INT 90 e OVX + RES 90. Ainda, no parametro percentual de 4gua do 0sso, o valor do

grupo OV X 90 foi maior quando comparado aos dos grupos INT 90 e OVX + RES 90.
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Figura 14 - Representacdo grafica dos valores dos pardmetros fisicos das quintas vértebras lombares dos
animais dos diferentes grupos experimentais com tratamento de 90 dias: Controle Intacto (INT 90),
Controle Ovariectomizado (OVX 90) e Ovariectomizadas + Resveratrol (OVX + RES 90). Dados
expressos como média + desvio padrdo: ®p<0,05 vs. INT 90. @p<0,05 vs. OVX 90.

Na tabela 8 estdo apresentados os valores médios, com 0s respectivos desvios
padrdo, dos parametros descritos acima.

Tabela 8 - Densidade mineral e dssea (g/cm?®), percentual de 4gua, material organico e material mineral das
quintas vértebras lombares dos animais dos diferentes grupos experimentais com tratamento de 90 dias:

Controle Intacto (INT 90), Controle Ovariectomizado (OV X 90) e Ovariectomizadas + Resveratrol (OVX
+ RES 90).

Grupos Experimentais
Pardmetros

INT 90 (09) OVX90(09) OVX + RES 90 (09)

Densidade 6ssea (g/cm?) 1,607 £ 0,068 1,579 £ 0,087 1,708 +0,090°@

Densidade mineral (g/cm® 0,619 +£0,053 0,545 + 0,060° 0,649 + 0,059¢

Agua (%) 43,735+ 3553 48,506 +2,202° 44,861 * 2,835C

Material orgéanico (%) 17,749 £1,701 17,029 + 1,194 17,157 + 1,077

Material mineral (%) 38,516 +2,897 34,466 +2,542% 37,983+ 1,971°

Média + Desvio Padrdo (D.P.). () = n°. animais. ® p< 0,05 vs. INT 90. @ p< 0,05 vs. OV X 90.
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4.4  Parametros Biomecanicos

4.4.1 Parametros Biomecanicos dos Fémures

4.4.1.1 Experimento de 60 Dias

Na figura 15 estdo expressos os valores das propriedades biomecéanicas dos
fémures direitos: carga (forca) méxima (N), resiliéncia (J), tenacidade (J) e rigidez (N/mm) dos
animais dos diferentes grupos experimentais com tratamento de 60 dias: Controle Intacto (INT
60), Controle Ovariectomizado (OVX 60) e Ovariectomizadas + Resveratrol (OVX + RES 60).

Né&o foram detectadas diferencas significativas entre os grupos para todos os parametros acima.
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Figura 15 - Representacdo gréfica dos valores de parametros biomecénicos dos fémures direitos dos
animais dos diferentes grupos experimentais com tratamento de 60 dias: Controle Intacto (INT 60),
Controle Ovariectomizado (OVX 60) e Ovariectomizadas + Resveratrol (OVX + RES 60). Dados
expressos como média + desvio padréo.

Na tabela 9 estdo apresentados os valores médios, com 0s respectivos desvios

padrdo, dos parametros descritos acima.
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Tabela 9 - Carga (Forca) Maxima (N), resiliéncia (J), tenacidade (J), e rigidez (N/mm), obtidos no teste
biomecénico dos fémures direitos dos animais dos diferentes grupos experimentais com tratamento de 60
dias: Controle Intacto (INT 60), Controle Ovariectomizado (OVX 60) e Ovariectomizadas + Resveratrol
(OVX + RES 60).

Grupos Experimentais

Parametros
INT 60 (11) OVX 60 (11) OVX + RES 60 (11)

Carga maxima (N) 93,136 + 7,569 99,410 + 14,896 95,536 * 13,256

Resiliéncia (J) 0,039 + 0,007 0,042 + 0,012 0,040 + 0,011

Tenacidade (J) 0,065 + 0,012 0,077 + 0,023 0,072 + 0,014

Rigidez (N/mm) 183,973 +17,218 188,140 + 36,423 169,791 + 32,485

Meédia + Desvio Padréo (D.P.). () = n°. animais.

4.4.1.2 Experimento de 90 Dias

Na figura 16 estdo expressos os valores das propriedades biomecéanicas dos
fémures direitos: carga (forca) maxima (N), resiliéncia (J), tenacidade (J) e rigidez (N/mm) dos
animais dos diferentes grupos experimentais com tratamento de 90 dias: Controle Intacto (INT
90), Controle Ovariectomizado (OVX 90) e Ovariectomizadas + Resveratrol (OVX + RES
90). Nédo foram detectadas diferencas significativas entre os grupos para todos 0s parametros
acima.

Na tabela 10 estdo apresentados 0s valores médios, com os respectivos desvios
padréo, dos parametros descritos acima.
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Figura 16 - Representacéo gréafica dos valores de parametros biomecénicos dos fémures direitos dos
animais dos diferentes grupos experimentais com tratamento de 90 dias: Controle Intacto (INT 90),
Controle Ovariectomizado (OVX 90) e Ovariectomizadas + Resveratrol (OVX + RES 90). Dados
expressos como média + desvio padréo.

Tabela 10 - Carga (Forca) Maxima (N), resiliéncia (J), tenacidade (J), e rigidez (N/mm), obtidos no teste
biomecénico dos fémures direitos dos animais dos diferentes grupos experimentais com tratamento de 90
dias: Controle Intacto (INT 90), Controle Ovariectomizado (OVX 90) e Ovariectomizadas + Resveratrol
(OVX + RES 90).

Grupos Experimentais

Parametros
INT 90 (09) OVX 90 (09) OVX + RES 90 (09)

Carga maxima (N) 97,789 +6,108 100,756 + 12,817 104,778 + 16,734

Resiliéncia (J) 0,041 + 0,008 0,044 + 0,011 0,044 + 0,017

Tenacidade (J) 0,070 £ 0,012 0,073 £ 0,024 0,077 £ 0,015

Rigidez (N/mm) 182,422 + 23,019 178,311 + 19,861 189,000 + 48,663

Meédia + Desvio Padréo (D.P.). () = n°. animais.
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4.4.2 Pardmetros Biomecanicos das Veértebras

4.4.2.1 Experimento de 60 Dias

Na figura 17 estdo expressos os valores das propriedades biomecanicas das
quintas vértebras lombares: carga (forca) maxima (N), resiliéncia (J), tenacidade (J) e rigidez
(N/mm) dos animais dos diferentes grupos experimentais com tratamento de 60 dias: Controle
Intacto (INT 60), Controle Ovariectomizado (OVX 60) e Ovariectomizadas + Resveratrol
(OVX + RES 60). Ndo foram detectadas diferencas significativas entre 0s grupos para todos 0s

parametros acima.
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Figura 17 - Representacdo grafica dos valores de parametros biomecéanicos das quintas vértebras
lombares dos animais dos diferentes grupos experimentais com tratamento de 60 dias: Controle Intacto
(INT 60), Controle Ovariectomizado (OVX 60) e Ovariectomizadas + Resveratrol (OVX + RES 60).
Dados expressos como média + desvio padréo.

Na tabela 11 estdo apresentados os valores médios, com 0s respectivos desvios

padrdo, dos parametros descritos acima.
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Tabela 11 - Carga (Forca) Maxima (N), resiliéncia (J), tenacidade (J), e rigidez (10 N/mm), obtidos no teste
biomecénico das quintas vértebras lombares dos animais dos diferentes grupos experimentais com tratamento
de 60 dias: Controle Intacto (INT 60), Controle Ovariectomizado (OVX 60) e Ovariectomizadas +
Resveratrol (OVX + RES 60).

Grupos Experimentais

Parametros
INT 60 (11) OVX 60 (11) OVX + RES 60 (11)

Cargamaxima (N) 166,134 +36,035 157,670 +555564 152,193 + 60,094

Resiliéncia (J) 0,033 + 0,016 0,023 + 0,014 0,028 + 0,026

Tenacidade (J) 0,453 + 0,148 0,406 + 0,081 0,389 + 0,202

Rigidez (N/mm) 539,446 + 205,180 454,900 £ 119,099 595,446 + 135,101

Meédia + Desvio Padréo (D.P.). () = n°. animais.

4.4.2.2 Experimento de 90 Dias

Na figura 18 estdo expressos os valores das propriedades biomecanicas das
quintas vértebras lombares: carga (forca) maxima (N), resiliéncia (J), tenacidade (J) e rigidez
(N/mm) dos animais dos diferentes grupos experimentais com tratamento de 90 dias: Controle
Intacto (INT 90), Controle Ovariectomizado (OVX 90) e Ovariectomizadas + Resveratrol
(OVX + RES 90).

N&o foram detectadas diferencas significativas entre os grupos para todos os
parametros acima. Apesar disso, 0s valores de carga maxima estdo visivelmente reduzidos no
Grupo OV X 90 em relagéo ao grupo INT 90 e aumentados no grupo OVX+RES 90 em relacao
ao grupo OVX 90. Utilizando o teste t de Student, é possivel observar diferencas estatisticas
(p= 0,0234) entre os grupos OVX 90 e OVX + RES 90.

Na tabela 12 estdo apresentados os valores médios, com 0s respectivos desvios

padrdo, dos parametros descritos acima.



57

Vértebras - Experimento de 90 Dias

2501 0.06+
Z 2004 =
« = i
E 150 PBBEA o 004 T
= P [ )
5 Gy £
g | BB 2
- CELLLELIINE — CELILELEE I8 | "7 474 o
g 1007 P S 2002{ b B
o G5 00 e g
= 9057725907 A . [v'4 95555200995, | X
by 59%5555555% 29290608 99555555555 IS
¢ 50A 95555524535 sassssig 0008
st 20 borer] IS
09975779997 % Voo SO
0 3555525355, o 0.00 ] KRR
L L - - T
INT 90 OVvX 90 OVX + RES 90 INT 90 OVX 90 OVX+RES 90
Grupos Experimentais Grupos Experimentais
0.8+ 1000 -
800
5 0.6 T
@ £ —_
g 74 ‘z- 600+
soay P T N N x \
Q LIPITTII99%: [} 15052924¢
g ] B T 400 :
5 35500597, 2000 ) : I:
+~ 0.2 e x RS0¢
X & 2004 CRX
ML \ II ~I. \
B52528¢
0.0 Telelele] k \ 04 | .0ute, K \
INT 90 OVX 90 OVX+RES90 OVX 90 OVX +RES 90
Grupos Experimentais Grupos Experimentais

Figura 18 - Representacdo grafica dos valores de pardmetros biomecénicos das quintas vértebras
lombares dos animais dos diferentes grupos experimentais com tratamento de 90 dias: Controle Intacto
(INT 90), Controle Ovariectomizado (OVX 90) e Ovariectomizadas + Resveratrol (OVX + RES 90).
Dados expressos como média + desvio padréo.

Tabela 12 - Carga (Forca) Méxima (N), resiliéncia (J), tenacidade (J), e rigidez (10 N/mm), obtidos no
teste biomecénico das quintas vértebras lombares dos animais dos diferentes grupos experimentais com
tratamento de 90 dias: Controle Intacto (INT 90), Controle Ovariectomizado (OVX 90) e Ovariectomizadas
+ Resveratrol (OVX + RES 90).

Grupos Experimentais

Parametros
INT 90 (09) OVX 90 (09) OVX + RES 90 (09)

Carga maxima (N) 163,945 + 43,998 128,001 + 26,745 166,811 + 37,970

Resiliéncia (J) 0,027 + 0,010 0,025 + 0,013 0,027 + 0,010

Tenacidade (J) 0,492 + 0,175 0,367 + 0,068 0,430 + 0,115

Rigidez (N/mm) 574,700 + 222,850 469,178 + 163,629 568,033 + 247,128

Média + Desvio Padréo (D.P.). () = n° animais.
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45  Paradmetros Bioquimicos

45.1 Experimento de 60 Dias

Na figura 19 estdo expressos o0s valores dos Contetdos de Calcio (mg) e Fosforo
(mg) 6sseo, representando os parametros bioquimicos dos fémures direitos e das quintas
vertebras lombares dos animais dos diferentes grupos experimentais com tratamento de 60 dias:
Controle Intacto (INT 60), Controle Ovariectomizado (OVX 60) e Ovariectomizadas +
Resveratrol (OVX + RES 60). Ndo foram detectadas diferencas significativas entre os grupos

para todos 0s parametros acima.
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Figura 19 - Representacéo Grafica dos valores dos Conteudos de Célcio e Fosforo das cinzas dos fémures
direitos e das quintas vértebras lombares dos animais dos diferentes grupos experimentais com tratamento
de 60 dias: Controle Intacto (INT 60), Controle Ovariectomizado (OVX 60) e Ovariectomizadas +
Resveratrol (OVX + RES 60). Dados expressos como média + desvio padrao.

Na tabela 13 estdo apresentados os valores médios, com o0s respectivos desvios

padrdo, dos parametros descritos acima.
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Tabela 13 - Contetido de Calcio e Fosforo das cinzas dos fémures direitos e das quintas vértebras lombares
dos animais dos diferentes grupos experimentais com tratamento de 60 dias: Controle Intacto (INT 60),
Controle Ovariectomizado (OVX 60) e Ovariectomizadas + Resveratrol (OVX + RES 60).

Grupos Experimentais

Parametros
INT 60 (11) OVX 60 (11) OVX + RES 60 (11)
Contelddo de Calcio - 150574 19031 11263+ 10,87 118,28 + 19,58
Fémures (mg)
Contetdo de FOSTOro 1 1 99 4 57 94 112,27 + 14,33 117,75 + 17,87
- Fémures (mg)
Conteddo de Calcio - 5 5 | 5 g5 856 + 2.98 073+ 4,14
Vértebras (mg)
Conteddo de Fosforo 1 g, 3 47 11,35 + 2.39 10,93 + 3.45

- Vértebras (mg)

Meédia + Desvio Padrédo (D.P.). () = n°. animais.

4.5.2 Experimento de 90 Dias

Na figura 20 estdo expressos o0s valores dos Contetdos de Calcio (mg) e Fosforo
(mg) 6sseo, representando os parametros bioquimicos dos fémures direitos e das quintas
veértebras lombares dos animais dos diferentes grupos experimentais com tratamento de 90 dias:
Controle Intacto (INT 90), Controle Ovariectomizado (OVX 90) e Ovariectomizadas +
Resveratrol (OVX + RES 90). N&do foram detectaram diferencas significativas entre os grupos
para todos 0s parametros acima.

Na tabela 14 estdo apresentados 0s valores médios, com os respectivos desvios
padrdo, dos parametros descritos acima.
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Figura 20 - Representacdo Grafica dos valores dos Contetidos de Célcio e Fosforo das cinzas dos fémures
direitos e das quintas vértebras lombares dos animais dos diferentes grupos experimentais com tratamento de
90 dias: Controle Intacto (INT 90), Controle Ovariectomizado (OVX 90) e Ovariectomizadas + Resveratrol
(OVX + RES 90). Dados expressos como média + desvio padrao.

Tabela 14 - Contetido de Célcio e Fosforo das cinzas dos fémures direitos e das quintas vértebras lombares
dos animais dos diferentes grupos experimentais com tratamento de 90 dias: Controle Intacto (INT 90),
Controle Ovariectomizado (OVX 90) e Ovariectomizadas + Resveratrol (OVX + RES 90).

Grupos Experimentais

Parametros
INT 90 (09) OVX90(09)  OVX +RES 90 (09)
Contelddo de Calcio - 10457 1031 11263+ 1387 118.28 + 18,58
Fémures (mQ)
Contetdo de Fosforo - 1591 4 1375 120,67 + 8,09 116,18 + 14,09
Fémures (mQ)
Contetdo de Calcio- g 49, 5 55 9,65+ 2.52 10,20 + 3,25
Vértebras (mg)
Conteddo de Fosforo - 1y ), 1 5 19 869+ 1.79 9.16 + 2.30

Vértebras (mg)

Meédia + Desvio Padrédo (D.P.). () = n° animais.
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46  Densitometria Ossea

4.6.1 Experimento de 60 Dias

Na figura 21 estdo expressos os valores de Contetido Mineral Osseo (g), Area
Ossea (cm?) e Densidade Mineral Ossea Areal (g/cm?) obtidos pela Densitometria Ossea das
quintas vértebras lombares dos animais dos diferentes grupos experimentais com tratamento de
60 dias: Controle Intacto (INT 60), Controle Ovariectomizado (OVX 60) e Ovariectomizadas
+ Resveratrol (OVX + RES 60). Ndo foram detectadas diferencas significativas entre os grupos

para todos 0s parametros acima.
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Figura 21 - Representacio Gréafica dos valores de Contetido Mineral Osseo (g), Area Ossea (cm?) e
Densidade Mineral Ossea Areal (g/cm?) obtidos pela Densitometria Ossea das quintas vértebras lombares
dos animais dos diferentes grupos experimentais com tratamento de 60 dias: Controle Intacto (INT 60),
Controle Ovariectomizado (OVX 60) e Ovariectomizadas + Resveratrol (OVX + RES 60). Dados
expressos como média + desvio padréo.

Na tabela 15 estdo apresentados os valores médios, com o0s respectivos desvios

padrdo, dos parametros descritos acima.
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Tabela 15 - Contetido Mineral Osseo (g), Area Ossea (cm?) e Densidade Mineral Ossea Areal (g/cm?)
obtidos pela Densitometria Ossea das quintas vértebras lombares dos animais dos diferentes grupos
experimentais com tratamento de 60 dias: Controle Intacto (INT 60), Controle Ovariectomizado (OVX 60)
e Ovariectomizadas + Resveratrol (OVX + RES 60).

Grupos Experimentais

Parametros
INT 90 (09) OVX 90 (09) OVX + RES 90 (09)

DEXA — Contetido

Mineral Osseo (g) 0,060 + 0,014 0,052 + 0,009 0,060 + 0,012
DEXA — Area Ossea (cm?) 0,336 +£0,051 0,305 + 0,031 0,299 + 0,050
DEXA —’Densidade
Mineral Ossea Areal 0,178 £ 0,032 0,173 +£ 0,040 0,199 + 0,029
(g/cm?)

Meédia + Desvio Padrédo (D.P.). () = n°. animais.

4.6.2 Experimento de 90 Dias

Na figura 22 estdo expressos os valores de Contetido Mineral Osseo (g), Area
Ossea (cm?) e Densidade Mineral Ossea Areal (g/cm?) obtidos pela Densitometria Ossea das
quintas vértebras lombares dos animais dos diferentes grupos experimentais com tratamento de
90 dias: Controle Intacto (INT 90), Controle Ovariectomizado (OVX 90) e Ovariectomizadas
+ Resveratrol (OVX + RES 90). Ndo foram detectadas diferencas significativas entre 0s grupos
para todos 0s parametros acima.

Na tabela 16 estdo apresentados os valores médios, com o0s respectivos desvios

padréo, dos parametros descritos acima.
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Figura 22 - Representacdo Grafica dos valores de Contedido Mineral Osseo (g), Area Ossea (cm?) e
Densidade Mineral Ossea Areal (g/cm2) obtidos pela Densitometria Ossea das quintas vértebras lombares
dos animais dos diferentes grupos experimentais com tratamento de 90 dias: Controle Intacto (INT 90),
Controle Ovariectomizado (OVX 90) e Ovariectomizadas + Resveratrol (OVX + RES 90). Dados
expressos como média + desvio padréo.

Tabela 16 - Contetdo Mineral Osseo (g), Area Ossea (cm?) e Densidade Mineral Ossea Areal (g/cm?)
obtidos pela Densitometria Ossea das quintas vértebras lombares dos animais dos diferentes grupos
experimentais com tratamento de 90 dias: Controle Intacto (INT 90), Controle Ovariectomizado (OVX 90)
e Ovariectomizadas + Resveratrol (OVX + RES 90).
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Grupos Experimentais

Parametros
INT 90 (09) OVX 90 (09) OVX+RES90(09)

DEXA — Conteldo Mineral

: 0,062 +0,010 0,057 £0,011 0,055 + 0,012
Osseo (Q)

DEXA — Area Ossea (cm?  0,301+0,043 0,306 + 0,050 0,278 + 0,030

DEXA — Densidade Mineral

Ossea Areal (g/cmZ) 07207 * 01021 01187 + 0,016 0,195 * 0,025

Média + Desvio Padréo (D.P.). () = n° animais.
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5 DISCUSSAO

O estudo analisou os efeitos de diferentes duragbes de tratamento com
resveratrol (60 e 90 dias) sobre o tecido 6sseo de ratas adultas jovens ovariectomizadas. O
modelo de ovariectomia foi valido e eficiente para induzir a osteopenia nas ratas estudadas uma
vez que, na eutanasia, foi observada atrofia uterina em todas que sofreram a cirurgia e
constatou-se ganho de massa corporal (em ambos os periodos experimentais), diminui¢do da
densidade 6ssea e mineral e percentual de material mineral tanto em fémures (apenas no periodo
experimental de 90 dias), quanto nas vértebras (em ambos 0s periodos experimentais).

Evidenciou-se também que o tratamento com resveratrol foi capaz de prevenir
esta diminuicdo das densidades 6ssea e mineral e o percentual de material mineral nos mesmos
periodos experimentais nos quais foram observados os efeitos da ovariectomia em cada 0sso,
além de parcialmente prevenir o aumento de ganho de massa corporal no periodo experimental
de 90 dias. Portanto, nosso objetivo é discutir os provaveis mecanismos pelos quais 0
resveratrol foi capaz de prevenir os efeitos da ovariectomia nas ratas, além de determinar em
qual o periodo experimental foi possivel observar tais respostas em cada parametro analisado.

Com a realizacao da ovariectomia em ratas, tem-se a possibilidade de mimetizar
os efeitos da deficiéncia de estrogeno em humanos (principalmente sobre 0ssos com maior
contingente trabecular) e em menor tempo quando comparado a animais maiores, além desta
insuficiéncia induzida ser responsiva a tratamentos também aplicaveis a humanos, com eficécia
comprovada (ZHANG et al., 2016) e este modelo ser aprovado pelo Food and Drug
Administration (FDA) para estudos de osteoporose (LIU et al., 2015). Ainda, os modelos
animais de osteoporose pds-menopausa ja ajudaram muito na descoberta de mecanismos
fisiopatolégicos e futuros tratamentos para este acometimento (FANG et al., 2015; KALU,
1991). Igualmente, a realizacdo da cirurgia em ratas adultas jovens com trés meses de idade
permite considerar os efeitos da cirurgia como significativos, conforme indicado por KALU
(1991) e PATLAS et al. (2000).

O estudo em animais apresenta a vantagem de se obter um sistema bioldgico
completo e uniforme permitindo, assim, a avaliacdo dos efeitos gerais de mudangas antes
observadas apenas em sistemas celulares. Quando controlado cuidadosamente, um estudo em
modelo animal constitui um passo essencial para se extrapolar os efeitos bioldgicos para a
seguranca da saude humana. Devido a similaridade celular e bioquimica entre animais e
humanos, o modelo animal proporciona uma base de validagédo geral para a predicao de efeitos
semelhantes aos quimicos em populagdes humanas (CELIK; OGENLER; COMELEKOGLU,
2005; TURNER, 2001).
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Deste modo, sendo o rato um bom modelo para o estudo de efeitos da osteopenia
por déficit de estrogeno, assim como ha a possibilidade de extrapolar tratamentos ou sua
prevencdo em humanos, € plausivel utiliza-lo para verificar a hipotese de que o resveratrol pode
atuar como preventivo da osteopenia em 0ssos com diferentes contingentes de 0sso trabecular
no periodo pds-menopausa, assim como a duracao de protocolo necesséria para se observar 0s
efeitos tanto da ovariectomia quanto do tratamento com resveratrol nesses mesmaos 0ssos.

No nosso modelo de tratamento preventivo, houve facil adaptacdo dos animais
ao sistema proposto, ndo acarretando em qualquer alteracdo comportamental ou reacdo adversa
no animal. A dose, os ciclos de administracdo e o inicio do tratamento seguem de acordo com
a revisdo da literatura realizada (CASARIN et al., 2014; CASATI et al., 2013; LELOVAS et
al., 2008; LIU et al., 2005; ZHAO et al., 2014), além de dar continuidade a um projeto anterior
do grupo de pesquisa (FABRICIO, 2014).

E conhecida a importancia da observacdo da massa corporal em estudos de
tecido 6sseo0 uma vez que esta variavel exerce estresse mecanico sobre 0s 0ss0s e pode
contribuir para o ganho de massa 6ssea, tornando essencial a padronizacdo e homogeneidade
de massa corporal no inicio do trabalho (BERG; HARMISON, 1957; BURR; ROBLING;
TURNER, 2002; REID, 2002). Considerando tal importancia, verificou-se a padronizagéo
adequada desta variavel nos diferentes grupos e protocolos experimentais (Figuras 5 e 7, tabelas
1 e 2), parametro fundamental para o controle do ensaio proposto.

O maior ganho de massa corporal em ambos 0s grupos ovariectomizados frente
ao grupo intacto e, consequentemente, suas maiores massas corporais finais em ambos 0s
protocolos experimentais (com excecdo do grupo tratado com resveratrol no protocolo
experimental de 90 dias) (figuras 5 e 7, tabelas 1 e 2) é caracteristico de casos de insuficiéncia
estrogénica, uma vez que é frequentemente observado na literatura um maior ganho de massa
corporal associado a uma maior deposicdo de gordura visceral, tanto em modelos animais,
guanto em estudos com humanos, com a diminui¢cdo do hormonio (JIANG; SACCO; WARD,
2008; KALU, 1991; RETTBERG; YAOQO; BRINTON, 2014).

Um dos possiveis mecanismos envolvidos nesse ganho de massa corporal e
adiposidade baseia-se na presenca no tecido adiposo de receptores de estrégeno (ERs), ampla
familia de receptores hormonais presentes em varios tecidos, podendo ser considerado um dos
meios pelo qual o estrogeno afeta sua fisiologia. Os dois distintos receptores encontrados no
tecido apresentam diferentes fun¢des nele, com o ERa regulando a homeostase adiposa via

proliferacdo e diferenciagdo de adipdcitos, enquanto o ER é capaz de regular a distribuicéo de
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tecido adiposo relacionada ao sexo (PALLOTTINI et al., 2008; RETTBERG; YAO;
BRINTON, 2014).

Apesar de estudos em animais como o de HEINE et al. (2000) observarem o
ganho de massa corporal e uma severa obesidade intra-abdominal em ratas knockout para o
receptor de estrogeno a (ERa), reforgando a sua funcdo como regulador da quantidade de
adipdcitos, os mecanismos pelos quais a diminuicao de estrégeno leva a maior ganho de massa
corporal ainda permanecem incertos.

Todavia, estudos indicam outros possiveis mecanismos relacionados com o
aumento da massa corporal no déficit de estrdgeno. Foi observado em ratas ovariectomizadas
uma diminuicéo do gasto energético (levando uma maior deposi¢do de gordura) e uma maior
ingesta de alimento relacionada com uma diminuicdo dos receptores de leptina (hormonio
relacionado a saciedade) no cérebro (KIMURA et al.,, 2002; RICHARD et al., 1987).
Outrossim, é sugerido que o estrégeno seja um regulador dos niveis plasmaticos de grelina
(horménio responsavel pelo estimulo do apetite), uma vez que, além de ja ter sido observada a
colocalizagdo de células de grelina e ERa na mucosa estomacal (MATSUBARA et al., 2004),
foi demonstrado que a ovariectomia de ratas jovens foi capaz de aumentar as concentracdes, o
namero de células e a expressao génica do horménio no estbmago, e que o tratamento com 17-
B-Estradiol foi capaz de reverter este quadro (MATSUBARA et al., 2004; RETTBERG; YAO,;
BRINTON, 2014; SAKATA et al., 2006).

Desta forma, além da possibilidade da deficiéncia de estrogeno agir diretamente
sobre a quantidade de tecido adiposo, esta diminui¢do hormonal pode estar relacionada com a
maior ingesta de alimento e consequentemente, com o maior ganho de massa corporal. A
despeito do ganho de massa corporal caracteristico na insuficiéncia estrogénica e a importancia
desta variavel para o metabolismo 0sseo, estudos mostram que este ndo é o suficiente para a
protecdo total dos efeitos da osteopenia em ratas (FRANCISCO et al., 2011; JIANG; SACCO;
WARD, 2008; TAGLIAFERRI et al., 2015).

Ainda sobre a massa corporal, o tratamento com resveratrol ndo foi capaz de
impedir o aumento deste parametro (figuras 5 e 7, tabelas 1 e 2). Entretanto, no grupo com
protocolo experimental de 90 dias, apesar do ganho de massa corporal ter sido maior do que o
grupo intacto (mesmo apresentando uma curva de evolugdo ponderal menos inclinada do que a
do grupo controle ovariectomizado), ndo foi observada diferenca significativa da massa
corporal final entre o grupo intacto e o grupo ovariectomizado e tratado com resveratrol (figura
7, tabela 2), podendo indicar um inicio de protecdo da substancia nesta varidvel. Este resultado

difere dos apresentados por ZHAO et al. (2014), nos quais o resveratrol em doses maiores (20,
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40 e 80mg/kg de massa corporal) do que a que utilizamos n&o foi capaz de prevenir o ganho de
massa corporal causado pela ovariectomia em ratas Wistar com 3 a 4 meses de idade.

No entanto, TURNER et al. (1999), apesar de terem utilizado ratas mais jovens
e doses menores de resveratrol, ja foram capazes de observar uma pequena diminui¢do do ganho
de massa corporal nos animais tratados com 100pg da substéncia por dia. Ademais, SHARMA,;
SHARMA; THUNGAPATHRA, (2017), ao administrarem resveratrol na dose de 5mg/kg de
massa corporal, por um més, em ratas Wistar ovariectomizadas (iniciando o tratamento 45 dias
apos a cirurgia, caracterizando como tratamento de fato e ndo prevencédo), foram capazes de
observar diminui¢do do ganho de massa corporal caracteristico da deficiéncia de estrogeno.

Salvo as diferencas metodoldgicas, os estudos acima contribuem com o0s
resultados apontados pelo nosso estudo, mostrando que o Resveratrol apresenta potencial de
prevenir ou tratar 0 aumento de massa corporal presente na insuficiéncia de estrégeno. Uma
vez que o resultado em questdo foi observado apenas no protocolo experimental com maior
tempo de tratamento, € importante que haja a realizacdo de mais estudos com diferentes
duracdes de tratamento para melhor consolidar tal efeito.

A fratura dssea é considerada o sintoma clinico mais importante da osteoporose
(uma vez que ela é a responsavel por maior parte das comorbidades e mortalidade da doenca)
e esta relacionada com uma diminuicdo da densidade mineral déssea e deterioracdo da
microarquitetura trabecular do tecido, que contribuem para a fragilidade do 0sso. Ainda, sabe-
se que ela ocasiona efeitos diferentes nos contingentes cortical e trabecular do 0sso em
momentos distintos da sua evolucdo (AKHTER et al., 2007; COMPSTON, 2010; LERNER,
2006) e a distin¢do de ambos possui grande importancia mecéanica (ITO et al., 2002; PARFITT
et al., 1983; RHO; KUHN-SPEARING; ZIOUPQOS, 1998). Portanto, é de grande valia, em um
modelo experimental de osteoporose, observar a densidade 0ssea, alteracoes fisicas (como sua
composicdo e outros parametros relacionados a densidade), composi¢do mineral e alteracdes
biomecanicas (para avaliar a resisténcia do 0sso a fraturas) de 0ssos com maior contingente
cortical e trabecular.

Os 0ss0s mais comuns para estudo dos efeitos da osteoporose no tecido 6sseo
sdo: fémur, tibia e vértebra, sendo o primeiro e o Gltimo 0s 0ssos com maior predominancia de,
respectivamente, contingente cortical e trabecular (PATLAS et al., 2000), além de serem alvos
comuns de fraturas osteoporoticas e serem considerados bons locais para observacdo na
previsdo de fraturas (CENTER, 2017; PISANI et al., 2016). Ndo obstante, diferentes sitios
0sseos apresentam os efeitos do déficit hormonal em periodos diferentes pos-ovariectomia
(FRANCISCO et al., 2011; LIU et al., 2015). Logo, utilizando fémures e vértebras neste
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trabalho, pode-se ampliar o estudo dos efeitos ndo s6 da osteoporose em si, como também do
resveratrol sobre 0ssos com predominancia de ambos os contingentes, além de poder observar
como cada sitio 0sseo responde aos diferentes periodos experimentais propostos.

Nas medidas biométricas dos grupos do protocolo experimental de 60 dias
(figura 9 e tabela 3), ndo foram observadas diferencas entre 0s grupos para 0s parametros de
desenvolvimento dsseo tanto dos fémures (comprimento e didmetros maior e menor), quanto
das vértebras (altura), demonstrando que a ovariectomia ndo foi o suficiente para alterar o
crescimento 0sseo dos animais. FRANCISCO et al. (2011) e PATLAS et al. (2000) supuseram
que, nas ratas aos 3 meses de idade, ainda ha o processo de formacéao 6ssea acentuado, podendo
mascarar os efeitos da ovariectomia sobre o crescimento do tecido, o que elucida os resultados
observados no nosso trabalho.

Entretanto, nas medidas biométricas dos grupos do protocolo experimental de
90 dias (figura 10 e tabelas 4), apesar de também néo terem sido observadas diferencas entre os
grupos para os parametros comprimento e didmetro maior do fémur, a altura das vértebras do
grupo OVX + RES 90 foi menor do que a dos outros grupos, mas ndo o suficiente para afetar
negativamente os parametros fisicos e biomecanicos do grupo frente aos outros (figuras 14 e
18; tabelas 8 e 12).

Outrossim, foi observado aumento do diametro menor dos fémures no grupo
OVX 90 quando comparado aos grupos INT 90 e OV X + RES 90, mas ndo entre os dois Gltimos.
Levando em consideracdo que os diametros maior e menor do fémur sdo dois componentes do
calculo da area de seccdo transversa da diafise do osso (ENGESAETER; EKELAND;
LANGELAND, 1978) e, no caso descrito acima, o didmetro maior do fémur manteve-se sem
alteracdo, pode se considerar que o grupo OVX 90 apresentou aumento da area de seccao
transversa, enquanto o tratamento com o resveratrol evitou que esta alteracdo acontecesse de
forma visivel macroscopicamente.

Os resultados acima sdo amparados pelos dados apresentados por TURNER et
al. (1989) que, ao avaliarem o efeito da castracdo sobre a histomorfometria de tibias de ratos
Sprague-Dawley machos e fémeas com 7 semanas de idade no inicio do experimento,
observaram que a cirurgia levava a degradagdo da microarquitetura trabecular da metafise do
0ss0 e expansdo da area medular acompanhada de aumento da area de secgéo transversa da
diafise do mesmo. Tais alteracdes foram relacionadas a uma maior reabsor¢do endosteal
acompanhada de aumento da formag&o periosteal no tecido, fatos também observados pelos
autores neste mesmo trabalho por meio de marcagOes das regides em questdo com tetracilina

ao longo do experimento.
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Conjuntamente, SEEMAN e DELMAS (2006), em uma revisdo bibliogréfica,
denotam que a maior reabsor¢do endosteal associada a uma maior aposicdo periosteal séo
responsaveis pelo aumento da espessura cortical do 0sso, auxiliando na protecdo mecanica do
mesmo contra fraturas, uma vez que na perda 6ssea ha uma deterioracdo da microarquitetura
trabecular do tecido, deixando-o mais fragil.

Os testes de flexdo a trés pontos nos fémures e o de compressdo vertebral
possibilitam a observacdo das principais propriedades biomecanicas do tecido 0sseo e suas
subsequentes alteracdes causadas por fatores externos. Também, é possivel avaliar a resisténcia
mecanica, e assim, a qualidade 6ssea dos animais estudados por meio destes parametros (PENG
et al., 1994), sendo possivel testar a capacidade do 0sso resistir a carga e, consequentemente,
resistir a fraturas.

Nos ensaios biomecanicos deste estudo, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos em ambos os protocolos de tratamento, principalmente dos
fémures (figuras 15 e 16; tabelas 9 e 10), mostrando que tanto a ovariectomia, quanto o
tratamento com o resveratrol em ambos 0s periodos de tratamento podem ndo ter sido capazes
de alterar substancialmente a resisténcia mecénica desses 0ssos.

Sabe-se que a perda 6ssea na osteoporose pds-menopausa ocorre em duas etapas:
rapida, relacionada apenas a deficiéncia de estrogeno; e lenta, relacionada ao déficit de
estrogeno e envelhecimento. Na fase rapida, a perda dssea se concentra mais no contingente
trabecular, chegando a 20-30%, enquanto no contingente cortical a perda € muito menor, sendo
de 5-10% (LERNER, 2006; RIGGS; KHOSLA; MELTON 3RD, 2002; RIGGS; MELTON,
1983). Considerando as ratas utilizadas neste estudo como adultas jovens (PATLAS et al.,
2000), que os fémures sdo 0ssos com maior contingente cortical (LANGDAHL; FERRARI,
DEMPSTER, 2016) e que estudos com ratas mais velhas sdo capazes de observar alteracdes
biomecanicas nos fémures (TAKEDA et al., 2017), é de se esperar que na idade dos animais e
com os protocolos de tratamento utilizados em nosso trabalho, o efeito da ovariectomia tenha
sido menos expressivo neste tipo 6sseo a ponto de ndo afetar a resisténcia mecéanica dos
mesmaos.

Entretanto, AMMANN e RI1ZZOLI (2003) relatam que a espessura cortical e o
diametro externo de um 0sso apresentam grande contribuicdo para sua resisténcia mecénica, e
que é possivel observar aumento do diametro externo da diafise de ossos longos em animais
ovariectomizados, sendo este fato considerado uma reacdo compensatoria aos danos da
castracdo. Uma vez que observamos alteragdes do didmetro menor dos fémures no protocolo

experimental de 90 dias e, provavelmente, do didmetro externo e porcdo cortical do 0sso
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conforme o que foi discutido nos parametros biométricos, podemos cogitar que essa alteracao
foi capaz de mascarar os efeitos da ovariectomia na biomecanica do grupo controle
ovariectomizado, subestimando os efeitos do tratamento com resveratrol neste parametro.

Além disso, SEHMISCH et al. (2008), utilizando ratas Sprague-Dawley e
FRANCISCO et al. (2011), utilizando ratas Wistar, todas com a mesma idade das utilizadas no
presente estudo, afirmaram que o efeito da osteoporose € maior no contingente trabecular.
Ademais, é relatado na literatura que, em casos de perda dssea, pode ocorrer aumento do
diametro da diafise 6ssea associado ao aumento da espessura cortical do 0sso visando aprimorar
a resisténcia biomecénica do mesmo (SEEMAN; DELMAS, 2006; SEHMISCH et al., 2008),
complementando nossos os resultados e corroborando com o que foi relatado por AMMANN e
R1ZZOLI (2003).

Ja nos parametros biomecanicos das vértebras, apesar de ndo terem sido
observadas diferencas significativas entre os grupos em ambos os periodos de tratamento
(figuras 17 e 18; tabelas 11 e 12), no protocolo experimental de 90 dias foi observada uma clara
diminuicdo da Carga Maxima do grupo OV X 90 em comparacao aos grupos INT 90 e OVX +
RES 90. Quando comparadas as Cargas Maximas apenas dos grupos OVX 90 e OVX + RES
90 utilizando o teste t de Student, é observada uma diferenca significativa (p= 0,0234),
mostrando que o tratamento com resveratrol foi capaz de evitar a diminui¢do da carga suportada
pelo 0sso causada pela ovariectomia uma vez que, usando 0 mesmo teste, ndo observou-se
diferenca significativa entre os grupos INT 90 e OVX + RES 90 para este parametro.

TAKEDA et al. (2017), utilizando ratas Wistar-Imamichi ovariectomizadas as
25 semanas de idade, foram capazes de observar alteracdes negativas da forca maxima e rigidez
das quintas vértebras lombares (L5) 8 semanas apds a ovariectomia, além de efeitos positivos
nestes mesmos parametros e 0ssos com tratamentos anti-osteoporéticos neste mesmo periodo,
demonstrando a capacidade da ovariectomia afetar a resisténcia mecanica do 0sso e esta ser
responsiva a tratamentos conhecidos, fato ndo observado claramente por nos.

SEHMISCH et al. (2010), utilizando ratas ovariectomizadas aos trés meses de
idade e tratamento de 5 semanas com diversas substancias anti-osteopordticas (17-p-Estradiol)
e com potencial anti-osteoporético (como a genisteina ou equol), iniciados 2 meses apos a
castracdo (fazendo com que o tempo final do protocolo seja bastante superior ao nosso de 90
dias), também foram capazes de observar a melhora da Carga Maxima de vertebras lombares
com os tratamentos utilizados em comparagéo ao grupo apenas ovariectomizado.

Tendo em vista o que foi discutido sobre a idade do animal e a contribui¢éo

mecanica do componente cortical no 0sso; além do fato de a vértebra apresentar uma maior
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quantidade de contingente trabecular do que cortical, sendo mais metabolicamente ativa
(LANGDAHL; FERRARI; DEMPSTER, 2016), e que a ovariectomia afeta os diversos sitios
0sseos em periodos diferentes pos-cirurgia (FRANCISCO et al., 2011; LIU et al., 2015), pode-
Se pressupor que, mesmo nossas ratas sendo consideradas jovens e o tempo pos-ovariectomia
ter sido possivelmente pequeno para a alteragcdo dos parametros em questdo, a quantidade dos
contingentes cortical e trabecular na vértebra permitiu observar antecipadamente os efeitos da
ovariectomia e do tratamento na biomecanica do 0sso, possivelmente devido a uma menor
atenuacdo dos resultados biomecanicos pelo reduzido contingente cortical e maior atividade
metabolica do tecido trabecular.

Sabendo que o tecido 6sseo é basicamente composto pela combinagdo de agua,
material organico e mineral, as alteracdes da densidade deste tecido podem estar associadas a
mudancas das propriedades fisicas 6sseas. Desta forma, os parametros fisicos (densidade dssea,
densidade mineral e percentual de 4gua, material organico e material mineral no 0sso) dos
fémures e vértebras dos animais do estudo foram analisados a partir da determinacéo do volume
0sseo, de forma indireta por meio do principio de Arquimedes, um método de alta
confiabilidade (KEENAN et al., 1997; MARTIN, 1990; MUHAMMAD et al., 2013; RENNO
et al., 2007).

Nos resultados fisicos dos grupos tratados por 60 dias, foram encontradas
diferengas entre os grupos principalmente nas vértebras (figura 13 e tabela 7), aonde houve
diminuicdo das densidades 6ssea e mineral no grupo OV X 60 quando comparado ao grupo INT
60 e protecdo desta diminuicdo com o tratamento com resveratrol. Ja nos fémures, foi observado
apenas aumento do percentual de material organico dos grupos OVX 60 e OVX + RES 60
quando comparado ao grupo INT 60.

Todavia, no protocolo experimental de 90 dias (figuras 12 e 14; tabelas 6 e 8),
foi possivel observar diferencas entre os grupos tanto em fémures, quanto nas vértebras,
principalmente para os pardmetros densidade mineral e percentual de material mineral. Estes
resultados estdo de acordo com outros apresentados na literatura (OCCHIUTO et al., 2007;
ZHANG et al., 2006) envolvendo a ovariectomia, tempos de tratamento similares e 0 mesmo
tipo de densidade dssea que leva em consideracdo o volume e ndo a area do 0sso. OCCHIUTO
et al. (2007), ao analisarem o efeito do tratamento durante 12 semanas com isoflavonas com
atividade fitoestrogénica em ratas Sprague-Dawley ovariectomizadas com trés meses de idade,
observaram o efeito protetor destas isoflavonas sobre a densidade mineral 6ssea volumétrica da

porcao cortical e trabecular de fémures quando comparado ao grupo apenas ovariectomizado.
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ZHANG et al. (2006), compararam o efeito de duas dietas em ratas Wistar com
12 meses de idade, uma rica em flavondides (também com potencial fitoestrogénico como o
resveratrol) e outra suplementada de Célcio, durante 12 semanas, e observaram que ambas as
dietas foram eficientes em prevenir a diminuicdo da densidade mineral 6ssea volumétrica nos
tecidos 0Osseos cortical e trabecular (analisados via Microtomografia Computadorizada)
ocasionados pela ovariectomia.

Ja em estudos envolvendo o Resveratrol como potencial protetor da osteoporose,
HABOLD et al. (2011), utilizando um modelo de osteoporose envolvendo desuso e néo
deficiéncia de estrégeno e doses maiores que as nossas, foi capaz de observar que o tratamento
com Resveratrol também foi capaz de proteger contra a diminuicdo da densidade mineral dssea
volumétrica caracteristica da osteoporose. Estudos indicam que a osteoporose por déficit de
estrdgeno e por desuso apresentam alguns mecanismos e caracteristicas morfologicas 6sseas
similares (ARMAS; RECKER, 2012; BRENNAN et al., 2012), permitindo, assim, que o efeito
do resveratrol apresentado por HABOLD et al. (2011) possa ser comparado ao efeito da
substancia em modelos que utilize a ovariectomia.

Além disso, os resultados encontrados em nosso trabalho foram similares aos
apresentados em vértebras em um estudo realizado anteriormente em nosso laboratoério, onde
utilizou-se 0 mesmo protocolo experimental com 90 dias, porém com Resveratrol aplicado por
meio de injecOes intraperitoneais na dose de 0,7 mg/kg de massa corporal (FABRICIO, 2014).
No entanto, ao contrario do trabalho anterior, a dose e 0 meio de administracdo utilizados no
presente estudo também apresentaram efeitos sobre os fémures destes animais.

Uma vez que a idade dos nossos animais esta mais relacionada com a fase rapida
da osteoporose (PATLAS et al., 2000), podemos supor que as vértebras sofreram os efeitos da
ovariectomia mais precocemente do que nos fémures, justificando o fato de que em 60 dias de
protocolo experimental foi possivel observar os efeitos negativos da castracdo e os efeitos
positivos do tratamento apenas nas vértebras, enquanto o efeito nos fémures so6 pdde ter sido
observado no protocolo com maior duragéo.

Ainda sobre a densidade 6ssea dos animais, a analise de densitometria Ossea
areal via DEXA das quintas vértebras lombares (figuras 21 e 22; tabelas 15 e 16) ndo
demonstrou diferencgas entre 0s grupos em ambos 0s protocolos experimentais, oposto ao que
foi observado na densidade mineral obtida por meio do principio de Arquimedes. FRANCISCO
et al. (2011), ao analisarem os efeitos nos o0ssos em diversos periodos pés-cirurgia da
ovariectomia em ratas de diferentes idades, observaram diminuic¢do da densidade mineral 6ssea

via densitometria nas ratas que foram ovariectomizadas aos trés meses de idade apenas na
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décima quinta semana ap0s a castracdo, periodo este superior a maior duracdo de protocolo
experimental utilizado neste estudo.

Isto posto, podemos pressupor que o principio de Arquimedes (oferecendo a
densidade 0ssea volumétrica) foi capaz de detectar precocemente as alteraces da densidade
mineral déssea decorrente da ovariectomia e do tratamento com resveratrol, enquanto a
densitometria 6ssea por DEXA tende detectar este parametro mais tardiamente. Esta diferenca
entre a sensibilidade de métodos de afericdo da densidade dssea por area e por volume 6sseo
também foi observada por SATO et al. (1995).

Célcio e Fosforo sdo minerais de grande importancia para o tecido 6sseo, pois
sdo os constituintes dos cristais de hidroxiapatita do tecido, sendo responsaveis pela
mineralizacdo e, consequentemente, pela rigidez e resisténcia fisica do osso (RITCHIE;
BUEHLER; HANSMA, 2009). Nos resultados dos contetdos de calcio e fésforo em fémures e
veértebras, ndo foi possivel encontrar diferencas entre 0os grupos em ambos 0s protocolos
experimentais (figuras 19 e 20; tabelas 13 e 14), a despeito do que foi encontrado nos
percentuais de material mineral nos ensaios fisicos (figuras 12, 13 e 14; tabelas 6,7 e 8). Esta
discrepancia também foi observada por ARJIMANDI et al. (1998) utilizando ratas Sprague-
Dawley ovariectomizadas aos 90 dias de idade, permitindo-0s sugerir que o percentual de
material mineral obtido pelo principio de Arquimedes esta mais relacionado a densidade 6ssea
do que ao contetdo de Calcio e Fdsforo no osso de fato, relacdo essa também indicada por
MARTIN (1990).

Neste sentido, SCHOLZ-AHRENS et al. (2016), utilizando ratas Fischer-344
com 19 semanas de idade, ovariectomizadas e tratadas com probidticos, prebiodticos e
simbidticos durante 16 semanas, atingindo ao final do protocolo experimental idade final dos
animais maior de que dos nossos animais, foram capazes de observar os efeitos da castracdo e
dos tratamentos sobre o percentual mineral (por meio das cinzas de fémures e vértebras, cujo
peso foi utilizado em nosso trabalho para calcular o percentual mineral). Por outro lado, quando
verificaram os contetdos de calcio e fosforo 6sseo, encontraram alteragdes somente nas
vertebras (mais metabolicamente ativas), enquanto que nos fémures ndo houve alteracdo
(menos metabolicamente ativo). Com isso, podemos considerar que a idade do animal e o tempo
pos-ovariectomia sejam fatores a ser considerados ao observar os contetdos de calcio e fosforo
dos 0ssos de um animal ovariectomizado.

O resveratrol € uma substancia com uma grande gama de efeitos benéficos ao
organismo, desde antioxidantes até potencial anti-carcinogénico (COTTART; NIVET-
ANTOINE; BEAUDEUX, 2014; DO AMARAL et al., 2008; FREMONT et al., 2001). Entre
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essas caracteristicas, além do impacto sobre o tecido 6sseo estudado neste trabalho, em um
artigo derivado dele demonstramos que o protocolo de tratamento de 90 com resveratrol foi
capaz de proteger contra 0 aumento de pressao arterial e a disfuncdo endotelial caracteristicos
da deficiéncia de estrogeno, possivelmente por meio de um mecanismo independente de 6xido
nitrico, consolidando ainda mais o efeito protetor desta substancia no sistema cardiovascular
(FABRICIO et al., 2017).

Entretanto, os mecanismos pelos quais o resveratrol age (principalmente no
tecido 6sseo) ainda permanecem incertos. Estudos in vitro j& indicaram que a substancia
apresenta capacidade de aumentar a formacéo 6ssea e diminuir a reabsorcdo 6ssea, auxiliando
na protecao contra a degradacao do tecido na osteoporose pds-menopausa por meio do aumento
de osteoblastos (MIZUTANI et al., 1998), ou inibicdo da formacdo e diferenciacdo de
osteoclastos (HE et al., 2010).

Estudos mais recentes relacionam essa substancia como potente ativador da
Sirtuina 1 (Sirtl), uma desacetilase dependente de NAD™ envolvida com uma série fungdes
bioldgicas (CAIROLI et al., 2015; WANG; CHEN; PENG, 2017). IYER et al. (2014), em um
estudo envolvendo a delecdo de Sirtl em células progenitoras de osteoblastos de camundongos,
observaram que esta delecdo levou a uma diminuicdo do contingente cortical na superficie
endocortical dos o0ssos, resultantes de uma menor formagdo éssea. Estudando mais
profundamente, os autores sugeriram que esta proteina seja capaz de desacetilar a f-Catenina e
o fator de transcricdo Forkhead box O (FoxO), impedindo a ligacdo entre eles e auxiliando a
formacéo 0Ossea.

A B-Catenina interage com glicoproteinas da familia Wnt, formando a via
Wnt/B-Catenina, envolvida com a condrogénese, diferenciagdo de osteoclastos e,
principalmente, com a proliferacdo de osteoblastos e sintese de matriz extracelular por eles,
estimulando a formacdo dssea (DUAN; BONEWALD, 2016). Uma vez que FoxO esta
relacionado ao sequestro de B-Catenina e inativacao da via Wnt/B-Catenina (IYER etal., 2013,
2014), o blogueio desta ligacdo pela Sirtl seria capaz de estimular a formacdo 6ssea e, 0
resveratrol estimulando tal proteina, pode também intensificar essa atividade.

A Sirtl também pode exercer efeito sobre o fator NF-xB (que esta inativamente
presente em todos 0s tipos celulares e é considerado um mediador da resposta inflamatéria e
resposta imune, sendo essencial para a osteoclastogénese) por meio da sua associagdo com a
substancia p300 (uma acetiltrasferase, responsavel pela acetilagdo e translocagdo nuclear de
NF-kB), inutilizando-a (SHAKIBAEI; BUHRMANN; MOBASHERI, 2011). WANG, CHEN

e PENG (2017), ao analisarem o efeito do resveratrol em doses de 5, 25 e 45 mg/kg de massa
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corporal, em um modelo de osteoporose com osteotomia dos fémures de ratos Wistar machos
com trés meses de idade, observaram que as duas maiores doses da substancia foram capazes
de aumentar a expressdo de Sirtl e diminuir a expressdo de NF-kB/p65 nos animais em
comparagdo ao grupo controle ovariectomizado. Uma vez que a ativacao de NF-kB depende da
fosforilacdo de NF-xB/p65 (WU et al., 2013), a diminuicdo da expressao desta Ultima é capaz
de mitigar os efeitos da osteoporose sobre 0 0sso mediados por essa proteina.

Como ja discutido, a maior reabsorcéo 0ssea exercida pelos osteoclastos € um
dos fatores responsaveis pela osteoporose pos-menopausa. Outrossim, é sabido que as Espécies
Reativas de Oxigénio (EROs), resultados do proprio metabolismo oxidativo, sdo capazes de
aumentar a reabsor¢do Ossea por meio da diferenciacdo e proliferagdo de osteoclastos, seja
diretamente, envolvendo peroxido de hidrogénio, anion superoxido e a familia de enzimas da
NADPH oxidase (NOX); seja indiretamente, por meio de mecanismos envolvendo NF-kB
(CALLAWAY; JIANG, 2015). Uma vez que o estrogeno possui a capacidade de estimular a
producdo de enzimas antioxidantes e até mesmo coletar (e, posteriormente, auxiliar eliminando)
as EROs (DAS et al., 2009; MUTHUSAMI et al., 2005; PFEILSCHIFTER et al., 2002),
podemos supor que o0 excesso de EROs possua envolvimento com a osteoporose por deficiéncia
de estrogeno.

GOETTSCH et al. (2013) relataram que a enzima NADPH Oxidase 4 (NOX4)
esta envolvida com o metabolismo 6sseo, com a diferenciacédo e proliferacdo de osteoclastos e
a perda dssea, uma vez que em modelo de osteoporose por déficit de estrdgeno, a inibicédo in
vivo ou knockdown desta enzima foi capaz de prevenir a perda Ossea caracteristica deste
protocolo. Tais resultados consolidaram ainda mais o papel das Espécies Reativas de Oxigénio
na osteoporose pos-menopausa.

Sendo o resveratrol também considerado um potente antioxidante (CATALGOL
etal., 2012; COTTART; NIVET-ANTOINE; BEAUDEUX, 2014), procuramos investigar se o
dano Gsseo pela ovariectomia implicava no aumento do dano oxidativo no 0sso e se a protecédo
observada com o tratamento com resveratrol envolvia este mecanismo, por meio da analise da
peroxidacdo lipidica nas tibias coletadas dos animais. Conquanto, apesar da técnica ter sido
devidamente padronizada, os resultados foram inconclusivos, denotando que talvez ainda seja
necessaria um maior aprimoramento da técnica utilizada e adequacéo de outras formas para que
seja possivel constatar ndo s6 o dano, como também quantificar as enzimas envolvidas neste
processo no proprio tecido 6sseo.

Em suma, nés revisamos ndo sé os efeitos do resveratrol sobre o tecido 6sseo

em insuficiéncia de estrogeno, como também os possiveis mecanismos envolvidos nesta
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protecdo. O principal foco do estudo foi discutir o efeito do tratamento com resveratrol em
0ssos com diferentes predominéncias de contingentes 6sseos, alem de averiguar a possibilidade
de diminuir o protocolo experimental de 90 para 60 dias, diminuindo os custos de futuras
pesquisas. Sobretudo, verificamos que a dose e meio de aplicacédo do resveratrol foram capazes
de proteger fémures e vértebras contra a deterioracdo Gssea caracteristica da osteoporose por
deficiéncia de estrégeno, mostrando a substancia com potencial anti-osteoporotico.

O protocolo experimental de 60 dias pode ser considerado valido caso o foco do
estudo seja a avaliacdo da densidade Ossea de 0ssos com grande propor¢do de contingente
trabecular como as vértebras, visto que sdo 0ssos metabolicamente mais ativos capazes de
apresentar os danos da osteoporose por déficit de estrogeno e o efeito de tratamentos anti-
osteopordticos. No entanto, caso 0 objetivo do estudo seja observar os efeitos da insuficiéncia
estrogénica e do tratamento desta em 0ssos com diversas propor¢des do contingente cortical e
trabecular por meio de uma gama maior de parametros 6sseos, além de avaliar o ganho de massa
corporal e os resultados em parametros cardiovasculares (como pode ser observado no artigo
do anexo Il), o protocolo experimental mais indicado € o de 90 dias.

Além do mais, pode-se salientar que o uso do animal em apenas uma idade e
dois periodos pds-ovariectomia, a falta de técnicas mais apuradas para analisar a resisténcia
mecanica dos contingentes cortical e trabecular do 0sso separadamente e auséncia da avaliagdo
da microarquitetura de ambos 0s 0ssos estudados e dos possiveis mecanismos de acdo do
resveratrol no tecido limitaram o escopo e a profundidade do estudo dos efeitos do resveratrol

no tecido dsseo, podendo ser levados em consideracdo em estudos futuros.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, foi possivel concluir que o resveratrol
apresentou, na dose e meio de aplicacéo utilizados, efeito protetor sobre o tecido dsseo tanto
com maior predominancia de contingente cortical, quanto no com maior predominancia de
contingente trabecular, apesar do mecanismo de acdo ainda ndo estar completamente
esclarecidos. Ainda, a melhor duracdo de protocolo experimental para a analise de varios
parametros 0sseos e sistémicos da deficiéncia de estrogeno é 90 dias, apesar do protocolo de 60
dias ser capaz de avaliar os efeitos da ovariectomia sobre a densidade 0ssea de tecidos com
maior predominancia de contingente trabecular.

Dessa forma, damos mais um passo para a consolida¢do do resveratrol como
potencial tratamento ndo sé para a osteoporose, como também para demais efeitos da
insuficiéncia estrogénica no corpo; e que a realizacdo de estudos com diferentes idades dos
animais, tempos pos-ovariectomia e uma gama maior de analises fisicas, biomecénicas,
bioquimicas e de arquitetura 6ssea possam alicercar ainda mais o efeito da substancia sobre o

0sso em déficit de estrdgeno e os potenciais mecanismos envolvidos nisto.
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