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1- REVISAO DA LITERATURA

1.1- INTRODUCAO

Obesidade e osteoporose sdo duas condicdes que aumentaram em incidéncia ao
longo da ultima década. Estas desordens possuem caracteristicas em comum e sofrem
influéncias do ambiente, além disso, estdo associadas com morbidade e mortalidade.
S&o doencas que aumentam a incidéncia de acordo com o aumento da idade e podem ser
ocasionadas por desequilibrios de uma célula precursora em comum. Sendo assim, tem
sido proposta uma relacdo entre 0sso e gordura (Rosen e Bouxsein, 2006).

A osteoporose € uma desordem caracterizada por aumento na fragilidade do
esqueleto devido a redugdo na quantidade e qualidade do osso (Abdallah e Kassem,
2012). A etiologia das fraturas osteopordticas é multifatorial, onde a baixa densidade
mineral Ossea (DMO), a alta taxa de turnover Gsseo e a fragilidade fisica, séo
conhecidos como fatores preponderantes no desenvolvimento desses quadros clinicos
(Abdallah e Kassem, 2012).

As interacBes entre 0 0sso e a gordura se devem a unidade de remodelamento
0sse0, que € composta por osteoblastos (formacdo 6ssea), osteoclastos (reabsorcéo
Ossea) e ostedcitos (forma osteoblastos no interior da matriz 6ssea), esta unidade é
amplamente estratégica.

Os osteoclastos originam-se de precursores hematopoiéticos na circulacdo e da
medula Ossea, enquanto que 0s osteoblastos sdo derivados de células tronco
mesenquimais medulares dssea. A diferenciacdo destes dois tipos de células neste meio
é coordenada durante a ativacdo do remodelamento 0sseo.

A formagdo dssea tem seu auge entre 12 e 18 anos de idade, onde ha trabalho
coordenado entre organismo e o ambiente, favorecendo o0 aumento na espessura e
comprimento do 0sso, através estimulagdo no desenvolvimento Gsseo. No entanto,
qualquer desordem que altere a génese 0ssea, como: aumento da reabsorcdo 0ssea, pode
levar a uma menor formacdo dssea e aumentar a fragilidade deste mais tarde na vida
(Rosen e Bouxsein, 2006).

Com o enwelhecimento e a reducdo dos hormbnios sexuais, se instala um
processo inexoravel de perda 6ssea em homens e mulheres, onde a reabsorcdo dssea
supera a formacdo. Este quadro se deve a ativacdo dos osteoclastos, que por sua vez
aumentam a fragilidade do osso e o declinio da funcdo dos osteoblastos, contribuindo

para um menor desenvolvimento 0sseo (Devlin, 2011; Dy etal., 2011).



A prética de atividade fisica tem sido proposta como profilaxia e terapia contra a
osteoporose (Bonner et al.,, 2003; Ksiezopolska-Orlowska, 2010), devido a carga
mecanica gerada no 0sso pelo exercicio fisico, sendo fator preponderante na regulacéo
da atividade das células Gsseas, consequentemente, estimulando a formacdo Ossea. Os
exercicios propostos na literatura sdo aqueles com capacidade de estimular a unidade de
remodelamento do tecido Gsseo, como caminhada, corrida, saltos, natacdo e exercicios
resistidos (Ksiezopolska-Orlowska, 2010). Estudos prévios tém avaliado o efeito do
treinamento resistido (TR) na DMO e had resultados mostrando 0 aumento na
mineralizacdo deste tecido, bem como a atenuacdo na desmineralizagdo dssea (Anek et
al., 2015; Zhao, R., Zhao, M., et al., 2015).

Frente ao exposto acima, 0 objetivo desta revisdo é discutir a obesidade do
tecido 0sseo promovendo os quadros de osteoporose e a influéncia do TR na obesidade

Ossea e consequentemente na osteoporose.

1.2- INTER-RELACAO GORDURA/OSSO

Atualmente sabe-se que o tecido adiposo atua também como um Orgao
endocrino liberando uma série de peptideos e outros fatores que podem agir de forma
autocrina e paracrina. Fatores estes que contribuem para 0 aumento da secrecdo de
adipocinas consideradas pro-inflamatorias resultando em um processo inflamatdrio que
pode influenciar diretamente o tecido d6sseo (Rosen e Bouxsein, 2006; Cao, 2011). As
adipocinas desempenham diversas funcGes que incluem desde a regulacdo da
homeostase energética, funcdo imunoldgica, cardiovascular, metabolica e até mesmo
regulacdo do remodelamento Osseo. Sabe-se que a hipertrofia dos adipécitos estd
associada ao aumento da infitracdo de macrdéfagos pro-inflamatérios que induz ao
aumento na producdo de adipocinas como, por exemplo, fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e interleucina-6 (IL-6) (Cao, 2011). Concomitantemente, ocorre uma maior
liberacdo de acidos graxos, aumento na producdo e liberacdo da leptina, resistina e
adipocinas que promovem alteracdes metabdlicas e inflamatorias que podem influenciar
fortemente o tecido Osseo. A obesidade também implica no desenvolvimento ou
progressdo de doencas musculoesquelética (Anandacoomarasamy et al., 2008).

Em um estudo com camundongos, Hotamisligil et al. (1995), observaram a
elevacdo da expressdo de citocinas pro-inflamatérias (TNF-alfa), evidenciando a relacao

entre obesidade e inflamagdo. Mais tarde ap0s com a descoberta da leptina (pequeno



horménio polipeptidio secretado pelos adipdcitos), demonstrou-se que o tecido adiposo
¢ também um Orgdo endocrino ativo (Hotamisligil, 2006). Desde entdo numerosos
estudos epidemiolégicos e clinicos tém estabelecido que a obesidade esta associada com
respostas inflamatorias cronicas, producdo anormais de citocinas, ativacdo de vias de
sinalizacdo inflamatorias e que estes processos estdo envolvidos e sdo responséveis pelo
desenvolvimento de doencas relacionadas com a obesidade, dentre elas a osteoporose
(Cao, 2011).

Na obesidade, pode ocorrer a infiltracdo de uma maior quantidade de
macrofagos no tecido adiposo, que sdo uma importante fonte de citocinas inflamatorias
(Zhao, L. et al., 2015). Zhao, L. et al. (2015), confirmaram que um aumento na
producdo de citocinas inflamatdrias se torna um fator critico para o desenvolvimento e
progressdo da obesidade.

O o0sso é um tecido dindmico que sofre turnover, processo de
modelamento/remodelamento, caracterizado pela reabsor¢do dssea pelos osteoclastos e
formacdo dssea pelos osteoblastos (Novack e Teitelbaum, 2008). A diminuicdo das
concentragdes sanguineas de hormdnios esteroides com o envelhecimento, (andropausa
no homem e menopausa na mulher), ocorre a diminuicdo da atividade e ndmero de
osteoblastos e o aumento do numero e atividade dos osteoclastos (Cao et al., 2005).
Além disso, a menopausa pode estar associada a uma maior producdo de citocinas pro-
inflamatdrias e ao aumento do acUmulo de gordura no 0sso. Este processo parece ser
iniciado por mudancas na expressdao de genes que aumentam a sintese de lipidios ao
mesmo tempo em que diminuem a expressdo de genes envolvidos na oxidagdo lipidica
(Rosen e Bouxsein, 2006).

Entre os fatores transcricionais que contribuem para a regulagcdo do metabolismo
lipidico no o0sso, apenas alguns demonstram claro papel predominante nesta regulacéo,
como por exemplo, o Receptor alfa ativado por proliferadores de peroxissomos (PPAR-
o) e 0 Receptor gama ativado por proliferadores de peroxissomos (PPAR- y) (Kohjima
et al., 2007; Domingos et al., 2011; Takano et al., 2011). O PPAR-a ¢ altamente
expresso em tecidos com elevada taxa de oxidacdo de acidos graxos, sendo ativado
pelos mesmos (Minnich et al., 2001). O PPAR-y ¢ o regulador dominante da
adipogénese Ossea ao favorecer a diferenciacdo de células tronco mesenquimais em
adipdcitos ao invés de osteoblastos, sendo que a sua reducdo aumenta a

osteoblastogénese in vivo (Akune et al., 2004).
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O aclmulo de gordura nos 0ssos induz ao aumento nas concentracBes de
citocinas pro-inflamatorias como TNF-o, Interleucina 6 (IL-6) e Interleucina (IL-1), as
quais sdo fatores chave para o processo de diferenciacdo dos osteoclastos e reabsorgéo
Gssea, ocasionando quadros de osteopenia e osteoporose. E consenso na literatura que
0S osteoblastos regulam o recrutamento e atividade dos osteoclastos por meio da
expressdo de ativador do receptor ligante ao fator nuclear Kappa-f (RANKL) e
osteoprotegerina (OPG). A RANKL ¢é expresso na superficie das células estromais dos
osteoblastos e se ligam aos seus receptores, receptor de ativagdo do fator nuclear kappa-
B (RANK), na superficie das ceélulas precursoras hematopoiéticas para estimular a
diferenciacdo e maturacdo dos osteoclastos na presenca do fator de estimulagcdo da
colénia de macrofagos (M-CSF). A OPG, que é um receptor secretado pelos
osteoblastos, se ligam a RANKL para prevenir a ativacdo da RANK e entdo prevenir a
diferenciacdo e ativacdo dos osteoclastos (15). Evidéncias cientificas demonstram que
que 0 aumento na atividade dos osteoclastos e 0 aumento na reabsor¢do Ossea em
mulheres ap0s a menopausa esta relacionado com a super regulagio da RANKL
(16,17,18).

Colaborando com estes dados, Kimble et al. (1995) demonstraram que a inibi¢éo
da IL-1 e do TNF-a diminui a formagdo de osteoclastos ¢ a reabsor¢do Ossea em
camundongos castrados. Estas alteracbes na biogénese e no metabolismo das células
adiposas no 0sso podem ser acompanhadas pelo remodelamento 6sseo (Cao et al., 2005;
Novack e Teitelbaum, 2008; Shiguemoto et al., 2011). Em estudo, Kimble et al. (1995)
evidenciaram que blogueando a agdo da IL-1 e do TNF-alfa, ocorre a diminuicdo da
formacdo de osteoclastos e da reabsorcdo 6Ossea em camundongos ovariectomizados.
Diante do exposto, fica claro que as citocinas pré-inflamatérias como TNF-alfa, 1L-6 e
IL-1 sdo fatores chaves para o processo de diferenciacdo dos osteoclastos e reabsorcéo
Ossea, resultando em quadros de osteopenia e osteoporose. A acelerada perda de massa
Ossea com o envelhecimento se deve ao aumento dos niveis circulantes destas citocinas.
Estas alteracOes na biogénese e no metabolismo das células adiposas no 0sso podem ser

acompanhadas pelo remodelamento da matriz extracelular 6ssea.

1.3- REMODELAMENTO DA MATRIZ EXTRACELULAR
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O o0sso possui uma extensa Matriz extracelular (MEC), onde a mais abundante
proteina € o colageno tipo I, capaz de promover integridade de estrutura, bem como
fornecer suporte para forgas mecénicas impostas a este tecido. Dentro da MEC, as
proteinas da matriz celular (MPs), sdo responsaveis pelo desenvolvimento estrutural do
tecido (Reich et al., 2010). As proteinas da matriz se ligam aos receptores celulares,
como por exemplo as integrinas, promovendo assim a interagdo com a matriz estrutural,
com as proteases presente no liquido extracelular e diversos mecanismos que podem
influenciar a atividade celular. Esta interacdo permite regular a atividade das proteinas
na MEC. Proteinas estruturais da MEC como: fibronectina e colageno também se ligam
as integrinas, demonstrando que, as MPs apresentam potencial de modular suas fungdes
pela competicdo nos sitios de ligagao (Shiguemoto et al., 2012).

Existem dois tipos de MPs especificas, a osteopontina (OPN) e a Sialoproteina
Ossea (BSP), estas apresentam concentracdes elevadas frente a processos inflamatérios e
ao remodelamento tecidual (Giachelli e Steitz, 2000). Especificamente, estas se ligam
aos receptores presentes na MEC para ativar as Metaloproteinases de Matriz (MMPs),
no caso do tecido 6sseo, principalmente a Metaloproteinases de Matriz do tipo 2 (MMP-
2), mesmo em presenca de seus inibidores (TIMPs 1 e 2) (Fedarko et al., 2004;
Shiguemoto et al., 2012)

As MMPs sdo uma familia de endopeptidases dependentes de zinco capazes de
degradar componentes da matriz extracelular, como colageno, proteoglicanos, elastina,
laminina, fibronectina e outras proteinas. As MMPs estdo envolvidas em processos
fisiolbgicos relacionadas ao turnover do tecido conectivo, remodelamento. Além disso,
atuam também em processos patologicos como metastase de tumores, inflamacdo e
artrites (Kjaer, 2004; Ali et al., 2012).

Os principais grupos de MMPs sdo as colagenases intersticiais, que degradam
colageno do tipo | (exemplo MMP-2), duas gelatinases também conhecidas como
gelatinases A (MMP-2) e gelatinase B (MMP-9) ambas eficientes em degradar o
colageno do tipo IV (presente no tenddo); (IIl) estromalisinas ( exemplo MMP-3 e
MMP-10) que possui substratos especificos para proteoglicanos, fibronectina, laminina
e alguns tipos de colageno; (1V) o subgrupo tipo membrana de seis MMPs (MT1-MMP
a MT6-MMP) e (V) o subgrupo heterogéneo (MMP-7, MMP-12 e MMP-20) (Kjaer,
2004).

As metaloproteinases sdo sintetizadas na forma de um zimogénio inativo com

um dominio pro-peptidico auto inibitorio, além de um dominio catalitico que contém
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jon de zinco (Zn2). As gelatinases (MMP-2 e MMP-9) apresentam trés fibronectinas
tipo Il as quais formam um dominio com ligacdo ao colageno permitindo a ligacdo e
clivagem do colageno tipo IV ou desnaturacdo deste coladgeno. A ativacdo da MMP
requer a dissociacdo da ligacdo entre a sufridil cisteina no dominio pré-peptidico e o ion
Zn? catalitico. O residuo cisteina e 0 dominio catalitico de Zn2 sdo comuns a todas as
MMPs. O chamado trocador de cisteina parecer ser um mecanismo de ativacdo comum
para todas as MMPs. Essa interacdo entre 0 residuo cisteina com o0 Zn2 mantém a
enzima na forma inativa ou latente (Pro-MMP). Por esse motivo € necessario a
dissociacdo entre o residuo cisteina € 0 Zn?. O complexo mecanismo de ativagdo das
MMPs é coordenado por um mecanismo que € chamado de trocador de cisteina, sendo
que se houver interacdo entre o residuo cisteina e 0 Zn? a enzima estara inativada. Se
por algum motivo ocorrer esta dissociacdo entre o residuo e 0o Zn? ocorrerd a ativagdo
das MMP (MMP ativa) (Kjaer, 2004).

Tipicamente as MMPs sdo expressas em tecidos quando ha algum processo de
reparacdo e/ou remodelamento fisiologico (Kjaer, 2004). A MMP-2 é uma gelatinase
(gelatinase A) capaz de desnaturar o colageno (gelatina). Além de sua capacidade em
degradar colagenos dos tipos I, I, Il e IV, ela também exerce uma acdo sobre a
elastina, a fibronectina e outros componentes da matriz extracelular sendo, sendo
expressa e secretada constitutivamente em mioblastos e fibroblastos em condicGes
fisiolbgicas. Alguns fatores, como as citocinas, podem aumentar sua expressao tecidual
(Nyman et al., 2011).

Como mencionado acima, as MMPs sdo enzimas proteoliticas que coletivamente
degradam os componentes da matriz organica nos 0ssos e varios membros desta familia
(dentre elas MMP-2 e MMP-9) possuem habilidade de degradar o colageno do tipo |
(Nyman et al., 2011). As MMP-2 e MMP-9 influenciam tanto as propriedades
estruturais quanto biomecénicas dos 0ssos, uma vez que a expressdo dos osteoblastos
sd0 mediadas via ativacdo MMPs, proporcionando desta maneira um equilibrio entre
formacdo e reabsor¢do Gssea (Inoue et al., 2006; Nyman et al., 2011). Frente a isso,
observa-se que 0 aumento na atividade das MMPs ¢ usualmente indicativo de
degradacdo da matriz que ¢ necessaria para permitir o crescimento tecidual (Marqueti et
al.,, 2008). A MMP-2, em sua forma ativa (62kD), ¢ importante para a preservacdo da
massa Ossea. J& foi demonstrado que a deficiéncia da MMP-2 induz a um distdrbio
0sseo caracterizado por destruicdo do tecido na forma de nodulose, artrite e ostedlise, e

também osteoporose generalizada (Inoue et al., 2006), fato que sugere papel mais
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complexo dessa gelatinase no desenvolvimento e manutengdo do osso (Nyman et al.,
2011).

Recentemente Shiguemoto et al. (2012) demonstram que a ovariectomia diminui
a atividade da MMP-2 na tibia de ratas e prejudica 0 remodelamento da matriz
extracelular o que gera reducdo da forca de resisténcia O0ssea. Ademais, foi especulado
que a osteopontina e a sialoproteina dssea, presentes em concentracGes elevadas em
processos inflamatorios, podem estar envolvidas na ativacdo de metaloproteases de

matriz do tipo 2 e do tipo 9.

1.4- REPOSICAO HORMONAL X TECIDO OSSEO

A redugdo na producdo dos hormdnios sexuais que ocorre na menopausa, esta
associado a varias alteracbes metabodlicas que podem comprometer a qualidade de vida,
sendo uma questdo de salde publica, pois aproximadamente 40% das mulheres neste
periodo procuram assisténcia médica para tratamento dos sintomas (Leite et al., 2010).
A menopausa por sua vez tem sido associada com aumento no risco de doengas como:
diabetes, sarcopenia, mudancas na composicdo corporal, dislipidemias, reducdo da
densidade 6ssea (DO) (osteopenia/osteoporose) (Leite et al., 2010).

O conceito de que deficiéncia de estrdgeno € critico para o surgimento da
osteoporose, é demonstrado através da relacdo direta entre os niveis de horménios
sexuais femininos e DMO. O remodelamento dsseo é acelerado na menopausa, devido
ao aumento dos marcadores de reabsorcdo Ossea e a ndo reducdo na formacdo Ossea
(Raisz, 2005). Dessa forma, a deficiéncia de estrdgeno aumenta a reabsorcdo Ossea e 0
tratamento com drogas andlogas a este hormdnio podem diminuir a reabsorcdo deste
tecido.

Estudo em animais e em cultura de células é evidenciado que o estrogeno age no
remodelamento 6sseo via receptores de estrogeno [receptor de estrégeno o (RE-a) e
receptor de estrogeno B (RE-B)]. O RE-a é o mediador da acgdo estrogénica no
esqueleto. Isso acontece devido a capacidade do estrogeno em agir estimulando as
células de linhagem osteoblastica, concomitantemente com acdo sobre as células de
linhagem hematopoiéticas (precursores de osteoclastos, osteoclastos maduros e
linfocitos) (Raisz, 2005). As citocinas e fatores de crescimento podem mediar este

efeito, a perda de massa Gssea com a auséncia dos hormonios ovarianos é estimulada
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pela ativagdo de mediadores pr6 inflamatorios como: TNF-a e Interleucina-1p,
acelerando a ativacdo osteoclastica via RANKL/RANK/OPG (Boyce etal., 2012).

Esta estabelecido que os osteoblastos regulam o recrutamento e atividade dos
osteoclastos por meio da expressdao de (RANKL) e osteoprotegerina (OPG). A RANKL
se expressam na superficie das células estromais dos osteoblastos e se ligam aos seus
receptores, RANK, na superficie das células precursoras hematopoiéticas para estimular
a diferenciacdo e maturagdo dos osteoclastos na presenca do fator de estimulagcdo da
colbnia de macréfagos (M-CSF). A OPG, um receptor secretado pelos osteoblastos, se
ligam a RANKL para prevenir a ativagdo da RANK e entdo prevenir a diferenciagéo e
ativacdo dos osteoclastos (15). Evidéncias cientificas demonstram que 0 aumento na
atividade dos osteoclastos e aumento na reabsorcdo 6ssea em mulheres apés a
menopausa esta relacionado com a super regulacdo da RANKL (Mellis et al., 2011).

As citocinas pro-inflamatérias como TNF-alfa, IL-6 e IL-1 sdo fatores chaves
para o processo de diferenciacdo dos osteoclastos e reabsorgdo 0Ossea, ocasionando
quadros de osteopenia e osteoporose (Chen et al., 2016). A acelerada perda de massa
6ssea com 0 envelhecimento se deve ao aumento dos niveis circulantes destas citocinas.
Schett (2011) mostrou que o TNF-a é potente estimulador da osteoclastogénese por
estimular os precursores dos osteoclastos e a IL-1 é importante na regulacdo dos
osteoclastos e consequentemente na reabsorcao 0ssea.

Diante disso, a deficiéncia de estrogeno ¢ o maior fator para inducdo da reducdo
na massa 0ssea com a menopausa e desenvolvimento subsequente de osteoporose. A
reposicdo de hormdnios sexuais apOs a menopausa é capaz de prevenir a perda de tecido
0sseo, caracteristica proveniente da estimulacdo da formacdo em detrimento da
reabsorcdo do osso (Vural et al., 2006). H& evidéncias que mostram a associagdo
positiva entre reposicdo hormonal e reducdes no risco de fratura de quadril e coluna
(Brown, 2008; Callewaert et al., 2010). A quantidade total de massa ¢ssea acumulada
ao longo da vida é dependente dos niveis de estrogeno liberado. Sendo assim, existe

uma associacdo positiva entre reposicdo hormonal e massa 6ssea (Yang et al., 2012).

1.5- EXERCICIO RESISTIDO E 0SSO

Como mencionado anteriormente, 0 0sso € um tecido que estd em constante
remodelamento, sendo desta maneira um tecido dindmico, isso faz com que ele seja

capaz de responder a muitos estimulos, inclusive ao exercicio fisico. Durante a préatica
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de exercicios, este tecido sobre forcas de compressdo, de atrito, gerando assim,
respostas a estes estimulos, respostas estas que vdo ao encontro da formagdo da massa
0ssea.

Os exercicios resistido e de impacto sdo potentes estimuladores do metabolismo
0sse0. Em estudos prévios tém sido demonstrados que esta modalidade de exercicio
favorece a reducdo de fraturas. Howe et al. (2011), em estudo incluindo 4.320
participantes, verificaram que o exercicio resistido de alta intensidade foi capaz de
aumentar a densidade mineral no fémur. Ainda observaram que para 0 aumento na
densidade mineral nos ossos das vertebras é necessario a associagdo dos exercicios
resistido, de impacto e aerobio. No entanto, 0s exercicios de impacto apresentam
limitacbes para determinadas condicbes como por exemplo: osteoartrite, hérnia de
disco, fraturas vertebrais e problemas na articulacdo dos joelhos (Moreira et al., 2014).
Nestes casos, 0 mais indicado séo exercicios com menos impacto (Moreira et al., 2014).

Durante 0 TR a contracdo muscular € capaz de gerar estimulos mecanicos que
afetam diretamente 0 0sso, gerando respostas osteogénicas neste tecido. Estas forgas no
tecido Osseo geralmente sdo de tensdo, compressdo e torsdo, sendo elas as responsaveis
pelo surgimento de sinais elétricos no tecido (conhecido como efeito piezoelétrico)
(Rajabi et al., 2015). Esse efeito acaba estimulando a acdo osteoblastica favorecendo a
formacdo dssea, dessa forma, o efeito piezoelétrico aumenta a DMO, por ocorrer
deposicédo de minerais na por¢do que estd sofrendo pressdo (Rajabi et al., 2015).

O TR de moderada a alta intensidade (70 a 90% da 1 repeticdo méaxima), com
realizacdo de 3 a 4 exercicios com 8 a 12 repeticdes e frequéncia semanal de 2 a 3 vezes
é capaz de manter e até mesmo melhorar a DMO do quadril e do fémur de mulheres no
periodo pds menopausa (Wilhelm et al., 2012). Além disso, nesta sistematica revisdo
realizada por Wilhelm et al. (2012) em idosos com osteopenia e osteoporose, foi
elucidado também o benéfico efeito do TR nas capacidades fisicas (forca, resisténcia,
poténcia, agilidade etc), bem como na qualidade de vida diaria. Estudos prévios tém
apresentado que o TR com maiores efeitos sobre a massa dssea devem ser dinamicos, de
alta intensidade e curta duracdo (Balsamo et al., 2013; Basat et al., 2013).

Importante ressaltar que os marcadores bioquimicos do metabolismo dsseo
refletem diretamente na formacéo/reabsorcdo do 0sso. Apesar de 0s mecanismos pelos
quais 0 metabolismo 06sseo € estimulado ndo estar completamente elucidado na
literatura, sabe-se que os marcadores bioquimicos no tecido sdo sensiveis a estimulacao
pelo exercicio resistido (Gombos et al., 2016). Gombos et al. (2016) avaliaram o efeito
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do exercicio resistido e aerdbio nos marcadores bioguimicos do metabolismo 0Gsseo e
constataram que no exercicio aerébio ha aumento nos marcadores relacionados com a
formacdo Ossea (osteogénese), enquanto que no exercicio resistido, este aumento
também existe e ainda é seguido por reducGes no niveis de marcadores bioquimicos

para a reabsorgdo 0ssea.

EFEITOS DO EXERCICIO FiSICO NA DENSIDADE MINERAL
OSSEA (DMO)

1.6-

A reducdo na DMO esta associada com o envelhecimento e reducdo na producéo
dos horménios ovarianos. Esta alteracdo fisioldgica predispde 0 0sso a micro danos que
posteriormente pode ocasionar fraturas. Frente a isso, estratégias tém sido investigadas
afim de minimizar este quadro e consequentemente reduzir os indices de fratura. Uma
das estratégias é prescricdo do exercicio fisico, que € conhecido por gerar estresse na
estrutura de modo a aumentar a taxa de formacdo em detrimento da taxa de reabsorcédo
(Betancourt Ortiz, 2014). A tabela a seguir apresenta alguns estudos que analisaram a

influéncia do exercicio na DMO.

Tabela 1: Estudos ilustrando os efeitos dos exercicios fisicos na DMO.
Exercicio Autor/Ano  Objetivos Resultados
ER + Hinton et Avaliar o efeito de 12 ER e Pliometria
Pliometria al. (2015) semanas de ER e Exercicio aumentam da DMO e o
com saltos na DMO ER aumentou também a
DMO do quadril.
ER + Winters- Avalar o efeito de 12 ER e Pliometria
Pliometria Stone etal. semanas de ER e Exercicio aumentam da DMO e
(2013) com saltos na DMO e melhora a composicéo
composicdo  corporal  de corporal.
mulheres pds menopausa e
que passaram pelo tratamento
de cancer de mama.
ERFeERP  Grayetal. Avaliar o efeito de 48 Ambos exercicios sdo
(2013) semanas de ER de forca e ER técnicas importantes para

de poténcia na DMO de

a manutencdo da DMO.



ER e ERA Balsamo et
al. (2013)
ER, EA e Shah et al.
Flexibilidade (2011)
EF e agentes Zhao, R.,
anti- Xu, Z., et
reabsor¢ao al. (2015)
ER Zhao, R.,
Zhao, M.,
et al.
(2015)
Exercicio Xu etal.
fisico (2016)

mulheres pGs menopausa.
Analisar os efeitos do ER e
dos exercicios com massa

corporal na agua.

Avaliar 0 efeito do

treinamento  fisico e da
reducdo do massa corporal

em relacdo a DMO

Esta meta analise objetivou
avaliar o efeito do exercicio
junto as drogas que inibem a

reabsorcao 0ssea.

Meta analise com o objetivo
efeito  de
protocolos  de

de avaliar o
diferentes
exercicio resistido na DMO
Revisdo com objetivo de
avaliar o impacto de mais de
um tipo de exercicio resistido
no osso de mulheres jovens e

no periodo pds menopausa.
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ER e exercicios aquaticos

sdo eficientes em

preservar a massa Ossea

em mulheres pos
menopausa

A dieta reduz massa
corporal e aumenta a
degradacdo 0Ossea,
enquanto 0 treinamento

reduz 0 massa corporal e
aumenta a  formagéo
0ssea.

O exercicio fisico foi
capaz de aumentar a
capacidade de atuagéo

das drogas que sdo

utilizadas para inibir a
reabsorcao 0ssea.

ER de alta intensidade e
impacto foi mais eficiente
em aumentar a DMO do
que ER com caracteristica
de resisténcia.

ER de alta intensidade e
impacto ~ foram  mais
eficientes em preservar e

aumentar a massa 0ssea

das mulheres nos
periodos pré e poés
menopausa.

ER: Exercicio Resistido; EA: Exercicio Aerobio; ERA: Exercicios com massa corporal
na &gua; ERF: Exercicio Resistido com objetivo de aumento de Forca; ERP: Exercicio
Resistido com o objetivo de aumento de poténcia; EF: Exercicio Fisico
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2- JUSTIFICATIVA PARA REALIZACAO DO TRABALHO

Frente aos saberes supracitados, nota-se que 0s exercicios fisicos junto a
reposicdo hormonal desempenham papel importante na prevencdo da osteoporose e
reducdo nos riscos de fratura. No entanto, como apresentado na meta andlise de Zhao,
R., Xu, Z., et al. (2015), os efeitos positivos do exercicio podem ser mascarados com a
deficiéncia de estrdgeno, devido a reducdo no nudmero e funcdo dos receptores de
estrégeno, uma vez que este horménio regula as respostas do tecido Osseo frente a
imposicdo das cargas mecanicas.

Atualmente, a administracdo de estrogeno é fator estimulante das respostas
osteogénicas quando o 0sso é submetido a cargas mecanicas, isso acontece por ocorrer a
super regulacdo dos receptores de estrdgeno no tecido. A reposicdo hormonal deprime a
reabsorcdo Ossea, enquanto 0 exercicio aumenta a formacdo Ossea. Frente a isso,
acredita-se que a somatoria do exercicio com a reposicdo hormonal produzira efeitos
positivos na DMO.

Ja tem atraido grande atencdo da comunidade cientifica a combinacdo entre a
utilizagdo da reposicdo hormonal e o exercicio fisico, mas ainda ndo h& consenso dos
efeitos destes tratamentos propostos devido a inconsisténcia que existe nos resultados
(Zhao, R., Xu, Z., et al., 2015). Estes resultados sdo inconsistentes, uma vez que ha
grande variacdo no tamanho da amostra, o0 regime de utilizacdo das drogas e a
frequéncia/intensidade dos programas de exercicios.

Sendo assim, se faz necessario combinar o efeito da reposicdo hormonal, do
exercicio fisico, bem como a combinacdo de ambos para melhorar o poder dos
resultados que ja existem na literatura. Para tanto, este trabalho que serd exposto a
seguir vem para preencher uma porcdo da lacuna que existe na literatura a respeito do

exercicio resistido e reposicdo hormonal.
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3- MANUSCRITO

3.1- TITULO

Treinamento resistido e reposicdo hormonal aumentam a atividade da MMP-2,
qualidade e quantidade de osso de ratas ovariectomizadas
Treinamento  resistido, reposicdo hormonal e salde Ossea em ratas

ovariectomizadas

3.2- RESUMO

Objetivo: o objetivo do presente estudo foi investigar a influéncia do treinamento
resistido (TR) e reposicdo hormonal (RH) na atividade das metalloproteinases 2 (MMP-
2), nas propriedades biomecanicas e biofisicas do 0sso de ratas ovariectomizadas
(OVX). Métodos: fémeas albinas foram agrupadas em seis grupos (11 animais por
grupo): Sham Sedentario (SHAM Sed); Ovariectomizado Sedentario (OVX Sed); Sham
Operado Treinamento Resistido (SHAM TR); Ovariectomizado Treinamento Resistido
(OVX TR); Ovariectomizado Sedentario com Reposicdo Hormonal (OVX Sed-RH) e
Ovariectomizado Treinamento Resistido com Reposicdo Hormonal (OVX TR-RH). Os
animais dos grupos que receberam RH tiveram capsulas de silastic implantadas com
uma solucdo de Oleo de girassol com 180pg de 17B-estradio/mL. Os animais foram
submetidos a0 TR por 12 semanas (3 vezes por semana, onde realizavam de 4-9
escaladas), o treinamento acontecia em uma escada vertical de 1,1m com 0s pesos
fixados em sua cauda. As andlises biomecénicas e biofisicas foram realizadas utilizando
a maquina de teste universal e a atividade da MMP-2 por zimografia. Resultados: a
densidade Ossea e 0 conteldo mineral 6sseo foram maior nos grupos TR e RH. A
atividade da MMP-2 também foi maior nos grupos que foram submetidos a0 TR e RH.
A andlise biomecanica (rigidez, carga no ponto de fratura e carga maxima) utilizada
para demonstrar a qualidade do osso foi maios no grupo TR com associacdo do RH.
Concluséo: nossos resultados indicam que o TR e RH foram eficientes em aumentar a
atividade da MMP-2, as propriedades biomecanicas e biofisicas dos o0ssos de ratas

ovariectomizadas.

Palavras Chave: Osteoporose, Treinamento Resistido, Ovariectomia, Reposicdo
Hormonal e Matrix Metaloprotease 2 (MMP-2).
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ABSTRACT

Purpose: The aim of the present study was to investigate the influence of resistance
training (RT) and hormone replacement (HR) on MMP-2 activity, biomechanical and
physical properties bone of ovariectomized (OVX) rats. Methods: Sprague-Dawley
female rats were grouped into six experimental groups (n = 11 per group): sham-
operated sedentary (SHAM Sed), ovariectomized sedentary (OVX Sed), sham-operated
resistance training (SHAM RT), ovariectomized resistance training (OVX RT), (OVX
Sed-HR), and OVX RT-HR. HR groups received implanted silastic capsules with a 5%
solution of 17B-estradiol (50 mg 17B-estradiol/ml of sunflower oil). In a 12-week RT
period (27 sessions; 4-9 climbs) the animals climbed a 1.1 m vertical ladder with
weights attached to their tails. Biomechanical and physical bone analyses were
performed using a universal testing machine, and MMP-2 activity analysis was done by
zymography. Results: Bone density and bone mineral content was higher in the RT and
HR groups. The MMP-2 activity was higher in the RT and HR groups. The
biomechanical analysis (stiffness, fracture load and maximum load) demonstrated better
bone tissue quality in the RT associated with HR. Conclusion: The RT alone as well as
when it is associated with HR was efficient in increasing MMP-2 activity,

biomechanical and biophysical properties bone of ovariectomized rats.

Keywords: Osteoporosis, Resistance Training, Ovariectomy, Hormone Replacement

and metalloproteinase-2 (MMP-2).
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3.3- INTRODUCAO

A osteoporose é uma doenca esquelética multifatorial, descrita pelo declinio da
massa Ossea e desorganizacdo na microarquitetura deste tecido, resultando em redugdo
da forca mecénica e aumento no risco de fratura (Rosen e Bouxsein, 2006). Esta doenca
¢ um sério problema de salde para mulheres na menopausa, uma Vez que
aproximadamente 20% delas sdo detectadas com osteoporose (Sipos et al., 2009).
Dentre os principais fatores de risco para surgimento da osteoporose destacam-se a
idade, o género, a obesidade e a deficiéncia de estrogeno (Yang et al., 2012). Muitos
tratamentos medicamentosos tem sido proposto com o objetivo de prevenir a reducdo na
massa 0ssea, no entanto estes geram muitos efeitos colaterais no organismos e tendem a
ser de alto custo (Sipos et al., 2009). Frente a isso, a busca por estratégias que
favorecam o0 aumento na massa 0ssea e previna a perda deste tecido torna-se grande
desafio para os estudiosos desta area da ciéncia.

O o0sso é um tecido dindmico que estd em constante processo de
formacdo/reabsorcdo, isso se deve a atividade dos osteoblastos e osteoclastos,
respectivamente. O equilibrio entre estes dois tipos de células pode contribuir para o
desenvolvimento do o0sso (Rosen e Bouxsein, 2006). Concentracbes séricas de
hormbénios e fatores locais inibem a atividade osteocléstica e regulam o remodelamento
do tecido. Ou seja, reducdes na quantidade de hormdnios sexuais resulta em aumento no
turnover 6sseo, proporcionando aumento taxa de reabsor¢do (aumento na atividade dos
osteoclastos) e reducdo na taxa de formacdo (reducdo na atividade dos osteoblastos),
fato este que resulta em reducdo da massa dssea (Rosen e Bouxsein, 2006). Além disso,
a falta dos hormbénios ovarianos pode ainda contribuir para 0 aumento na excrecao
urinaria de calcio (Gala et al., 2001). Isto parece ocorrer por causa que 0s horménios
ovarianos favorecem a reabsorcdo tubular do célcio (Dempster e Lindsay, 1993),
contribuindo assim, para a reducdo no conteldo mineral do osso (CMO) e também para
a diminuicdo na densidade dssea (DO).

O turnover é um dos principais fatores determinante da integridade estrutural do
tecido 6sseo. Qualquer mudanca na taxa Otima de turnover, tais como um dréstico
aumento apds a menopausa e ovariectomia tem potencial de alterar a microestrutura e 0s
aspectos mecanicos do 0sso. Para avaliar a qualidade e quantidade do tecido 06sseo,
analisa os parametros que mostram a organizacdo tridimensional das trabéculas dsseas,

mostrando a microarquitetura, a geometria, microfraturas existentes no 0sso por meio da
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absorciometria por dupla emissdo de raios-x (DXA). Pode ainda realizar avaliagdes que
apresentam as propriedades intrinsecas da matriz extracelular (MEC), via atividade das
Metaloproteinases do tipo 2 (MMP-2) (Cabral et al., 2014).

O exercicio fisico possui efeito positivo no esqueleto e a carga mecanica gerada
pela pratica de atividade fisica tem sido reportada como fator preponderante de
preservacdo e aumento da massa e forca Ossea, respectivamente (lwamoto et al., 2009;
Shiguemoto et al., 2012). Em modelos de osteoporose com ratos varios tipos de
exercicios, incluindo o exercicio em esteira (Simoes et al., 2008), exercicios com saltos
(Marqueti et al., 2008), exercicios com vibracdo corporal (De Oliveira et al., 2010),
exercicio resistidlo em escada (Shiguemoto et al., 2012), natacdo (Falcai et al., 2014)
foram estudados para analisar a eficiéncia destes protocolos na perda de massa 6éssea.
Assim, faz se necessarios estudos que avaliam as respostas do treinamento juntamente
com a reposicdo hormonal (RH). Esta RH tem sido prescrita principalmente para
reposicdo dos hormonios sexuais, visando compensar a perda 0ssea e minimizar 0S
sintomas causados pela falta destes hormdnios.

A qualidade do osso pode ser alterada por um ndmero de fatores, tais como, as
alteracfes na matriz extracelular (MEC) causadas por variagbes na composicao, arranjo
e comunicacdo dos constituintes organicos (colageno e proteinas ndo colagenosas na
MEC) e também por constituintes inorganicos (cristais de hidroxiapatita) (Nordin e
Morris, 1989). Além disso, 0 0sso acumula micro danos com o envelhecimento devido a
incapacidade de reparar as micro fraturas que ocorrem no 0sso (Chapurlat e Delmas,
2009) . Todas estas mudangas refletem ndo apenas na quantidade do 0sso, mas também
na qualidade da MEC deste tecido. O papel e a magnitude das mudancas na MEC
causadas pela menopausa e envelhecimento ainda sdo pouco compreendidos.

As metalloproteinases de matriz (MMPs) sdo importantes para manutencdo da
integridade da MEC nos tecidos. A MEC envolve as células Gsseas oferecendo suporte
estrutural e protecdo, 0s quais sdo essenciais para manutencdo da integridade do
esqueleto. A integridade da matriz envolve a sintese e degradacdo dos constituintes da
mesma, incluindo colageno, glicoproteinas, glicosaminoglicanos e proteoglicanos
(Kjaer, 2004). MMPs, principalmente a MMP-2 e MMP-9, iniciam degradagdo do
colageno no ambiente extracelular (Shiguemoto et al., 2012). A expressdo das MMP-2
sdo altamente regulados por fatores de crescimento, por citocinas produzidas durante o
remodelamento tecidual, por agentes bioquimicos e também por interacdo da matriz

com a célula (Kjaer, 2004). Estas enzimas possuem papel essencial na proliferacdo e
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diferenciacdo, regeneracdo apds danos e na homeostasia tecidual. O aumento na
atividade das MMPs é indicativo de degradacdo da matriz, processo este importante no
crescimento, desenvolvimento e fortalecimento do tecido. A MMP-2 em sua forma ativa
(62kD) preserva a massa Ossea. Estudos prévios demonstraram que a diminuicdo na
MMP-2 causa destruicdo do tecido 0sseo, favorecendo a osteoporose, fato este que
demonstra a importdncia da MMP-2 no desenvolvimento e manutencdo do 0SSO
(Matsuo e Nango, 2012).

A ovariectomia diminui a atividade da MMP-2 e a producdo de colageno do tipo
I e Ill. Colageno do tipo | € encontrado abundantemente no 0sso e tem funcdo de
promover elasticidade junto com forca no tecido dsseo (Cao, 2011). Frente a isso,
mudangas no colageno 6sseo como ocorre no processo de osteoporose pode afetar as
propriedade mecénicas do tecido e deixa-lo suscetivel a fraturas (Isaksson et al., 2009).
A desmineralizacdo e a diminuicdo do colageno no tecido Gsseo estdo associados com a
alta taxa de remodelamento dsseo (balanco dsseo negativo), promovendo assim a
reducdo nas propriedade biofisicas e biomecanicas dos 0ssos (Shiguemoto et al., 2012).
Sendo assim, utiliza-se a RH na tentativa de reverter os efeitos da ovariectomia.

A RH promove remodelamento tecidual, favorecendo a ativagdo de
biomarcadores envolvidos neste processo, sdo eles: 1) marcadores que refletem a
reabsorcdo 6ssea; 2) marcadores que refletem o nimero de osteoclastos e 3) marcadores
que refletem a formacdo Ossea. Marcadores de formacdo Gssea podem ser divididos em
duas categorias: 1) Proteinas que refletem o aumento na diferenciagdo dos osteoblastos
e 2) fragmentos pro colagenos que sdo liberados durante a incorporacédo do colageno na
MEC do osso (Sorensen et al., 2007).

Entre as estratégias experimentais investigadas, TR reduziu massa corporal e
massa gordo concomitantemente ao aumento na massa magro (Leite et al., 2009;
Pereira et al., 2010; Shiguemoto et al., 2012; Leite et al., 2013; Souza et al., 2014). No
entanto o efeito direto do TR e RH no tecido 0sseo necessita de mais investigacoes. Um
melhor entendimento da atividade da MMP-2 podera elucidar as respostas fisioldgicas
nos ossos frente a diferentes estimulos. Sendo assim, o objetivo deste estudo é
investigar a influéncia do TR na qualidade dos ossos e atividade da MMP-2 neste tecido
de animais ovariectomizadas.
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3.4- OBJETIVOS

Determinar os efeitos do protocolo de TR de alta intensidade associado ou ndo
com RH na atividade da MMP-2, propriedades biomecénicas e biofisicas do tecido
0sseo de ratas ovariectomizadas.

3.5- HIPOTESE

Nossa hipdtese é que a ovariectomia influencia negativamente a salde do tecido
0sseo devido a reducdo na quantidade e qualidade deste tecido e 0 TR juntamente com a

RH sera eficiente em aumentar a quantidade e qualidade do tecido Gsseo.

3.6- MATERIAIS E METODOS

3.6.1- APROVACAO DO COMITE DE ETICA E PESQUISA

Todos o0s procedimentos foram aprovados pelo Comité de FEtica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Sado Carlos Protocolo no 005/2013
e conduzidos de acordo com o guia de cuidados e manuseio de animais laboratoriais dos
Estados Unidos da América (National Research Council’s, 1996).

3.6.2- ANIMAIS

Foram utilizadas 66 ratas Holztman (Rattus norvegicus), adultas, obtidas do
Biotério da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, campus
Araraquara. Durante o periodo experimental, os animais foram mantidos em gaiolas
coletivas trés ratas por gaiola no biotério do laboratorio de Fisiologia do exercicio, do
departamento de Ciéncias Fisiologicas, sob condicdes constantes de temperatura 22 +
2°C, com iluminacdo em ciclo invertido (20:00-08:00h ciclo claro; 08:00-22:00h ciclo
escuro) com oferta de agua e dieta ad libitum.

Apos a chegada ao biotério do Laboratorio de Fisiologia do Exercicio - UFSCar
0s animais permaneceram por trés semanas em condicdo de aclimatacdo ao biotério e ao
ciclo invertido. Apds este periodo, os animais foram distribuidos nos seis grupos

experimentais conforme descrito abaixo.
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3.6.3- GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em seis grupos experimentais

(figura 1), sendo eles:

1. Sham-operado Sedentario (SHAM Sed);

2. Ovariectomizado Sedentario (OVX Sed);

3. Sham-operado Treinamento Resistido (SHAM TR)

4. Ovariectomizado Treinamento Resistido (OVX TR);

5. Ovariectomizado sedentario Reposicdo Hormonal (OVX Sed-RH);

6. Ovariectomizado Treinamento Resistido e Reposicdo Hormonal (OVX TR-RH).

Os animais sedentarios (SHAM Sed, OVX Sed e OVX Sed-RH) foram mantidos
em gaiolas por todo o periodo experimental sem nenhum tipo de treinamento. Os
animais ovariectomizados (OVS Sed, OVX TR, OVS Sed-RH e OVX TR-RH) tiveram
seus ovarios removidos (figura 2). Os animais do grupo treinado (SHAM TR, OVX TR

e OVX TR-RH) realizaram 12 semanas de TR em escada.

RATAS
(n=66)
A
{ \
SHAM OVARIECTOMIZADAS
(n=22) (n=44)
A A
f h f 1
SED TR SED TR RH TR+ RH
(n=11) (n=11) (n=11) (n=11) (n=11) (n=11)

Figura 1. Distribuicdo dos grupos experimentais.

3.6.4- PROCEDIMENTOS CIRURGICOS PARA OVARIECTOMIA E REPOSICAO
HORMONAL.

Todos os procedimentos anestésicos e cirlrgicos foram realizados pelo médico
veterinario Thiago Francisco de Moraes CRMV — SP 24016.
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Os procedimentos cirtrgicos foram realizados com as ratas sob efeito anestésico
de uma mistura de Ketamina-Xilazina (61,5-7,6 mg/kg respetivamente) injetada
intraperitonealmente. Para a ovariectomia foi realizada uma pequena incisdo bilateral
(1,0 -1,5 cm) através da pele e da camada muscular, entre a Ultima costela e a coxa, em
paralelo com a linha corporal do animal. A cavidade peritoneal foi aberta e realizada
uma ligadura abaixo da fimbria (Figura 2). Os ovarios foram removidos e as incisdes
feitas na pele e masculos suturados. A cirurgia SHAM foi realizada através dos mesmos
procedimentos da ovariectomia, com excecdo da ligadura abaixo da fimbria e da
remogdo dos ovarios, 0s quais foram apenas expostos e devolvidos ao local de origem.
Apos 7 dias de ovariectomia, foi realizado o implante da capsula Silastic® nos grupos
RH e placebo através de uma incisdo de 0,5 cm no dorso das ratas com posterior sutura
da pele. A adaptacdo ao treinamento iniciou-se 3 dias ap6s o implante. Foi utilizado

Cloridrato de Tramadol, 20 mg/kg por via subcutdnea para acdo antibidtica a cada 24

horas durante cinco dias apds os procedimentos cirdrgicos.

Figura 2. Figura retirada e adaptada de (Pereira, 2010). Procedimento de ovariectomia.
A) Anestesia e incisdo lateral. B) Exposicdo do ovario. C) Laqueadura com linha
cirirgica do ovario. D) Remogdo do ovario, reintroducdo para a cavidade abdominal e
sutura final com linha cirdrgica.
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3.6.5- REPOSICAO HORMONAL (RH)

A RH foi realizada de acordo com o protocolo de Ingberg et al. (2012), por meio
de céapsulas Silastic® (Dow Corning, VWR International, Buffalo Grove, IL, EUA) de
15 mm de comprimento e diametro interno de 1,02 mm, com uma solugdo de 5% de
17B-Estradiol (180pg de 17B-Estradiol/mL dissolvido em oleo de girassol). O volume
da solucdo administrada em cada capsula foi de 10 plL, apos adicdo, as capsulas foram
seladas em ambos os lados com cola Silastic®. As capsulas foram armazenadas a seco
por 24h para secagem da cola. Apds a secagem, foram mantidas em solucdo fisiologica
(Salina 0,9%) por no minimo 2h. O wveiculo utilizado nas capsulas dos grupos com RH e

placebo foi o0 6leo de girassol.

3.6.6- TREINAMENTO RESISTIDO

3.6.6.1- APARATOS DE TREINAMENTO

Foi utilizada uma escada vertical (1,1 x 0,18 m, degraus de 2 cm, inclinacdo de
80°) com uma gaiola de dimensdes 20 x 20 x 20 cm. Foi utilizado tubo falcon com
chumbada de pesca atado a porcdo proximal a cauda das ratas como carga de

carregamento (Figura 2).

Figura 3. Escada para treinamento de
forca (Leite et al., 2009). A = Local de
descanso depois de cada subida (2
minutos de descanso); B = Escada
utilizada para a realizacdo do TR; C =
tubo falcon atado a cauda do animal
contendo pesos utilizados como carga
de treinamento.
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3.6.6.2- FAMILIARIZACAO AO TREINAMENTO

A familiarizacdo ao treinamento foi realizada por 2 dias consecutivos seguindo
0s seguintes critérios:

- com o aparato fixado a cauda, as ratas eram colocadas na parte inferior da
escada e familiarizadas com a escalada.

- caso necessario, um estimulo com dedos em movimento de pinca era aplicado
na cauda do animal para iniciar 0 movimento de escalada.

- as dimensdes da escada obrigavam os animais a realizarem 8-12 movimentos
por escalada.

- a0 atingir a gaiola no topo da escada as ratas descansavam durante 2 minutos.

- este procedimento repetia-se até que o0s animais escalassem voluntariamente a

escada por trés vezes consecutivas, sem a necessidade de estimulo.

3.6.6.3- DETERMINACAO DA CARGA DE CARREGAMENTO

Trés dias apds a familiarizacdo, foi realizada a determinacdo da carga maxima de
carregamento, da seguinte maneira:

- a primeira escalada consistiu em carregar uma carga de 75% da massa corporal
do animal.

- ap6s 2 minutos de recuperacdo, a segunda escalada foi realizada com a adicdo
de um peso de 30g.

- este acréscimo de 30 g na carga foi repetido em cada escalada até uma carga
com a qual a rata ndo conseguiu escalar toda a escada mesmo apos trés estimulos
sucessivos na cauda.

- a maior carga efetivamente carregada por toda a escada foi considerada a

capacidade maxima de carregamento da rata.

3.6.6.4- SESSOES DE TREINAMENTO

As sessOes de treinamento aconteceram seguindo 0s seguintes critérios:
- cada sessdo de treino consistiu em um minimo de quatro, e um maximo de
nove escaladas.

- as quatro escaladas iniciais consistiam respectivamente a 50%, 75%, 90% e
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100% da capacidade méaxima de carregamento do animal, determinada na sessdo
anterior.

- ap6s a quarta escalada foram realizadas um maximo de cinco escaladas
adicionando-se 30g de carga até que uma nova capacidade méxima de carregamento
fosse determinada (Figura 4).

- as sessOes de treino foram realizadas a cada 72 horas ndo havendo dias
semanais fixos para treinamento, durante 12 semanas, totalizando 27 sessbes de treino
resistido. Esse protocolo de TR foi adaptado de (Hornberger e Farrar, 2004), mediante

as necessidades do presente estudo.

Final

+ 30g

Quantidade Mixima
de Escaladas na Sessio

+ 30g

+30g

Quantidade Minima 100%

de Escaladas na Sessiio

90%

75%

50%

=

Figura 4. Organizagdo da carga de carregamento por sesséo de treino.

3.6.7- CONTROLE DA INGESTAO ALIMENTAR E DA MASSA CORPORAL

A ingestdo alimentar (gramas de racdo consumida por gaiola) foi monitorada

diariamente, sempre no mesmo horario do dia. A massa corporal foi verificada sempre
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as segundas, quartas e sextas-feiras sempre no mesmo horario em uma balanca digital
de precisdo KERN® modelo 573 (Balingen, Alemanha). Ambos o0s procedimentos
foram realizados durante todo o periodo experimental. Esses controles foram realizados

para identificar possiveis alteracGes causadas pelas diferentes intervencdes realizadas.

3.6.8- EUTANASIA DOS ANIMAIS E RETIRADA DOS TECIDOS

Ao término do periodo experimental os animais foram eutanasiados por
decapitacdo, com igual periodo de intervencGes experimentais sendo 0S Qrupos
treinados, eutanasiados 48 horas apds a Ultima sessdo de treino. Os tecidos foram
retirados na seguinte ordem:

1- Figado;

2- Utero;

3- Gordura mesentérica, parametrial e retroperitonial;

4- Musculos: séleo, plantar e gastrocnémio;

5- Tibias e Fémures;

Todos os tecidos foram armazenados primeiramente em nitrogénio liquido e em
seguida estocados no freezer -80°C, inclusive 0s 0ssos, para em seguida realizar as
analises bioquimicas e biomecanicas. A Tibia direita foi utilizada para analise da
atividade da MMP-2 e a tibia esquerda para andlise das propriedades fisicas e
biomecénicas do tecido 6sseo. O fémur direito foi utilizado para avaliagdo do contelido

de calcio e fosforo e o fémur esquerdo para andlise da densitometria Ossea.

3.6.9- ANALISE DA ATIVIDADE DA MMP-2

As técnicas para determinacdo da atividade da MMP-2 nos 0ssos foram
realizadas de acordo com protocolo estabelecido por (Marqueti et al., 2008), o qual foi
adaptado para este estudo. Cada grupo de animais foi analisado separadamente. Foi
realizada a limpeza da tibia e a remocdo do tecido periférico (células musculares e
demais membranas) e 100mg do terco proximal da tibia (abaixo da epifise de
crescimento) foi macerado em nitrogénio liquido. As amostras foram homogeneizadas e
incubadas em 1,5 ml de tampdo de extragdo [1LOmM de &cido cacodilico (pH 5,0), 0,15
M NaNO3e 0,01% de Triton X-100] a 4°C por um periodo de 24 horas.
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ApoOs este tempo o tampdo de extracdo foi coletado por centrifugacdo (20
minutos, 4°C em 13.000 rpm). As amostras foram concentradas de maneira que cada
pogo do gel de zimografia tinha 10 pg de proteina e 10 pl de tampéo de amostra sem -
mercapto (agente redutor), totalizando 20 pl de solugdo por poco. As amostras foram
resolvidas por eletroforese em gel de policriamida contendo SDS e gelatina na
concentragdo final de 2mg/ml.

Depois de corrido o gel foi lavado uma vez durante 30 minutos em solugéo 2,5%
de Triton X-100 para remocdo do SDS. O gel foi incubado no tampdo de substrato
(Tris-HCI 50mM pH 8,0, CaCI2 mM e NaN3 0,02%), a 37°C, durante 20 horas. Apo6s
este tempo, os géis foram corados com Coomassie Blue Brilliant R-250 (Bio-Rad®) por
1 h e 30 minutos e descorados posteriormente com acido acético, para visualizacdo das
areas de atividade.

A atividade genatolitica foi visualizada como faixas claras no gel corado. Os
géis foram fotografados com uma cémara Canon G6 Power Shot 7.1 megapixels
(Virginia, USA). As médias de intensidade de banda foram mensuradas por meio do
software Gene Tools® (Philimath, OR, USA). Foi utilizado o software “Kodak Digital
Science 1D” para fotografar o gel e visualizar a atividade proteolitica das bandas. Os
dados foram expressos como a concentracdo da MMP-2 (ou seja, a totalidade da
densidade Optica integrada para a MMP-2 pro-enzima, intermediaria e ativo). As
analises foram realizadas no Laboratério de Fisiologia do Exercicio, Farmacologia,
Bioquimica e Biologia Molecular do Departamento de Ciéncias Fisiologicas da
Universidade Federal de S&o Carlos - UFSCar.

3.6.10- PROPRIEDADES BIOMETRICAS E BIOMECANICAS

3.6.10.1- MEDIDA DO COMPRIMENTO DA TIBIA ESQUERDA
As medidas foram realizadas com utilizando-se um paquimetro (precisdo de 0,05

mm) tomando como referéncia o plat6 tibial e o maléolo tibial.

3.6.10.2- ANALISES BIOMECANICAS
Apobs as analises biométricas das tibias esquerdas dos animais, os 0ssos foram

mantidos em um dessecador por 24 horas com objetivo da retirada do ar presente nos
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poros. Em seguida foram obtidas as massas imersa (Mi) e Umida (Mu); a partir desse
ponto, iniciou-se as analises biomecanicas. As propriedades mecanicas das tibias
esquerdas foram mensuradas por intermédio do teste de flexdo em trés pontos realizado
em uma maquina de ensaio universal Instron modelo 4444 (Instron, Canton, MA, USA),
com célula de carga com capacidade de 100 kgf. As extremidades (regides metafisarias)
dos ossos foram apoiadas em dois roletes com didmetro de 3 mm, distanciados em
21,70 mm e a carga aplicada na regido central de cada osso (Trebacz e Zdunek, 2006).
No inicio do teste foi aplicada uma pré-carga de 10 N por uma haste cilindrica com um
rolete de 3 mm na extremidade, no sentido postero-anterior e perpendicular ao eixo
longitudinal para estabilizar a tibia. O tempo de acomodacdo foi de um minuto para
todos os grupos e apos a estabilizacdo e a acomodacdo, foi aplicada uma forga no
mesmo sentido, com velocidade constante de 0,5 cmVmin até o momento da fratura.
Como resultado da forca aplicada a tibia, obteve-se um grafico forca-deformacéao
fornecido pelo software Instron Series IX. Por meio desta curva, obtiveram-se as
principais propriedades biomecanicas: - Carga maxima (N): a maior forca suportada
pelo 0sso durante o teste;

- Forca de ruptura (N): forca obtida no momento da fratura;

- Rigidez (N/mm): capacidade do material de sofrer forca sem se deformar permanente.

3.6.11- DENSITOMETRIA

Depois das andlises biomecéanicas foi analisado usando o aparelho de
dentitometria DPX-ALPHA, com um software especifico para animais (Universidade
Estadual Paulista “Jilio de Mesquita Filho” - Faculdade de Medicina Veterinaria de
Aracatuba/UNESP, Aracatuba - SP) a area (cn?), o contetdo mineral 6sseo (CMO em
mg) e a densidade mineral 6ssea (DMO em mg/cm3) (Lelovas et al., 2008).
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Calculo da densidade mineral dssea:

DMO = CMO/Area

3.6.12- PROPRIEDADES BIOQUIMICAS

3.6.12.1- CONTEUDO DE CALCIO DO FEMUR DIREITO

Com a obtengdo do material mineral dos fémures direitos, realizou-se
solubilizacdo em acido cloridrico 2N. Posteriormente, por meio de ensaio calorimétrico
0 contelido de calcio e fosforo dos ossos foram determinados, com a utilizagdo do kit

comercial especifico Labtest®.

Andalise Estatistica

Foi realizado o Teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. As diferencas
entre os grupos foram analisadas por ANOVA one-way, seguido do teste de post-hoc de
Fisher (p<0,05).

Todos o0s procedimentos estatisticos foram realizados pelo pacote estatistico SPSS

statistics (versdo 20)

3.7- RESULTADOS

Ndo houve diferenca estatistica na massa corporal dos animais no inicio no
experimento. Os grupos OVX Sed, OVX Sed-RH e OVX TR apresentaram massa
corporal significantemente maior quando comparado com o0s grupos SHAM Sed e
SHAM TR (p<0,05; Tabela 2). N&o diferenca estatistica entre os grupos OVX TR-RH e
Sham (Sed e TR). O grupo OVX Sed obteve valores significativamente maiores no
consumo alimentar e menor peso na tibia e Utero (p<0,05; tabela 2). A associacdo do TR
e RH demonstraram ser mais efetiva do que apenas 0 TR isolado. Ainda, foi observado
maior peso da tibia nos animais do grupo OVX TR-RH quando comparado com os
grupos SHAM Sed e OVX Sed (p<0,05; tabela 2).
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Os grupos treinados demonstraram aumentos progressivos na carga de trabalho
por sessdo (aumentando da sessdo 1 para a 13 e da sessdo 13 para a 27). A maior carga
de trabalho foi observada na sess@o 27 (p<0,05; Tabela 3).



Tabela 2: Massa corporal (g), Consumo alimentar (g/d), Peso do Utero (g), Peso da tibia (g) e Comprimento da tibia (mm).

Grupos Experimentais

Grupos Sham (SHAM) Grupos Ovariectomizados (OVX)
Sed RT Sed RT Sed-HR RT-HR

PC Inicial 246,8+12,3 250,1+13,8 240,2+14,6 245,3+154 247,1+15,6 251,5+16,0
PC Final 305,6+18,6  317,4+12,9% 358,9+33,5%  346,2+23,02¢d  306,5+30,22¢d  316,1+30,230
Consumo alimentar 21,0+0,5 22,7+0,5 23,3+0,9° 23,2+0,6° 22,2+0,8 22,5+0,7
Peso do Utero 0,67+0,0 0,63+0,0 0,11+0,0t° 0,09+0,0b° 0,64+0,0% 0,62+0,00%
Peso Tibia 0,5740,0 0,66+0,0 0,61+0,0% 0,65+0,0P 0,60+0,0 0,61+0,0°
Comprimento da Tibia 4,02+0,1 4,06+0,0 4,13+0,0 4,11+0,0 3,97+0,0 3,98+0,0

Os valores sdo apresentados em media desvio padrdo (DP), (n=11 animais por grupo). PC indica massa corporal. 2, Diferenca estatistica
quando comparado PC final com os PC inicial (p<0,05). °, Diferenca significativa entre o grupo Sham Sed (p<0,05). ¢, Diferenca
estatistica quando comparado com o grupo Sham-RT (p<0,05). 9 Diferenca estatistica quando comparado com o grupo Ovx-Sed
(p<0,05). ¢, Diferenca significativa quando comparado com o grupo Ovx-RT (p<0,05).

36
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Tabela 3: Carga Méaxima de Trabalho (g)

Grupos TR Sesséo 1 TR Sesséo 13 TR Sesséo 27
SHAM RT 370,5 + 43,7 755,09 + 100,322 962,3 + 92,05
OVXRT 334,3+57,1 762,5 + 84,42 926,1 + 78,2°
OVX RT-HR 350,0 + 44,3 750,9 + 96,52 971,8 + 111,1%

Valores s@o apresentados em media desvio padrdo da media (DP), (n= 11 animais por
grupo). TR indica treinamento resistido. 2, Diferenca significativa quando comparado
com a sessdo 1 de treinamento (p<0,05). P, Diferenca estatistica quando comparado as
sessdes 1 e 13 (p<0,05). ¢, Diferenca significativa quando comparado com 0 grupo
OVXRT.

A figura 5 apresenta os resultados das analises fisicas: DO, CMO e area. Quando
comparado os grupos SHAM Sed e SHAM TR, o grupo SHAM TR obteve valores
superiores de area dssea (3,2%), de CMO (10%) e de DO (18,7%). Para a comparacao
entre 0s grupos SHAM Sed e OVX Sed, o grupo SHAM Sed obteve valores superiores
de area (5,4%), CMO (9,5%) e DO (15,2%). Ja na analise entre 0s grupos OVX TR e
OVX Sed, o grupo OVX TR apresentou uma maior area (5,4%), maior CMO (11,7%) e
DO (16,9%). Quando avaliado os grupos OVX RH e OVX Sed, a RH foi capaz de
aumentar em 3,4% a area do 0sso, 20% o CMO e em 26,6% a DO. Por fim, no
comparativo dos grupos OVX RH TR com o OVX Sed, a RH e 0 TR aumentaram a
area (9,1%), o CMO (24,5%) e a DO (34,3%). Sendo estes valores apresentados acima
com (p<0,05).
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Figura 5: Analise fisica da tibia esquerda. Densidade 6ssea (DO) em miligramas
por centimetro clbico (mg/cm?), Contetido mineral 6sseo (CMO) em miligramas (mg) e
Area em centimetro ao quadrado (cm?). Valores apresentados em média + desvio padréo
da média, p<0,05. ™ Diferenca estatistica quando comparado com o grupo SHAM Sed, #
Diferenca estatistica quando comparado com o grupo OVX Sed e & Diferenca estatistica
quando comparado com o grupo OVX TR-RH.
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O TR foi capaz de aumentar as concentracdes de célcio e fosforo nos 0ssos.
Quando comparado os grupos SHAM Sed e SHAM RT, o TR induziu significantes
aumentos nas concentragdes de célcio (7,8%) e fosforo (17,5%) (p<0,05; Figura 6). Por
outro lado, a ovariectomia reduziu as concentracbes de célcio (10,2%) e fosforo
(17,4%), isto pode ser observado quando comparado os grupos OVX Sed com 0 SHAM
Sed (p<0,05). Quando comparado o grupo OVX TR com OVX Sed, observamos que o
grupo treinado obteve valores superiores de concentracdo de célcio (12,8%) e fosforo
(22,8%) quando comparado com o grupo OVX Sed. Ainda, o grupo OVX RH
apresentou valores superiores de concentracdo de calcio (9,1%) e fosforo (5,9%) em
relacdo ao grupo OVX Sed. Por fim, o grupo OVX TR RH apresentou a concentracao
de calcio maior 11,5% e de fosforo 24,4% quando comparado com o grupo OVX Sed,
todos estes valores foram significativamente difentes (p<0,05), mas ndo houve diferenca
estatistica entre estas variaveis, isto é observado nos grupos OVX TR, OVX Sed-RH e
OVX TR-RH quando comparado com o grupo OVX Sed.
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Figura 6: Apresenta a analise de célcio (Ca**) e Fosforo (P) em grama de fosforo por
grama de tecido dsseo (g P/g de 0sso) na tibia esquerda. Célcio em miligramas de calcio
por miligramas de tecido 0sseo (mg Ca**/mg de 0sso). Valores apresentados em media
+ desvio padrdo da média, p<0,05. * Diferenca estatistica quando comparado com o
grupo SHAM Sed, # Diferenca estatistica quando comparado com o grupo OVX Sed.

A figura 7 apresenta o gréafico para as variaveis biomecanicas. O grupo OVX
Sed apresentou os valores das variaveis biomecanicas significativamente menores do
que no grupo SHAM Sed (p<0,05). A comparacdo entre 0 SHAM Sed e SHAM RT
demonstra que o TR induziu maior rigidez (20,4%), carga no ponto de fratura (15%) e
carga maxima (24,5%) (p<0,05). Quando comparado dos grupos OVX Sed com SHAM
Sed, observa-se que os valores das analises biomecanicas foram superiores no grupo
SHAM Sed, sendo a rigidez superior 19,9%, a carga no ponto de fratura 30,2%, e a
carga méxima 23,1%. Na comparacdo entre 0S grupos ovariectomizados, observa-se que
0 grupo OVX TR obteve valor biomecanicos superiores ao grupo OVX Sed, sendo eles:

rigidez superior 22,3%, a carga no ponto de fratura 37%, e a carga maxima 35%. O
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grupo OVX RH também obteve valores superiores nas analises biomecanicas, onde
rigidez superior 26,7%, a carga no ponto de fratura 37,0%, e a carga maxima 29,2%.
Por fim, estas andlises também foram superiores no grupo OVX RH TR: rigidez
superior 33,4%, a carga no ponto de fratura 39,0%, e a carga maxima 42,3%. Sendo

estes valores significativamente diferentes (p<0,05).
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Figura 7: Apresenta as andlises biomecéanicas na tibia esquerda. Rigidez (N/mm),
Carga no ponto de fratura (N) e Carga maxima (N). Valores apresentados em média +
desvio padrdo da média, p<0,05. ™ Diferenca estatistica quando comparado com o grupo
SHAM Sed, # Diferenca estatistica quando comparado com o grupo OVX Sed.
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Nés observamos maior atividade da MMP-2 [isoformas prd (75,2%) e ativa
(73,5%)] (figura 8) quando comparamos os grupos SHAM TR ao grupo SHAM Sed
(p<0,05). O procedimento da ovariectomia reduziu em 17,3% as isoformas pr6 e em
8,5% a ativa da MMP-2 (p<0,05). Quando comparado 0s grupos OVX TR com OVX
Sed no grupo OVX TR as isoforma pr6 aumentaram 75,4% e a ativa 63,0% (p<0,05).
Na comparacdo entre 0s grupos OVX Sed e OVX RH, a RH aumentou em 78% a
MMP-2 pré e em 69,6% a MMP-2 ativa. E por fim, quando comparamos 0S grupos
OVX TR-RH com OVX Sed, a associacdo do TR com RH aumentou as isoforma pré
em 82,4% e a ativa em 77,8% (p<0,05).
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Figura 8: Apresenta os efeitos do treinamento resistido (TR), da ovariectomia e
reposicdo hormonal na MMP-2 em suas formas pré e ativa, analise realizada na tibia
direita. Os dados sdo expressos em unidades arbitrarias (UA). Valores apresentados em
média + desvio padrdo da média, p<0,05. * Diferenca estatistica quando comparado com
0 grupo SHAM Sed, # Diferenca estatistica quando comparado com o grupo OVX Sed.
$Diferenca estatistica quando comparado com o grupo OVX Sed-RH e &Diferenca
estatistica quando comparado com todos os demais grupos.
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3.8- DISCUSSAO

Este estudo investigou os efeitos da ovariectomia (OVX), reposicdo hormonal
(RH), TR e a combinagdo do TR com RH no tecido ésseo de ratas. A ovariectomia
contribuiu para um aumento no massa corporal e significantes redugdes no CMO, DO
nos animais do grupo OVX Sed quando comparado com os dos grupos SHAM Sed e
SHAM TR, isto mostra que o aumento na massa corporal foi acompanhada por
reducdes na qualidade do tecido 6sseo.

O aumento na massa corporal das ratas ovariectomizadas foi acompanhado por
reducdes nas concentracdes de célcio, fosforo e atividade da MMP no 0sso, mostrando
que h& relacdo entre os hormdnios ovarianos e os marcadores biogquimicos no tecido
0sseo. Estas mudancas bioquimicas refletem negativamente nas analises biomecanica
(rigidez e forga) dos ossos, reduzindo assim, a quantidade e qualidade do tecido. Estes
efeitos foram prevenidos com TR e com a combinacdo entre TR e RH.
Interessantemente 0 TR aumentou as concentracGes de célcio, fosforo e atividade da
MMP-2, o que contribuiu para maior forca e remodelamento tecidual. Ainda, a
associacdo entre 0 TR e RH proposto em nosso trabalho aumentou significativamente a
atividade da MMP-2. Confirmando nossa hipotese, a atividade da MMP-2 nos grupos
TR, com RH e TR + RH foi maior do que nos demais grupos estudados.

A fase mineral do tecido 6sseo é composta por cristais de hidroxiapatita e reflete
no CMO e na DO. No estudo os niveis de calcio e fosforo foram maiores nos animais
dos grupos treinados e que receberam a RH, mostrando assim que o TR e RH foram
efetivos em promover a deposicdo destes minerais no tecido dsseo e contribuiram para o
aumento na forca e rigidez deste tecido. O treinamento e a RH foram capazes de
aumentar a forca, rigidez e carga de fratura do 0sso. Varios mecanismos que
influenciam na atividade osteoclastica e osteoblastica interferindo no remodelamento
6sseo pode explicar estes achados. Um dos mecanismos que influenciam a atividade dos
osteoblastos e osteoclastos, interferindo no remodelamento do 0sso estd associado com
0s danos renais que afetam o metabolismo dos minerais como célcio e fosforo (Rai et
al., 2013). O estrogeno é capaz de promover reabsor¢do tubular de célcio e
consequentemente promover reducdes na reabsorcdo do tecido Osseo, frente a falta dos
hormdnios ovarianos, os rins poderdo reduzir este trabalho, por aumentar a liberagdo de
calcio na urina. Um aumento na excrecdo urindria de calcio é fator estimulante da

osteopenia (Nordin e Morris, 1989). Por outro lado, é estabelecido na literatura que o
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estresse mecanico produzido pelo exercicio pode aumentar a massa Ossea (Martin e
Houston, 1987; Nguyen, 2012). Este resultado parece ser mediado pela liberacdo do
fator de crescimento relacionado com a insulina (IGF-1) pelos osteoblastos, os quais
promovem a proliferacdo destas células (Milliken et al., 2003; Stanosz et al., 2009).
Ainda, o sedentarismo aumentou o remodelamento do 0sso concomitantemente com
uma reducdo na formacdo 6ssea, devido ao aumento na atividade dos osteoclastos e
diminuicdo na atividade dos osteoblastos (Nilsson et al., 2009; Nilsson et al., 2014).
Resultados similares foram observados em estudos anteriores (Shiguemoto et al., 2012),
0 qual demonstrou a interacdo entre 0 TR e 0 aumento na qualidade e quantidade de
0sso dos ossos de ratas ovariectomizadas. Alguns fatores podem ter contribuido para
esta interacdo, séo eles: o aumento na carga de trabalho (massa corporal + carga de
treinamento), o aumento nas concentracfes hormonais e na deposicdo de minerais no
tecido (Kjaer, 2004). Os resultados do nosso estudo foram compativeis com os de Pierce
et al. (2010), que mostraram que o TR de intensidade moderada e alta promovem
aumentos no CMO em ratos durante 0 crescimento. Yang et al. (2012) analisando a
capacidade de formacdo Ossea a reposicdo de estrogeno observaram aumentos na
formacdo juntamente com a reabsorcdo do tecido désseo.

Os marcadores da matriz extracelular (MEC) também estdo envolvidos no
remodelamento do osso, Isaksson et al. (2009) observaram que o exercicio de corrida
em ratos por seis meses foi capaz de aumentar a forca e rigidez do tecido 6sseo por
aumentar a deposicdo mineral e formacdo de rede de coldgeno na matriz. Ainda,
Shiguemoto et al. (2012) com o mesmo protocolo de treinamento adotado neste estudo
reportaram que o TR foi efetivo em aumentar as capacidades biomecanicas por
favorecer o aumento na reabsorcdo deste tecido. A reabsor¢do 0ssea acontece em VArios
passos, incluindo diferenciacdo e ativacdo dos osteoclastos, mobilizacdo de minerais e
deposicdo dos mesmos nos 0ssos e pela degradacdo das proteinas de matriz (entre elas
as Metaloproteinases — MMPs) (Kusano et al., 1998).

As MMPs sdo importantes para o remodelamento fisiologico e patologico do
0ss0 e sdo proteases dependentes do zinco. Estas proteases sdo encontradas na forma de
pro-MMPs e sdo reguladas por fatores de crescimento e citocinas produzidas durante o
remodelamento tecidual, tornando assim, cruciais para o desenvolvimento do tecido
(Kjaer, 2004). O aumento na atividade das MMPs é indicativo de degradacdo da matriz,
um processo necessario para o crescimento do tecido. A MMP-2 em sua forma ativa

preserva a massa Ossea. Estudos prévios demonstraram que a diminuicdo na MMP-2
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promove destruicdo do tecido Osseo, favorecendo a osteoporose, fato este que
demonstra a importancia da MMP-2 no desenvolvimento e manutengdo do tecido 6sseo
(Matsuo e Nango, 2012).

A ovariectomia diminui a atividade da MMP-2 e a producdo de colageno do tipo
I e 1ll. No osso, o colageno do tipo | é encontrado abundantemente e tem a funcéo de
promover elasticidade e forca no osso (Cao, 2011). Sendo assim, mudancas na
guantidade ou estrutura do coldgeno, como acontece na osteoporose, pode afetar a
propriedade mecanica do tecido e deixa-lo suscetivel a fraturas (Isaksson et al., 2009).
A desmineralizagdo do osso e a diminuicdo no colageno associado com a alta taxa de
remodelamento do tecido (balanco 6sseo negativo), promove redugdes nas propriedades
biofisicas e biomecénicas (Shiguemoto et al., 2012). Recentes estudos tém demonstrado
que a MMP-2 no osso esta diretamente envolvida com a degradacdo e renovacdo do
colageno (Matsuo e Nango, 2012).

Nossos resultados mostram uma marcada reducdo na atividade da MMP-2 e nas
suas formas pro e ativa nos animais do grupo OVX Sed quando comparados com 0s
demais grupos, por outro lado, o TR e a reposicdo hormonal (RH) foram capazes de
aumentar tanto a isoforma pro, quanto a ativa da MMP-2. Os resultados de CMO e DO,
rigidez e forca no ponto de fratura do osso aumentaram, mostrando que had uma relacdo
entre as variaveis de qualidade e quantidade do osso com a atividade da MMP-2, onde a
reducdo na atividade destas metalloproteinases favorecem a degradacdo do tecido e da
estrutura do colageno e predispdes 0 0sso a osteoporose. Frente a isso, pode-se notar
gue a ovariectomia favorece o aumento exacerbado da turnover Gsseo, seguido por
rapida perda de massa Ossea, estes resultados também foram observados em estudos
anteriores. No estudo de Shiguemoto et al. (2012), os autores demonstraram que o TR
tem efeito na atividade da MMP-2 no 0sso e causa significantes mudancas na qualidade
e Quantidade deste tecido. Ramage et al. (2009) também mostrara que 0 estresse
mecanico do treinamento junto com a sinalizagdo das citocinas pré-inflamatorias
estimulam os condréciotos cartilaginosos. Com isto, notamos que o treinamento
proposto foi efetivo em reduzir os danos causados pela ovariectomia no tecido dsseo.

A deficiéncia de estrdgeno esta relacionada com a ocorréncia e progresso do
processo de osteopenia e osteoporose (Yang et al., 2012). Baixos niveis hormonais esta
diretamente relacionados com os aumentos nos niveis de TNF-a (Prior, 2007), de
maneira geral a supressdo na producdo de estrogeno culmina na reducdo do TNF- o,

uma potente citocina que € mediadora primaria da reabsorcdo Ossea, ela age via
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osteoprotegerina  (OPG), um marcador de ativacdo do fator-kp (RANK) e inibe a
transformacdo das ceélulas tronco mesenquimais em osteoclastos, que para ser ativada
dependem dos fatores de transcricdo relacionado com a runt (RUNX-2), de proteinas
morfogenéticas do osso e fator transformante beta (TGF- B) (Rosen e Bouxsein, 2006).
Diminuicdo nos niveis de estrdgeno ocasiona liberacdo do TNF- a pelas células imunes
e 0 TNF- a estimula diretamente catabolismo ésseo por ativacdo dos osteoclastos.
Interessantemente, a falta dos hormdnios ovarianos pode ndo apenas suprimir a
osteoblastogénese, mas pode promover a reabsorcdo por causa dos adipdcitos presentes
na medula &ssea, que sdo moléculas de gordura que secretam citocinas pro-
inflamatorias capaz de destruir as células osteoclasticas (Prior, 2007).

Alem disso hd uma complexa inter-relagdo entre os niveis de estrégeno e
gordura no interior do tecido dsseo (Mansell et al., 2007). Martin e Zissimos (1991)
mostraram que existe grande infittracdo de gordura na medula Gssea de ratas apds a
ovariectomia, propondo assim, que o estrogeno possui papel fundamental na formacédo
dos adip6citos na medula 6ssea. Por outro lado, a presenca de aromatases nos adipocitos
permite maior conversao intra medular da testosterona em estrégeno ou estradiol, o que
pode conter a reabsorcdo dGssea (Mansell et al., 2007).

O treinamento e a reposicdo hormonal proposto neste estudo aumentou
significativamente a atividlade da MMP-2, isto foi acompanhado por aumentos no
CMO, na DO, rigidez e forca do 0sso. Estes resultados também foram observados em
outros estudos com animais intactos (Shiguemoto et al., 2012), demonstrando que o TR
de alta intensidade afeta positivamente a massa Ossea desses animais. O efeito positivo
da RH nas caracteristicas e mudancas na matriz 6ssea € amplamente observado.

A RH promove remodelamento tecidual por favorecer a ativacdo de
biomarcadores envolvidos no processo, sendo eles: 1- marcadores que atuam na
reabsorgdo Gssea, como as citocinas pro-inflamatorias; 2- marcadores que atuam na
diferenciacdo dos osteoclastos como a RANKL e IL-6, favorecendo a reabsorcdo do
tecido e 3- marcadores que atuam na formacdo dssea. Os marcadores de formacgdo
podem ser divididos em duas categorias: 1- proteinas que refletem o aumento e
diferenciacdo dos osteoclastos como TGF- ¢ RUNX-2; 2- fragmentos de pro-colageno
que sdo liberados durante a incorporacdo do colageno na matriz 6ssea (Sorensen et al.,
2007).

Os resultados mostram que o TR em escada pode melhorar as propriedades

biomecanicas e biofisicas do tecido 6sseo de ratas ovariectomizadas, melhorando assim
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0 remodelamento do tecido por aumentar a atividade da MMP-2 na tibia, 0 aumento nos
niveis de célcio e fosforo permitiram o tecido aumentar a forga e rigidez. Uma limitacdo
do nosso estudo € a falta de andlises do colageno, citocinas pro-inflamatérias e os
marcadores da diferenciacdo dos osteoblastos e osteoclastos, uma vez que estas
varidveis tém importancia na funcdo, promogdo de elasticidade e forca do 0sso.

Neste estudo, foi apresentado evidéncias de que a ovariectomia promove
mudangas drasticas e negativas na atividade da MMP-2 e favorece redugBes nas
propriedades biofisicas e biomecanicas do 0sso, mimetizando assim, os efeitos da
menopausa no remodelamento do tecido 6sseo. No entanto, o TR de alta intensidade
proposto no estudo foi efetivo em prevenir os efeitos da auséncia dos hormdnios
ovarianos no 0sso de ratas ovariectomizadas. E quando associou-se 0 TR com a RH
estes resultados foram mais favoraveis para a salde do tecido 0sseo, apresentando efeito
modelador na massa Gssea dos animais, confirmando assim, a hipdtese do nosso estudo.
Provavelmente o TR e RH proporcionardo efeitos positivos no tecido 0sseo, no entanto,
sd0 necessarios mais estudos com este protocolo, para testar os mecanismos exatos

envolvidos neste tecido e no sistema como um todo.
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