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RESUMO

A queda nos niveis de estrogénio durante a menopausa pode acarretar em prejuizos,
incluindo a osteoporose, caracterizada por um desbalanco no remodelamento da
matriz extracelular (MEC) Ossea. A resisténcia 0ssea a fratura esta relacionada néao
somente com a massa, estrutura e arquitetura 6sseas, mas tambem com alteracdes
na MEC 0Ossea. O treinamento resistido (TR) tem mostrado beneficios na prevencéao
e tratamento da osteoporose, entretanto poucos trabalhos séo dedicados a relacionar
o papel do TR no remodelamento 6sseo em diversas escalas como composi¢ao
material 0ssea, estrutura e o papel das metaloproteinases de matriz (MMPs) em
modelo de ovariectomia (OVX). Objetivos: Avaliar os efeitos do TR na morfologia e
propriedades 6sseas e em marcadores de remodelamento da MEC éssea em modelo
de ratas OVX. Métodos: Trinta e seis ratas da linhagem Sprague Dawley foram
divididas em quarto grupos: sham sedentario, OVX sedentario, sham TR e OVX TR.
As ratas foram submetidas a 10 semanas de TR com subida em escada com cargas
progressivamente maiores atadas a cauda. As tibias foram armazenadas para
andlises de biometria, biomecéanica, biofisica e bioquimica. Os fémures foram
armazenados para andlises de morfologia, expressao génica e zimografia em gelatina.
Resultados: A OVX promoveu um decréscimo dos seguintes parametros: densidade
mineral éssea, conteldo mineral 6sseo, rigidez, carga maxima, conteudo de calcio,
namero e conectividade trabecular e expressdo de MMP-13 e aumento da
porcentagem de agua, separacao trabecular, expressao génica de RUNX-2 e OPG e
atividade de MMP-2. O TR se mostrou eficaz em prevenir ou reverter praticamente
todas as alteracbes. Concluséo: A osteoporose advinda da queda dos horménios
ovarianos afeta ndo somente a massa 6ssea, mas também fatores envolvidos no
remodelamento da MEC Ossea e 0 TR se mostrou eficaz em prevenir ou reverter tais

efeitos.

Palavras chave: menopausa, deficiéncia de estrogénio, osteoporose, treinamento
resistido



ABSTRACT

Absence of estrogen on menopause leads to detrimental consequences, including
osteoporosis, which is characterized by unbalanced bone extracellular matrix (ECM)
remodeling. Bone resistance to fracture is related to bone mass, structure and
architecture including bone ECM changes. Resistance training (RT) has shown
beneficial effects on prevention and treatment of osteoporosis, however, there are few
studies regarding RT role in bone remodeling in different scales, such as bone
composition and structure until matrix metalloproteinases (MMPs) in ovariectomy
(OVX) model. Aims: To evaluate RT effects on bone properties, morphology and bone
ECM remodeling markers in an OVX rat model. Methods: Thirty six female Sprague
Dawley rats were divided into four groups: sham sedentary, OVX sedentary, sham RT
and OVX RT. Rats performed RT for 10 weeks in which they climbed a ladder with
progressive loads attached to the tails. Tibias were stored for biometrical,
biomechanical, biophysical and biochemical analysis. Femurs were stored to
morphological, gene expression and gelatin zymography analysis. Results: OVX
decreased bone mineral density, bone mineral content, stiffness, maximal load,
calcium content, trabecular number and connectivity and MMP-13 gene expression.
Furthermore, OVX increased RUNX-2 and OPG gene expression and MMP-2 activity.
RT was efficient in prevent or reverse almost all of alterations. Conclusion: Estrogen
absence osteoporosis affects bone mass and other factors involved in bone ECM

remodeling and RT showed be efficient in prevent or reverse these harmful effects.

Key words: menopause, estrogen deficiency, osteoporosis, resistance training
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1. INTRODUCAO

Menopausa e qualidade de vida

Na maioria dos paises do mundo, o numero de pessoas idosas tem
crescido em ritmo mais acelerado do que a natalidade, gerando um alerta
governamental para suas necessidades especificas. No Brasil, de acordo com o ultimo
censo de 2010 h& cerca de 21 milhdes de pessoas com 60 anos ou mais, sendo a
maioria mulheres (55,6%) (IBGE, 2016). Com o aumento na expectativa de vida das
mulheres, de 51 anos na década de 50 para mais de 80 anos nos dias atuais, aumenta
também a proporgcdo que passara pela menopausa e vivera parte de suas vidas em
periodo pés-menopausa, sujeitas as doencas relacionadas a auséncia dos horménios
ovarianos, dentre elas a osteoporose (WHO, 2011; LUO et al., 2014).

A capacidade reprodutora das mulheres comeca a diminuir por volta dos
50 anos, quando a frequéncia ovulatéria diminui e as menstruacbes ocorrem de
maneira irregular, iniciando o periodo da menopausa. A menopausa € um evento
natural e significante na vida das mulheres, caracterizada por mudancas biolégicas e
enddcrinas, principalmente na producdo de seus horménios ovarianos, 0 que afeta
sua saude como um todo. Alguns estagios marcam este periodo, iniciando com ciclos
menstruais irregulares até a completa amenorreia (perimenopausa). Com o0
desaparecimento de todos os foliculos, a secrecdo ovariana de estrogenos cessa,
caracterizando o inicio da fase pos-menopausa (DALEY; STOKES-LAMPARD;
MACARTHUR, 2011; JULL et al., 2014; SURI; SURI, 2015; BERNE et al., 2004).

A queda nos niveis de estrogénio estd associada a diversas
consequéncias prejudiciais dentro de um quadro catabdlico-inflamatorio. Entre as
possiveis consequéncias esta a perda de massa 6ssea que leva ao desenvolvimento
de osteoporose pds-menopausa, doenca sistémica comum, marcada por declinio na
massa 0ssea, que acarreta em fragilidade e consequente aumento no risco de
fraturas, afetando diretamente a qualidade de vida da mulher (BARONDESS et al.,
2002; Ll et al., 2004; MANOLAGAS; O'BRIEN; ALMEIDA, 2013; ROSEN; BOUXSEIN,
2006; SHIGUEMOTO et al., 2012; WALSH; HUNTER; LIVINGSTONE, 2006).
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Tecido 6sseo

Os o0ssos sdo o0s principais elementos estruturais do organismo,
compdem o esqueleto, e desempenham diversas fun¢des importantes como protecao
de orgéos vitais, além de fornecerem uma estrutura rigida em forma de alavanca para
locomocédo. Também contribuem com a homeostase metabdlica mineral e possuem a
medula 0ssea, local de hematopoiese. Ao mesmo tempo que deve ser rigido, 0 0SS0
também precisa ser leve para permitir a mobilidade e ter flexibilidade a fim de absorver
energia e sofrer alteracdo em sua forma sem que haja fissura. Como estdo em
constante remodelamento, 0s 0ssos sao capazes de auto-reparacdo e adaptam suas
estruturas as diferentes mudancas nas demandas mecanicas, bioldgicas e
bioguimicas (BILEZIKIAN, RAISZ, MARTIN, 2008; KWAN TAT et al., 2004).

O tecido 6sseo € um dos mais complexos e heterogéneos nos
mamiferos. E composto por diferentes tipos celulares e tecido conectivo, mineralizado
e nao mineralizado (ALMEIDA et al., 2017). Sua estrutura 6ssea € dividida em 0sso
cortical (75%-80%), camada mais externa, e 0sso trabecular (20%-25%), presente nas
partes internas das epifises e metéafises dos ossos longos e, embora de menor massa,
possui cinco vezes mais area de superficie que o osso cortical, sendo de crucial
importancia na renovacao do calcio (BERNE et al., 2004) (Figura 1).

Dentre as propriedades mecéanicas dos 0ssos estéo a rigidez, resiliéncia
e tenacidade (GUEDE et al., 2013). Os o0ssos sao rigidos porque sao formados por
uma matriz de colageno e outros componentes ligados a cristais de hidroxiapatita
[Ca10(PO4)s(OH)2]. Estas propriedades estdo relacionadas ndo apenas a sua
composicdo, mas também a sua estrutura e microarquitetura (CHEUNG et al., 2016),
portanto uma analise completa deve envolver todas as escalas, desde o conteudo e
arquitetura 0sseas até a microarquitetura e composicao da matriz extracelular (MEC)
(Figura 1).
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FIGURA 1. Niveis de organizacao 0sseo.
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Esquema ilustrativo dos diversos niveis hierarquicos de organizacdo do tecido 0sseo (Adaptado de
RITCHIE, 2011).

A composicao 6ssea € definida por seu conteddo mineral 6sseo (CMO),
expresso pela densidade mineral 6ssea (DMO), porém a resisténcia 6ssea nao
depende somente da massa mas também sua geometria, alem de propriedades
estruturais e materiais, ou seja, calcificagdo, composi¢éo e arranjo dos cristais e das
fibras colagenas as quais definem a microarquitetura e qualidade 6sseas (GUEDE et
al., 2013; VICENTE-RODRIGUEZ et al., 2008). A estrutura 6ssea esta relacionada
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ndo somente a composicdo, mas como este conteudo esta distribuido no osso, ou
seja, a arquitetura 0ssea, que engloba a forma, macroestrutura do cértex e da rede
trabecular (FERRETTI et al., 2001). Diante disso, diagndsticos baseados somente na
quantidade mineral 6ssea, como a densitometria 0ssea, podem nao oferecer um
panorama completo a respeito da saude 6ssea (VON MACH et al., 2004).

A MEC 06ssea consiste em material mineral, colageno, proteinas nao
colagenas, agua e lipidios distribuidos em duas fases: organica e inorganica. A fase
inorganica ou mineral, fornece rigidez ao 0sso. Ja a fase organica € responsavel por
resisténcia a tracdo, maleabilidade e tenacidade (SAITO; MARUMO, 2010). A fase
mineral ou inorganica é composta principalmente por calcio, fosfato e carbonato
organizados em cristais de hidroxiapatita [Cai0(PO)s(OH)2] (BOSKEY; ROBEY, 2013).
O colageno tipo | (COL-1) é a principal proteina da MEC 6ssea, compondo 90% da
fase orgéanica (VASHISHTH, 2007), sendo o restante composto por fatores de
crescimento, citocinas e outras proteinas da MEC como osteocalcina, osteopontina,
osteonectina, sialoproteinas, proteoglicanos e proteolipidios, que apresentam papel
na calcificacdo da matriz, mas também na osteoclastogénese (HALL; SANSOM,
2006).

O remodelamento 6sseo é um processo continuo que esta relacionado
a reabsorcao e nova formacéo 6ssea. Este processo possui quatro principais etapas:
ativacdo, reabsorcao, reversao e formacéao, as quais contribuem para a renovacao do
esqueleto, sendo essencial para manutencéo da homeostase de calcio, reparacéo de
microdanos diarios e resisténcia 6ssea. O processo de remodelamento é estimulado
em resposta tanto a cargas mecanicas, potente estimulo que contribui com o aumento
de forca e inibicdo de perda 6ssea que ocorrem naturalmente com o envelhecimento,
como microdanos diarios e estimulos de horménios como o da paratiredide e
estrogénio (CHEUNG; GIANGREGORIO, 2012; ROBLING; CASTILLO; TURNER,
2006; ROSEN, 2008).

Os principais tipos celulares que compdem o tecido 06sseo Ss&ao:
osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos. Os osteoblastos derivam de células tronco
mesenquimais da medula 6ssea e séo responsaveis pela secrecdo da MEC 6ssea,
sendo progressivamente transformados em ostedcitos quando ficam circundados pela
matriz mineralizada. Os osteoclastos sao células gigantes, multinucleadas, que

derivam de células tronco hematopoiéticas, progenitoras das linhagens mondécito-
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macréfago, e sdo responsaveis pela reabsorcdo 6ssea (KWAN TAT et al., 2004;
THEOLEYRE et al., 2004).

A diferenciacdo das células tronco nas diferentes linhagens celulares
0sseas € coordenada por uma série de fatores-chave durante o remodelamento 6sseo
(Figura 2). A diferenciacdo das células tronco hematopoiéticas em osteoclastos é
influenciada por citocinas e fatores estimuladores de colénias de macrofagos (MCSF
— macrophage colony-stimulating factor), derivados das células mesenquimais, além
do ligante ativador do receptor do fator nuclear KB (RANKL — receptor activator of
nuclear factor KB ligand), que se liga ao ativador do receptor do fator nuclear KB
(RANK) (HOROWITZ; LORENZO, 2004; ROSEN; BOUXSEIN, 2006). A
osteoprotegerina (OPG), da superfamilia de ligantes fatores de necrose tumoral, atua
como um receptor sollvel antagonista para RANKL evitando a ligacéo e ativacdo de
RANK, inibindo, desta maneira, a diferenciacdo dos osteoclastos (ROSEN;
BOUXSEIN, 2006; THEOLEYRE et al., 2004; WADA et al., 2006) (Figura 2).

Para a diferenciacédo das células tronco mesenquimais em osteoblastos
€ necesséria a ativacao de fatores como fator de transcrigcéo relacionado a run 2 (run-
related transcription factor 2 — RUNX-2), proteina morfogenética 2 (bone
morphogenetic protein 2 — BMP-2) e homeobox menos distal (distal-less homeobox 5
— DLX5), envolvido em diversas vias que levam a osteoblastogénese (SCHILTZ et al.,
2010). Porém, dependendo do estimulo, as células tronco mesenquimais podem ainda
se diferenciar em adipécitos.

O receptor peroxissomo proliferativo ativado gama (peroxisome
proliferate activated receptor gama — PPARy) promove o deslocamento da
osteoblastogénese para a via adipogénica, levando a reducdo da formacdo do 0sso
via osteoblastos, podendo contribuir para fragilidade 6ssea (ROSEN; BOUXSEIN,
2006). Moerman et al. (2004) relataram diminuicdo na expressdao de RUNX2 em
camundongos com expressdo aumentada de PPARY2 e infiltragdo de adipocitos na
medula 6ssea. Além disso, o aumento na taxa de gordura na medula 6ssea tem sido

demonstrado em pacientes osteoporoticos (PINO et al., 2016).
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FIGURA 2. Diferenciagéo das células tronco da medula éssea.
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Esquema ilustrativo dos diferentes destinos que as células tronco da medula 6ssea
podem adquirir de acordo com o estimulo recebido. Intensificador de ligagdo de proteinas CAAT
(CEBP), Homeobox menos distal (DLX), Fator estimulante de colénia de macréfagos (MCSF),
Interleucina (IL), Osteoprotegerina (OPG), Receptor ativador do fator de transcricdo nuclear kB
(superfamilia de receptores fatores de necrose tumoral, membro 11a) (RANK), Ligante do receptor
ativador do fator de transcricdo nuclear ligante kB (superfamilia de receptores fatores de necrose
tumoral, membro 11) (RANKL), Homeobox homdlogo de MSH (MSX), Fator de transcricdo run-
relacionado (RUNX-2), Receptor de peroxissomo proliferativo ativado (PPAR) (Adaptado de ROSEN;
BOUXSEIN, 2006).

Desta forma o equilibrio orquestrado entre a triade OPG/RANK/RANKL
e 0s outros sistemas de receptores/fatores de transcricao (RUNX-2, PPARy) mantém
a homeostase 6ssea em sua fisiologia tipica, sendo que o desequilibrio promove o
remodelamento ndo adequado, o que pode acarretar em doengas como a osteoporose
(WADA et al., 2006).

Metaloproteinases de Matriz e Tecido 0sseo

Uma vez que a qualidade 6ssea é definida como a soma de fatores que
podem influenciar na resisténcia do osso a fraturas (FYHRIE, 2005), e mudancas na

composicédo e arranjo da MEC podem influenciar na qualidade 6ssea, acarretando em
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fragilidade, moléculas que participam do remodelamento da matriz sdo de extrema
importancia para manutencdo da homeostase 6ssea (TANG et al., 2013).

As metaloproteinases de matriz (MMPs) compdem uma familia de
proteases zinco-dependentes altamente conservada que € responsavel
principalmente pela degradacdo da MEC. A fina regulag&o da expresséao e atividade
das MMPs é essencial para o desenvolvimento, manutencdo e reparo de muitos
tecidos, tornando-as fortes candidatas a participarem ativamente da regulacdo da
qualidade da MEC o6ssea (LI et al., 2004; SHIGUEMOTO et al., 2012; TANG et al.,
2013). A regulacao do catabolismo das MMPs é mediada por uma familia de proteinas
homologas chamadas inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs) (GARDNER
et al., 2008).

A MMP-2 é uma gelatinase, com 62 kDa em sua forma ativa, cujo
substrato é o colageno, que desempenha um papel importante na regulacdo da
osteogénese e remodelamento ésseo durante a embriogénese, adolescéncia e
cicatrizacdo 6ssea (MOSIG et al.,, 2007). A auséncia desta metaloproteinase esta
relacionada a diminuicdo da densidade mineral 6ssea e aumento da porosidade, o
que sugere que esta MMP exerce influéncia nas propriedades ésseas. Desta maneira,
a presenca de MMP-2 em sua forma ativa esta relacionada a preservacdo da massa
0ssea (INOUE et al., 2006; NYMAN et al., 2011) (Figura 3A).

A MMP-13 (colagenase 3) desempenha papel central na modulacédo da
degradacdo da MEC uma vez que esta envolvida na ativacédo de outras MMPs. Possui
todos os dominios caracteristicos de uma MMP e mais de 50% da sequéncia idéntica
a outras colagenases, bem como muitos residuos especificos da subfamilia de
colagenases (Tyr 241, Asp 235, Gly 237). Seus substratos sdo os colagenos (I, Il e
lll), que séo clivados nos fragmentos tipicos C-terminal e N-terminal (LEEMAN;
CURRAN; MURRAY, 2002) (Figura 3B).
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FIGURA 3. Metaloproteinases de Matriz (MMP). MMP-2 (A) e MMP-13 (B).
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Esquema ilustrativo da estrutura basica das MMPs -2 e -13 (Adaptado de PARKS; WILSON; LOPEZ-
BOADO, 2004).

A MMP-13 possui papel fundamental no remodelamento da MEC 6ssea
durante o desenvolvimento fetal (JOHANSSON et al., 1997; TANG et al., 2013),
constituindo-se em enzima-chave responsavel pela degradacdo de colageno,
podendo ter importante papel na regulacéo da diferenciacdo dos osteoblastos, visto
gue em modelos knockout para esta MMP sdo observados fenétipos com cartilagem
e osteoblastos defeituosos (HAYAMI; KAPILA; KAPILA, 2008). Hayami et al. (2008)
relataram em estudo in vitro que a diminuicdo na atividade da MMP-13 resultou em
aumento nos niveis de marcadores osteoblasticos. J& Schiltz et al. (2010) relataram
gue alta expressdo de RUNX2 in vivo esta relacionada a alta expressdo de MMP-13,
fato que pode ter um efeito inibitorio na diferenciacdo dos osteoblastos, induzindo um
fendtipo de osteoporose, o que foi revertido em animais com alta expressao de TIMP-
1.

Fica evidente, portanto, a participacéo ativa das MMPs no processo de
remodelamento da MEC 6ssea, colocando-as como destaque entre as moléculas a
serem investigadas em processos patolégicos como a osteoporose, que envolve o
remodelamento desequilibrado da MEC 6ssea (OZEKI et al., 2014).

Como ja descrito, a capacidade de resisténcia a fratura depende da
qgualidade da MEC 6éssea, sendo as MMPs essenciais tanto no processo de
remodelamento fisiolégico como patoldgico. Significante aumento na expressao da
MMP-13 tem sido relatado em ratas submetidas a ovariectomia (OVX), estando
relacionado a perda de massa 0ssea alveolar e degeneracéo do disco intervertebral
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(LI et al., 2004; LUO et al., 2014). J& em relagcdo a MMP-2 Shiguemoto et al. (2012)
relataram uma diminuicao na atividade deste metaloproteinase ap6s a ovariectomia.
Estes resultados sugerem a participacdo dessas MMPs na perda de
qualidade 6ssea na osteoporose e aumento do risco de fratura, sendo, portanto, um
importante alvo de estudo em possiveis tratamentos para esta doenca. Porém mais
estudos sdo necessarios para descrever o papel dessas metaloproteinases na perda

0ssea induzida pela OVX.

Osteoporose pés menopausa

A osteoporose é considerada um problema grave de saude publica, com
aproximadamente 200 milhdes de pessoas afetadas mundialmente. Em torno de 30%
das mulheres em estagio pdés-menopausa desenvolvem osteoporose nos Estados
Unidos e Europa, sendo a fratura uma das principais consequéncias associadas a
diminuicdo na qualidade de vida, incapacidade e morte, além dos altos custos a saude
publica (IOF, 2015; VASHISHTH, 2007). Um dos principais objetivos clinicos no
tratamento da osteoporose, segundo a Sociedade Americana de Menopausa, € a
prevencao de fraturas (NAMS, 2010).

O estrogénio, horménio ovariano, atua bloqueando a formacao de novos
osteoclastos e estimulando também sua apoptose, enquanto inibe a apoptose de
osteoblastos e ostedcitos (PACIFICI, 2012). A menopausa induz 0 aumento na taxa
de remodelamento da MEC d&ssea, porém de maneira desequilibrada, sendo o
aumento da osteoclastogénese uma das consequéncias da deficiéncia de estrogénio
(ELEFTERIOU et al., 2005; WADA et al., 2006). Este desbalanco entre formacéo e
reabsorcdo Ossea, resulta em acelerada perda de massa Ossea, tanto no
compartimento trabecular quanto cortical, deterioragdo da ultraestrutura e fragilidade
O0ssea, aumentando os indices de fraturas caracteristicas da osteoporose pos-
menopausa (LI et al., 2004; MANOLAGAS; O’'BRIEN; ALMEIDA, 2013; SCHILTZ et
al., 2008; YAMAZAKI et al., 2004).

Os efeitos da deficiéncia dos hormdnios ovarianos podem ser simulados
por meio de modelos de OVX, procedimento de remoc¢éo dos ovarios, 0 que acarreta

em reabsorcdo 0ssea levando a osteoporose, sendo este considerado um modelo
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cladssico experimental para estudar os efeitos da retirada do estrogénio (KALU, 1991,
PACIFICI, 2012; SCHILTZ et al., 2008).

As terapias atuais para tratamento da osteoporose visam a prevencgao
da perda de massa 6ssea ou promocdo do ganho da mesma com tratamentos
utilizando bifosfonatos e hormdnio paratireoidiano, além da reposicdo hormonal com
estrogeno, visando minimizar os efeitos da menopausa como um todo. Entretanto,
apesar da diminuicdo nos indices de fraturas, as terapias antiabsortivas e anabolicas
vém sendo questionadas, pois alguns individuos ainda apresentam fraturas atipicas
durante o tratamento. Ja a suplementacdo de longo-prazo com estrogeno esta
relacionada a diversos riscos para saude, dentre eles cancer de utero e de mama,
além de doencas cardiovasculares, ndo sendo, portanto, recomendada por muito
tempo (LI et al., 2014; NYMAN; MAKOWSKI, 2012; SHIGUEMOTO et al., 2012). Dai
a importancia de estudos que busquem estratégias alternativas para tratamento e
prevencao da osteoporose.

Neste sentido, o exercicio fisico é proposto atualmente como uma
alternativa ndo farmacoldgica, acessivel e eficiente na prevencao e no tratamento dos
efeitos deletérios da osteoporose, atuando na reducdo da reabsorcédo, reduzindo o
risco de fraturas, mas também reduzindo a dor, melhorando o equilibrio e mobilidade,
prevenindo quedas e melhorando a qualidade de vida como um todo (CAPUTO,;
COSTA, 2014; CHEUNG; GIANGREGORIO, 2012; SHIGUEMOTO et al.,, 2012;
YAMAZAKI et al., 2004).

Treinamento resistido, tecido 6sseo e osteoporose

Treinamento resistido (TR) é definido como um exercicio fisico que
envolve contracdes dos musculos esqueléticos frente a uma carga de resisténcia
externa (DOS SANTOS et al., 2014). Uma vez que 0 0SS0 é um tecido que possui
habilidade de responder a atividade fisica e exercicio (CHEUNG; GIANGREGORIO,
2012), programas de exercicio fisico, principalmente TR, tem sido indicados para
tratamento de osteoporose, visto que estimula a osteogénese (GIANGREGORIO et
al., 2014; SHIGUEMOTO et al., 2012; WILHELM et al., 2012).
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De acordo com o efeito piezoelétrico, a presséo imposta pelo exercicio
atinge os cristais de hidroxiapatita, que sofrem deformacdo e geram diferencas de
potencial elétrico, que atua como um estimulo no processo de formacao 0ssea, ou
seja, 0 aumento na massa 0ssea em resposta ao exercicio se da principalmente
devido ao aumento na mecanotransducéo (WEBER-RAJEK et al., 2015).

O TR atua como um indutor de diferenciacdo de células tronco
mesenquimais em osteoblastos e, além disso ha fortes evidéncias de que a auséncia
de mecanotransducdo leva a perda rapida de massa 0ssea no membro afetado,
estando este fato associado com 0 aumento na adipogénese na medula 6ssea (YUAN
et al., 2015).

O TR também aparentemente atua via modulacdo das MMPs.
Shiguemoto et al. (2012) em um estudo com ratas ovariectomizadas relataram
diminuicdo da expressdo da MMP-2 acompanhada por diminuicdo na densidade
mineral 6ssea e queda na resisténcia a fratura. Estes efeitos foram revertidos com TR
cronico. Um estudo in vitro em tecido sinovial advindo de pacientes com artrite
reumatoide apresentou diminuicdo dos niveis de MMP-13 frente ao alongamento
mecanico (WANG et al., 2009a). J& Barthelemi et al. (2012) relataram superexpressao
de MMP-13 induzida por forca mecanica em estudo in vitro, sugerindo participacéo
desta MMP na diferenciacdo de osteoblastos. Entretanto ndo h& estudos que
relacionem os efeitos do TR na expressdo da MMP-13 em modelos animais de OVX,
caracterizando a originalidade e importancia deste projeto.

Poucos trabalhos, entretanto, sdo dedicados ao estudo completo acerca
da saude 6ssea, relacionando o papel do treinamento resistido no remodelamento
0sseo em diversas escalas como composicdo material 6ssea, estrutura e o papel das
MMPs em modelo de ratas OVX.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o efeito da ovariectomia sobre marcadores de remodelamento da
matriz extracelular 6ssea, bem como as consequéncias sobre a morfologia e as

propriedades biofisicas e biomecéanicas do tecido 6sseo em ratas ovariectomizadas.

2.2 Especificos

Verificar os efeitos do treinamento resistido sobre:
e peso corporal dos animais;
e parametros biométricos 0sseos (tibias) (comprimento, volume e area)
e parametros biofisicos 0sseos (tibias) (densitometria, porcentagem de
agua, porcentagem de material mineral, porcentagem de material organico,
micro tomografia);
e parametros biomecanicos 0Osseos (tibias) (rigidez, tenacidade,
resiliéncia, carga maxima e carga de fratura);
e parametros bioquimicos 6sseos (tibias) (calcio e fosforo);
e morfologia Ossea (fémures) (micro tomografia e contagem de
adipdcitos);
e expressdo génica de marcadores de remodelamento da matriz
extracelular éssea (fémures) (MMP-13,TIMP-1, COL-1, RUNX-2 e OPG) ;

e atividade de metaloproteinase 6ssea (fémures): MMP-2.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais e condi¢gdes experimentais

Trinta e seis ratas da espécie Rattus norvegicus, da linhagem Sprague
Dawley, com sete semanas de idade, obtidas do Biotério Central da Universidade
Estadual Paulista Jdlio de Mesquita Filho (UNESP) foram utilizadas para o
desenvolvimento desta pesquisa. Com peso corporal inicial de 231+3 g, as ratas foram
alocadas em caixas coletivas com quatro animais em cada caixa e foram mantidas no
Biotério do Laboratério de Fisiologia do Exercicio do Departamento de Ciéncias
Fisiolégicas da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar, Sédo Carlos, Brasil),
com oferta de agua e alimento ad libitum. A racdo utilizada foi do tipo padréo para
roedores (Biobase®, Aguas Frias, Brasil). A temperatura foi mantida controlada entre
22+2 °C e o ciclo claro-escuro foi de 12 horas, com periodo de claro das 6 h as 18 h
durante a semana de aclimatacdo. No inicio do periodo experimental, o ciclo claro-
escuro foi invertido passando a ser o periodo de claro das 18 h as 6 h. Esse
procedimento foi adotado para permitir que as sessfes de treino fossem realizadas
durante o periodo de maior atividade desses animais, ou seja, o periodo escuro.

Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo
com as normas internacionais para procedimentos experimentais em esportes e
exercicio “Ethical standards in sport and exercise science research: 2014 update”
(HARRISS:; ATKINSON, 2013), e foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Séo Carlos (UFSCar, S&o Carlos,
Brasil), protocolo n° 008/2010.

3.2 Desenho Experimental

ApoOs a chegada ao laboratorio, as ratas foram alocadas em caixas
coletivas e ficaram em periodo de aclimatacdo por uma semana. Ap0Os o periodo de

aclimatacdo houve inverséo do ciclo claro-escuro e esperou-se mais duas semanas
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para adaptacdo dos animais. Ao completar 10 semanas de vida (aproximadamente
260 g), periodo no qual estes animais sdo considerados adultos jovens (HORCAJADA
et al., 2008; SOUZA et al., 2007), as ratas foram randomicamente distribuidas em dois
grupos experimentais: ovariectomizadas (grupo OVX) ou pseudo ovariectomizadas
(grupo SHAM). Neste momento foram realizados os procedimentos de ovariectomia,
ou pseudo OVX, procedimento que mimetiza o procedimento cirdrgico realizado na
OVX (THOMPSON et al., 1995).

Apos um periodo de 21 dias de recuperacao da cirurgia, 0os grupos foram
novamente sub-divididos em dois grupos: sedentarios ou treinamento resistido,
totalizando quatro grupos experimentais: grupo sham sedentarias (SHAM-SED) (n=8),
ovariectomizadas sedentarias (OVX-SED) (n=10), sham treinamento resistido (SHAM-

TR) (n=8) e ovariectomizadas treinamento resistido (OVX-TR) (n=10) (Figura 4).

FIGURA 4. Organograma dos grupos experimentais.
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Os animais sedentarios nao realizaram qualquer tipo de treinamento e
permaneceram em suas caixas durante o periodo experimental. Os animais treinados,
SHAM-TR e OVX-TR realizaram 3 sessfes de treinamento resistido por semana,

durante 10 semanas. A eutanasia foi realizada em todos os animais 92 dias apds a
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OVX quando as ratas se encontravam com 23 semanas de vida. O desenho

experimental utilizado pode ser observado na figura 5.

FIGURA 5. Representacdo esquemética do desenho experimental.
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3.3 Ovariectomia (OVX)

A ovariectomia foi realizada segundo modelo proposto por KALU (1991).
As ratas foram anestesiadas com uma mistura de ketamina e xylazina (61,5-7,6mg/Kg
i.p.) e o procedimento foi iniciado apdés a auséncia dos reflexos (Figura 6A).
Inicialmente, foi feita uma inciséo bilateral de 1-1,5 cm na regido medial entre a Ultima
costela e o inicio da coxa, paralelamente a linha corporal, através da pele e camada
muscular. Apés a abertura da cavidade peritoneal os ovarios foram expostos e
removidos apos ligadura abaixo da fimbria (Figura 6B). O utero foi recolocado em seu
local natural e os musculos e pele foram suturados (Figura 6C). O procedimento foi
realizado bilateralmente e apds o procedimento cirdrgico as ratas foram alocadas em
gaiolas individuais, onde permaneceram por cinco dias e receberam analgésico e
aquecimento (Figura 6D) para recuperacédo inicial. Apos este periodo, os animais

foram recolocados em suas caixas coletivas de origem onde permaneceram para total
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recuperacdo até o completar 21 dias dos procedimentos cirdrgicos. Este periodo de
recuperacdo foi adotado pois, segundo a literatura, é tempo suficiente para que o
estradiol ndo seja mais detectado no plasma dos animais (DIAZ BRINTON, 2012),
indicando que alguns dos efeitos deletérios da auséncia deste horménio, como a

perda da massa 6ssea podem comecar a ser estabelecidos.

FIGURA 6. Etapas do procedimento de ovariectomia.

Anestésicos utilizados: ketamina e xylazina (A). Remocao dos ovarios (B). Realocacédo do Utero em
posicéo natural (C). Recuperagdo dos animais em caixas individuais com temperatura adequada e
analgesia (D). (Adaptado de STOTZER, 2013).

O controle do ciclo estral foi feito em ambos os grupos (SHAM e OVX) a
partir da segunda semana apdés a cirurgia para confirmar o sucesso da OVX e a
continuidade do ciclo do grupo SHAM. Para isso, um cotonete (swab) embebido em
solucéo salina foi cuidadosamente introduzido na cavidade vaginal das ratas e foi feita
uma rotacdo para coleta de material. A secrecdo foi colocada em uma lamina
histoldgica, na forma de esfregaco, para analise em microscopia 6ptica em aumento
de 40X. A coleta foi realizada diariamente e foi mantida até um més antes da
eutanasia. (MARCONDES; BIANCHI; TANNO, 2002; STOTZER et al., 2015). A

avaliacdo da fase do ciclo é feita a partir da proporcao de células, sendo que no
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proestro, fase inicial do ciclo, ha a predominancia de células nucleadas epiteliais, no
estro, segunda fase, predominam células anucleadas cornificadas, no metaestro,
terceira fase, ha a mesma proporcéo entre células nucleadas epiteliais, cornificadas
e leucacitos e no diestro, fase final, predominam leucécitos (MARCONDES; BIANCHI,;
TANNO, 2002).

3.4 Treinamento Resistido (TR)

O protocolo de TR foi adaptado de HORNBERGER; FARRAR (2004).
Foram feitas as seguintes adaptacgodes:

- O treinamento foi realizado em periodo de escuro, uma vez que este é
o de maior atividade dos animais. Para possibilitar a visdo do treinador foi utilizada luz
infravermelha de 150w,

- O treinamento foi realizado 3 vezes por semana (segundas, quartas e
sextas), tornando o modelo mais semelhante ao realizado em academias;

- O aumento da sobrecarga nas quatro primeiras séries das sessdes de
treinamento foi mudada de 50%, 75%, 90% e 100% para 65%, 85%, 95% e 100% da
carga maxima, evitando um elevado niumero de séries e exaustao dos animais.

Para o treinamento, foi utilizada um recurso ergogénico (escada) de 1,10
m de altura por 0,18 m de largura com 2 cm de distancia entre os degraus e 80° de
inclinacdo (Figura 7A). As cargas foram colocadas em tubos do tipo falcon (50 mL) e

fixadas na cauda dos animais com fita adesiva (Figuras 7B e 7C).
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FIGURA 7. Treinamento de resisténcia.

Aparatos utilizados para o treinamento: Escada (a). Rata realizando o treinamento (b). Aparatos de
sobrecarga (c). (Adaptado de STOTZER, 2013).

3.4.1 Adaptagéo ao treinamento

A adaptacado ao treinamento foi realizada na primeira semana. As ratas
foram colocadas na parte inferior da escada e estimuladas a escalar aplicando-se
inicialmente um pingamento manual na cauda. No topo da escada os animais
encontravam uma gaiola com dimensdes de 20 x 20 x 20 cm, onde descansavam por
120 segundos. O procedimento foi repetido até que os animais escalassem
voluntariamente por trés vezes consecutivas sem a aplicacdo do pingamento na

cauda.

3.4.2 Carga maxima de carregamento

A carga maxima de carregamento inicial foi determinada na primeira
sessdo de treino da segunda semana. Foi utilizada como base uma carga inicial de
75% do peso corporal. Apés a primeira escalada, e nas subsequentes, foram
adicionadas 30 g a cada escalada até que a rata ndo conseguisse mais escalar até o

topo da escada ou completasse um total de nove escaladas (niUmero maximo de
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escaladas por sesséo). A maior carga carregada com sucesso foi considerada a carga

maxima.

3.4.3 Sessdes de treinamento

Nas proximas sessdes de treinamento as ratas carregaram nas
primeiras quatro escaladas 65%, 85%, 95% e 100%, respectivamente, da carga
méxima determinada na sessdo anterior e, nas escaladas seguintes, foram
adicionados 30 g a cada escalada até que a rata ndo conseguisse mais escalar ou
completasse nove escaladas, sendo que a sobrecarga utilizada na ultima escalada

completa passava a ser a nova carga maxima para a proxima sessao de treinamento.

3.5 Eutanasia e Coleta de Amostras

ApoOs as dez semanas de treinamento e passadas 48 horas da ultima
sesséo de treino, os animais ficaram em jejum overnight e foram eutanasiados por
decapitacdo em guilhotina. Os animais foram entdo alocados em mesa cirargica para
remocdo dos fémures, das tibias e do utero. O utero foi pesado para mais uma
confirmacéo do sucesso da ovariectomia. Em seguida, foi efetuada a dessecacéo e
limpeza dos ossos. Os fémures esquerdos foram divididos de acordo com o
necessario para as analises subsequentes, congelados imediatamente em nitrogénio
liguido e armazenados em freezer -80 °C para as andlises génicas e de zimografia
(Figura 8). Os fémures direitos foram armazenado em formalina tamponada a 10%
para posteriores analises histolégicas. As tibias (direitas e esquerdas) foram
armazenadas em solucéo salina 0,9% em freezer -20 °C para as analises biométricas,

biomecéanicas, biofisicas e de microtomografia computadorizada (microCT).
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FIGURA 8. Imagem anatdbmica do fémur de rato e divisdes para armazenamento.
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Fémur inteiro (A). Divisdo do fémur (B): para extracdo de RNA foram utilizados cabeca e colon e para
analises de zimografia foi utilizado o grande trocanter (Arquivo pessoal).

3.6 Parametros biométricos

3.6.1 Peso corporal dos animais

O peso corporal dos animais foi mensurado no inicio do periodo
experimental (inicial), antes do inicio do treinamento de resisténcia (pré treino) e apés

10 semanas de treinamento (final).

3.6.2 Comprimento da tibia direita

Para mensurar o comprimento da tibia direita foi utilizado um paquimetro
digital (Carbom Fiber Composities Western® PRO) com precisdo de 0,01 nm. A

padronizacao de referéncia utilizada foi o platé condilar e maléolo tibiais.
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3.7 Densitometria 0ssea (Tibia direita)

As analises de densidade mineral 6ssea (DMO) e contetdo mineral
6sseo (CMO) foram realizadas utilizando um Densitdmetro Osseo de Raios-X (DXA),
Lunar dual energy X-Ray (DPX Alpha, General Eletric Company, Madison, USA),
acoplado a um computador com o software adequado para analises em pequenos
animais (SmartScan, DPX versao 4.7). O equipamento esta alocado na Faculdade de
Medicina Veterinaria, da Universidade Federal Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(UNESP, Aracatuba, Sao Paulo, Brasil).

Os ossos foram analisados em temperatura ambiente. Para isto foram
alinhados na posi¢cédo antero-posterior em um container com agua destilada e foram
escaneados. No software foi selecionada a regido de interesse através do contorno
das imagens dos ossos e os resultados para DMO (g/cm?) e CMO (g) foram obtidos

automaticamente pelo software.

3.8 Parametros biomecéanicos 6sseos (Tibia direita)

Para as andlises biomecéanicas, as tibias direitas foram descongeladas
10 horas antes do inicio do ensaio e mantidas em solugéo salina. Inicialmente as tibias
foram alocadas em um dessecador, imersas em agua destilada por 24 h para retirada
do ar presente nos poros 6sseos. Em seguida foram mensurados em balanca de
precisdo o peso imerso (Pi) e o peso umido (Pu), passando-se entdo para o0 ensaio
biomecanico.

As propriedades biomecéanicas foram mensuradas através do teste de
flexdo de trés pontos, utilizando-se uma maquina de ensaio universal INSTRON
modelo 4444 (Instron, Canton, MA, USA), cuja célula de carga possui capacidade de
100 Kgf. As extremidades das tibias foram apoiadas em dois roletes com diametro de
3 mm, distanciados em 21,70 mm e a carga foi aplicada na regido central de cada
osso (TREBACZ; ZDUNEK, 2006) (Figura 9). No inicio do teste foi aplicada uma pré-
carga de 10 N por meio de uma haste cilindrica com um rolete de 3 mm na

extremidade, no sentido pdstero-anterior e perpendicular ao eixo longitudinal para
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acomodacéo e estabilizacdo da amostra. O tempo de acomodacéo foi de 1 min e entao
foi aplicada uma forgca no mesmo sentido, com velocidade constante de 0,5 cm/min
até que ocorresse a fratura. Os resultados obtidos foram registrados pelo software
Instron Series IX e foi gerada uma curva carga x deformacéo (Figura 10). A partir da
andlise desta curva foram obtidas as seguintes propriedades biomecéanicas: carga
méxima (N), maior carga suportada pela amostra durante o ensaio; carga de fratura
(N), carga aplicada no momento da fratura da amostra; rigidez (N/mm), capacidade
de resistir a deformacdes; tenacidade (J), energia necessaria para provocar a ruptura
da amostra e resiliéncia (J), energia absorvida pelo tecido 6sseo sem que haja

deformacgbes permanentes.

FIGURA 9. Maquina de Ensaio Universal Instron (modelo 4444) utilizada para o
ensaio de flexdo de trés pontos.

Painel de controle (A); célula de carga ligada (B); haste para a aplicacéo de carga (C); amostra (tibia
de rato) (D); suporte (E) (arquivo pessoal).
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FIGURA 10. Grafico Carga x Deformacéo utilizado para determinacéo das
propriedades biomecanicas.
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Ci: Carga no Limite Elastico; D1: Deformacado (deslocamento) no Limite Elastico; C2: Carga Maxima;
D2: Deformacdo (deslocamento) na Carga Maxima; Cs: Carga de Fratura; Ds: Deformacéo
(deslocamento) na Carga de Fratura (maxima); O/C1/D1: a &rea desta regido corresponde a Resiliéncia
(energia absorvida na fase eléstica); O/Cs/Ds: a area desta regido corresponde a tenacidade (energia
absorvida até o ponto de ruptura); T: tangente da regido O/C: da curva, corresponde a Rigidez
(capacidade de resistir a deformacdes).

3.9 Parametros Biofisicos 6sseos (Tibia direita)

Para as andlises biofisicas, as tibias direitas, apds o teste biomecéanico,
foram colocadas em uma estufa a 100 °C por 24 h para desidratacéo e, a apos esse
procedimento, foi mensurado o peso seco (Ps). Para obtencédo do peso das cinzas
(Pm, material mineral), as tibias foram colocadas em uma mufla na temperatura de
800 °C por 24 h (NORDSLETTEN et al., 1994).

Apo6s a obtencéo dos pesos, os calculos foram realizados com base no
Principio de Arquimedes. Foi calculado o volume 6sseo, densidade 0ssea e mineral,
percentuais de material organico, mineral e de agua de acordo com as féormulas abaixo
(MARTIN, 1990).
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Volume 6sseo = Pu — Pi/ p (cm?)

Densidade 6ssea = Pu / volume 6sseo (g/cm3)
Densidade mineral = Pm / volume ésseo (g/cm?3)
Percentual 6sseo de agua = 100 x (Pu — Ps) / Pu
Percentual de material organico = 100 x (Ps — Pm) / Pu
Percentual de material mineral = 100 x Pm / Pu

Onde: Pu = peso umido 0sseo, Ps = peso da amostra 0ssea desidratada, Pi =
peso imerso 6sseo, Pm = peso do material mineral (cinzas) e p = densidade da agua
destilada.

3.10 Parametros bioquimicos 6sseos (Tibia direita)

Para a analise bioguimica, as cinzas obtidas a partir das tibias passaram
por um processo de solubilizacdo em acido cloridrico 2 N. Posteriormente, por meio
de ensaio colorimétrico, o contetdo de calcio e fésforo dos ossos foi determinado,
com a utilizacdo do kit comercial especifico Labtest® (Labtest, Lagoa Santa, Minas

Gerais, Brasil), cat. 90, e 12 respectivamente.

3.11 Densitometria 6ssea por regides (Tibia esquerda)

Para as andlises, as tibias esquerdas (n=6 /grupo) foram enviadas ao
Rosen Laboratory (MMCRI, Maine Medical Center Research Institute, Scarborough,
USA) alocadas em tubos do tipo falcon de 15 mL contendo etanol 70 %. Antes de
iniciar as analises de micro-CT € necessario confirmar se 0S 0SS0S apresentam
diferencas com relagéo a densidade mineral 6ssea. As tibias foram entdo submetidas
a anélise de densitometria 6ssea para avaliacio da DMO em um Densitdmetro Osseo
de Raios-X (DXA) PIXImus dual-energy X-ray densitometer (GELunar, Madison, WI,
USA), acoplado a um computador com o software para analises em pequenos animais

(Lunar PIXImus 2, versédo 2.1). O equipamento esta alocado em uma facility para
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imagens de pequenos animais do MMCRI. Os ossos foram analisados de maneira
semelhante ao anteriormente feito com as tibias direitas, porém houve a separacao
entre regides trabecular e cortical para analise, sendo selecionada a regido de
interesse (ROI) separadamente para as duas analises (trabecular e cortical). Foram
obtidos seguintes dados: DMO (g/cm?) e CMO (g).

3.12 Microtomografia computadorizada (Micro-CT) (Tibia esquerda)

Para esta andlise foi utilizado um sistema de Micro-CT de alta resolucéo,
vivaCT 40 (Scanco Medical AG, Bruttisellen, Switzerland) alocado em uma facility do
MMCRI. O equipamento foi calibrado utilizando-se um phantom fornecido pela
Scanco. As amostras foram colocadas duas a duas em um suporte plastico para
amostra de 20 mm de diametro, semelhante a um canudo, envoltas por agua
destilada. O suporte foi colocado no equipamento, que € conectado a um computador
com um software especifico para andlise das imagens (Scanco, versdo 4.05). As
imagens em 3D foram adquiridas utilizando um voxel de 10,5 um para a regiao
trabecular e um voxel de 21 pm para regido cortical em todas as direcdes. A energia
utilizada foi de 55 kVp com integracdo de 300 ms. As imagens obtidas foram
segmentadas usando um filtro de remoc¢ao de ruido e estabeleceu-se um threshold
padrdo para aquisicdo da fase 6ssea mineralizada.

Foram adquiridas um total de 375 fotos em “fatias” tomando-se por base
a regido proximal da tibia até a regido de insercdo da fibula. As secc¢des trabeculares
e corticais das tibias foram separadas e contornadas no software. Para a andlise da
regido trabecular, foi escolhida a regido proximal da tibia abaixo da placa de
crescimento e utilizou-se aproximadamente 200 fotos em “fatias”. Esta regido foi
semelhante a utilizada para contagem do numero de adipdcitos nas laminas
histologicas feitas com o fémur direita. Para a regido cortical foi utilizado como
referéncia o eixo medio tibial, regido média entre a parte superior e local de insercao
da fibula, sendo utilizadas 100 fotos em “fatias” para analise. Esta regido foi escolhida
por ser também a regido onde foi aplicada a forca no teste de trés pontos realizado

nas tibias direitas.
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Para regido trabecular foram obtidos os seguintes dados a partir das
imagens binarias: fracdo de volume 6sseo (BV/TV) (%), volume de osso mineralizado
em relagdo ao volume total analisado; densidade de conectividade (Conn.D) (1/mm3),
medida do grau de conectividade trabecular normalizado pelo volume total analisado;
indice de modelo estrutural (SMI), indicador da estrutura trabecular, que pode variar
de 0, para placas paralelas até 3 para hastes cilindricas; espessura trabecular (Th.Th)
(um), nimero de trabéculas (Tb.N) (1/mms3), corresponde ao nimero de trabéculas por
unidade de comprimento e separacao trabecular (Th.Sp) (um), distancia média entre
uma trabécula e outra dentro da regido de interesse analisada.

Para a regidao cortical foram obtidos os seguintes dados a partir das
imagens binarias: fracdo de volume ésseo (BV/TV) (%), volume de osso mineralizado
em relacdo ao volume total analisado; fracdo de area cortical (Ct.Ar/Tt.Ar) (%),
espessura cortical (Ct.Th) (um), porosidade cortical (%) e area de medula Gssea
(Ma.Ar) (mm?).

3.13 Processamento das Amostras e histologia (Fémur direito)

Os fémures direitos, destinados para as andlises histoldgicas, ficaram
armazenados em formalina tamponada a 10% por 24 h e foram lavados em agua
corrente, passando em seguida por processo de descalcificacdo em solugcdo de acido
etilenodiaminotetracético 4% (EDTA) (Merck®, Darmstadt, Alemanha) por
aproximadamente vinte dias.

Para confeccdo das laminas foi utilizada a epifise proximal dos fémures
(regido da cabeca e colo). As aliquotas passaram por processo de desidratacdo em
concentragcbes crescentes de etanol (70%, 80%, 90%, 95% e 100%), foram
diafanizadas em xilol, impregnadas em paraplast (Histosec®, Merck, Darmstadt,
Alemanha) e incluidas em blocos de paraplast para posterior composicéo das laminas.

A partir dos blocos de paraplast foram feitos cortes histolégicos semi-
seriados com 5 ym de espessura. Os cortes foram entdo estendidos e montados em
laminas tratadas com polilisina para melhor fixagdo do corte. Apés a montagem, as
laminas foram mantidas em forno estufa a 60 °C overnight para adeséo do corte na

lamina.
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3.13.1 Coloracdo com Eosina e Hematoxilina e contagem de adipocitos

Para a coloracdo com eosina e hematoxilina (HE), as laminas foram
alocadas overnight em estufa a 60 °C para desparafinizacédo. No dia seguinte os cortes
passaram por processo de hidratacdo em bateria de xilol, etanol em concentragcbes
decrescentes e agua destilada, sendo posteriormente submetidos ao processo de
coloracdo em HE. Subsequentemente, os cortes ja corados foram desidratados em
alcool, diafanizados em xilol e a montagem das laminas foi feita utilizando-se Balsamo
do Canada para fixacdo da laminula.

As laminas foram escaneadas utilizando-se o scanner de laminas
Pannoramic DESK 1.18.1 (3D HISTECH, Budapest, Hungary), localizado no
Laboratorio de Imunologia Aplicada do Departamento de Genética e Evolucdo da
Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar, Sé&o Carlos, Brasil). Apdés o
escaneamento foi utilizado o software Pannoramic Viewer 1.15.4 (3D HISTECH,
Budapest, Hungary) para visualizacdo das imagens escaneadas e aquisicao de fotos
da &rea de interesse (AQOI), regido fotografada a partir do aumento de 7x obtido no
software Pannoramic Viewer (Figura 11). As células adiposas foram contadas em toda
a area de interesse. A area foi mensurada, sendo a mesma para todas as imagens,
2009726 pm?.
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FIGURA 11. Imagem de corte histolégico da cabeca e célon do fémur com
delimitacdo da area de interesse.
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AOI: area de interesse, area interna ao retdngulo de bordas azuis (Arquivo pessoal).

3.14 Andlises génicas (Fémur esquerdo)

As andlises de expressao génica foram realizadas pela técnica da
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QRT-PCR). A expressdo dos
seguintes genes foi analisada: MMP-13, TIMP-1, COL-1, RUNX-2 e OPG. Para
escolha do melhor gene constitutivo a ser utilizado para as analises, foram testados
0S genes para as seguintes proteinas: proteina ribossomal S27A (RPS-27A), proteina
ribossomal S18 (RPS-18), proteina ribossonal grande PO (RPLPO), gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH) e beta actina (B-ACT). Os resultados foram
analisados e ranqueados utilizando-se um programa online (RefFinder, 2015) o qual
analisa os resultados de acordo com quatro critérios diferentes para classificar qual o
gene de referéncia mais indicado para ser utilizado nas andlises. O gene da proteina
ribossomal S27A (RPS-27A) foi o melhor classificado e foi utilizado como constitutivo

para analise de expressao génica relativa.
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3.14.1 Extrag&o do RNA total

A cabeca e célo dos fémures esquerdos, utilizados para extracdo do
RNA total (Figura 8), foram macerados em cuba de metal com nitrogénio liquido com
o auxilio de um pistilo de porcelana. O p6 proveniente dos fémures foi alocado em um
microtubo de 1,5 ml com 1 mL de TRIZOL Reagent (Invitrogen, Carlanbad, CA, USA).
Em seguida o material foi homogeneizado utilizando-se o homogeneizador PowerGen
125 (Fisher Scientific, Pittsburgh, USA). As etapas subsequentes da extracdo do RNA
foram realizadas de acordo com as instru¢Bes do fabricante. O RNA extraido foi
ressuspendido em &gua livre de nucleases, quantificado e avaliado para verificacao
do grau de pureza (260nm/280nm) em equipamento Nanodrop 2000 (Thermo
Scientific, Wilmington, USA) e foi armazenado em freezer -80 °C para posterior

transcricao reversa.

3.14.2 Transcricao reversa

Um micrograma do RNA total de cada amostra foi submetido ao
tratamento com desoxirribonuclease | (DNAse I; Invitrogen Corporation, California,
USA) segundo instru¢des do fabricante, para remoc¢éo de possiveis contaminacdes
com DNA genbémico. Apés o tratamento, iniciou-se o processo de transcri¢cao reversa,
utilizando para isto oligo (dT) e enzima M-MLV Reverse Transcriptase (Promega

Corporation, Madison, USA) de acordo com o manual do fabricante.

3.14.3 Reacédo de cadeia da polimerase em tempo real

O sistema de deteccdo em tempo real CFX 96 (BioRad, Sao Francisco,
USA) foi utilizado para a qRT-PCR. Para cada reacgao foram utilizados 20 ng de cDNA,
200 nM de cada primer e 5 pl de Evagreen Supermix (BioRad, Sao Francisco, USA)
totalizando 10 ul por reacdo. Os primers utilizados para avaliacdo da expresséo dos
genes para MMP-13, TIMP-1, COL-1, RUNX-2, OPG e RPS-27A foram comprados da
Sigma Aldrich (Missouri, USA) ou da Bioneer (Replubic of Korea) e as sequéncias

estao descritas na tabela 1.
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TABELA 1. Especificacfes dos primers utilizados para o qRT-PCR.

Genes Primer Senso (5’-3’) Primer Antisenso (3’-5’) Acesso n° Empresa
MMP-13 CGTGTGGAGTTATGATGATG ATCTACTTTGTCGCCAATTC NM_133530.1 Sigma Aldrich
TIMP-1 ATAGTGCTGGCTGTGGGGTG TGATGCCTCTGGTAGCCCTT NM_053819.1 Bioneer
COL-1 ATCAGCCCAAACCCCAAGGAGA CGCAGGAAGGTCAGCTGGATAG NM_053304.1 Bioneer
RUNX-2 AGAGTCAGATTACAGATCCC TGTCATCATCTGAAATACGC NM_001278483.1  Sigma Aldrich
OPG AAGGAAATGCAACACATGAC TCTCTACACTCTCTGCATTC NM_012870.2 Sigma Aldrich
RPS27A GACCCTTACGGGGAAAACCAT AGACAAAGTCCGGCCATCTTC NM_031113.2 Sigma Aldrich

MMP-13: Metaloproteinase de matriz -13; TIMP-1: Inibidor de metaloproteinase de matriz -1; COL-1:
colageno do tipo 1; RUNX-2: Run-related transcription fator -2; OPG: osteoprotegerina; RPS-27A:
proteina ribossomal S27A

A sequéncia de ciclos dos primers, padronizada de acordo com a
temperatura de melting (Tm) de cada primer, foi: 10 min a 95 °C, seguido por 40 ciclos
de 15sa95°C,30sa60°C e 30sa72°C. Os produtos especificos da PCR foram
determinados como picos Unicos através das curvas de MELT e foi determinado o
inicio da fase de amplificacdo exponencial (Ct, Threshold cycle). Os valores de Ct
foram utilizados para analise da expressdo génica dos genes de interesse acima
descritos. A andlise dos dados foi feita através do método de quantificacéo relativa e
a normalizacao através da expressdo do gene constitutivo RPS-27A. Para andlise dos
dados foi utilizada a equacdo de Livak e Schmittgen, onde a variacdo na expressao
de cada gene € igual a 2-22CT (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

3.15 Anédlise de zimografia em gelatina (FEmur esquerdo)

A fim de avaliar a atividade da MMP-2 foi realizada a analise de
zimografia em gelatina, a qual foi adaptada do protocolo estabelecido por MARQUET]I
et al. (2008). A regidao do grande trocanter dos fémures esquerdos das ratas foi
utilizada para esta analise (Figura 8). Inicialmente as amostras foram maceradas

utilizando-se um pistilo de porcelana em cuba de metal com nitrogénio liquido,
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homogeneizadas e incubadas em 2 mL de tampéo de extracdo [10 mM de &cido
cacodilico (pH 5,0), 0,15 M NaNOs e 0,01 % de Triton X-100] a 4 °C por 24 h. O
homogeneizado foi centrifugado a 4 °C, 13.000 g por 10 min e o sobrenadante foi
coletado e o pH ajustado para 7.4. A concentracao total de proteinas foi mensurada
através do método BCA utilizando-se o kit para deteccéo Pierce™ BCA Protein Assay
(Thermo Scientific™, Waltham, USA). Um total de 20 ug de proteina foi aplicado em
cada poco de um gel de poliacrilamida com 10 % de dodecil sulfato de sodio (SDS)
preparado com 1 mg/mL de gelatina. Apés a eletroforese os géis foram lavados duas
vezes em Triton X-100 2,5 % para remocdo do SDS. Na sequéncia, 0os géis foram
incubados em tampao de substrato (Tris-HCI 50mM pH 8,0, CaCl2 5 mM e NaNs
0,02%) a 37 °C por 20 h. Apés a incubacéo, o corante Coomassie Blue Brilliant R-250
(Bio-Rad®, California, USA) foi utilizado para corar os géis por 1h30min e o descorante
acido acético:metanol:agua (1:4:5 v:v:v) foi utilizado para descorar os géis, permitindo
a visualizacdo das areas onde houve atividade das MMPs (faixas claras no gel
corado). As imagens dos géis foram capturadas com uma camera Canon G6 Power
Shot 7.1 mega pixels (Newport News, Virginia, USA). As médias de intensidade das
bandas foram mensuradas utilizando o software Gene Tools 3.06® (Syngene,
Cambridge, UK).

3.16 Analise Estatistica

Para analise estatistica dos dados foi utilizado o programa
STATISTICA® 7.0 (Stat Soft). Inicialmente foram testadas a distribuicdo normal dos
dados através do teste de Shapiro-Wilk e homogeneidade (critério de Bartlett). Todas
as variaveis que apresentaram distribuicdo normal e foram homogéneas foram
submetidas a analise de variancia ANOVA utilizando-se o teste Two Way
(considerando as variaveis OVX e TR) com post-hoc de Tukey para comparagdes
multiplas. O nivel de significAncia estatistica adotado foi de P < 0,05. Os resultados
estdo apresentados como média * erro padrédo da media (EPM).
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4. RESULTADOS

4.1 Controle do ciclo estral e massa do Utero

O sucesso da ovariectomia foi confirmado através do esfregaco vaginal
para avaliacao do ciclo estral. A figura 12 apresenta as imagens histologicas obtidas
do esfregaco vaginal com as fases do ciclo estral. O critério de incluséo utilizado para
as ratas do grupo OVX foi a permanéncia na fase de diestro (ou anestro). Todas as
ratas que passaram pela OVX deixaram de ciclar, ou seja, permaneceram na fase
diestro (ou anestro), sendo, portanto, utilizadas no estudo. As ratas do grupo SHAM
continuaram ciclando normalmente.

O peso do utero também foi utilizado como critério para confirmar o
sucesso da ovaritectomia (Figura 13). Pode-se observar uma grande queda no peso

uterino nos grupos OVX, indicando que a cirurgia foi efetiva.

FIGURA 12. Imagens histolégicas caracterizando as fases do ciclo estral dos
animais dos grupos experimentais SHAM e OVX.

Proestro (A) apresentando a predominancia de células nucleadas epiteliais; Metaestro (B)
apresentando a mesma proporcao entre células nucleadas epiteliais, cornificadas e leucécitos e Diestro
(C) apresentando a predominancia de leucdcitos. Aumento de 40X.
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FIGURA 13. Peso relativo do utero (g/100g PC) dos animais dos diferentes grupos
experimentais.
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Sham sedentérios (SHAM-SED), Ovariectomizados sedentarios (OVX-SED), Sham treinamento
resistido (SHAM-TR), Ovariectomizados treinamento resistido (OVX-TR), Peso corporal (PC). Os dados
estdo expressos como media * erro padrdo da média. a vs. SHAM-SED; b vs. OVX-SED; ¢ vs. SHAM-
TR, p<0,05.

4.2 Carga de carregamento

A carga de carregamento foi normalizada pelo peso corporal. Observou-
se um aumento gradual durante o periodo experimental, em torno de 75% em ambos
0S grupos e, na primeira e a partir da quinta semana de treinamento houve diferenca
significativa na carga de carregamento entre 0s grupos experimentais, sendo que 0s
animais do grupo SHAM-TR carregaram mais peso relativo do que os animais do
grupo OVX-TR (Figura 14).
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FIGURA 14. Evolucéo da carga relativa de carregamento (g/100g PC) dos animais
dos grupos experimentais treinados.
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Sham treinamento resistido (SHAM-TR), Ovariectomizados treinamento resistido (OVX-TR), Peso
corporal (PC). Os dados estéo expressos como média * erro padréo da média. * vs. SHAM-TR, p<0,05.

4.3 Parametros biométricos

4.3.1 Peso corporal dos animais

O peso corporal das ratas ao inicio do periodo experimental nao
apresentou diferencas significativas entre os grupos, indicando que todos 0s animais
iniciaram o experimento nas mesmas condi¢des. Todos 0s grupos ganharam peso até
0 periodo que marcou o inicio do treinamento resistido (pré treino), porém 0s grupos
OVX apresentaram maior peso quando comparados ao SHAM-SED e SHAM-TR. Os
grupos OVX-SED e OVX-TR apresentaram um aumento de 43% e 39%,
respectivamente no peso corporal enquanto os grupos SHAM-SED e SHAM-TR
aumentaram o peso corporal em 32% e 19%, respectivamente, indicando que a OVX
promoveu um maior incremento no peso corporal destes animais. Ao final do periodo
experimental o peso corporal do grupo OVX-SED foi o maior em relagdo ao dos
demais grupos e os animais do grupo SHAM-TR apresentaram 0 menor peso corporal.

As ratas do grupo OVX-TR apresentaram menor peso corporal que as do grupo OVX-
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SED e maior peso corporal que as ratas do grupo SHAM-TR, ndo havendo diferencas
significativas para o grupo SHAM-SED. Este resultado indica que o treinamento
resistido previne 0 aumento do peso corporal ha auséncia dos hormdnios ovarianos
(Figura 15).

FIGURA 15. Evolucéo do peso corporal (g) dos animais dos diferentes grupos
experimentais em trés periodos: inicial, pré treino e final.
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Sham sedentérios (SHAM-SED), Ovariectomizados sedentarios (OVX-SED), Sham treinamento
resistido (SHAM-TR), Ovariectomizados treinamento resistido (OVX-TR), Peso corporal (PC). Os dados
estdo expressos como média * erro padrao da média. a vs. SHAM-SED; b vs. OVX-SED; ¢ vs. SHAM-
TR, p<0,05.

4.3.2 Comprimento da tibia direita

Na figura 16 pode-se observar a medida do comprimento da tibia nos
grupos experimentais. Nao houve diferenca significativa entre os grupos estudados,
indicando que os animais se encontravam no mesmo estagio de desenvolvimento

dsseo.
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FIGURA 16. Comprimento (mm) das tibias direitas, dos animais dos diferentes
grupos experimentais.
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Sham sedentarios (SHAM-SED), Ovariectomizados sedentarios (OVX-SED), Sham treinamento
resistido (SHAM-TR), Ovariectomizados treinamento resistido (OVX-TR), Peso corporal (PC). Os dados
estdo expressos como media * erro padrdo da média. a vs. SHAM-SED; b vs. OVX-SED; ¢ vs. SHAM-
TR, p<0,05.

4.4 Densitometria 6ssea (Tibia direita)

A ovariectomia promoveu queda na densidade mineral 6ssea (10,4%, P<
0.05) nos animais do grupo OVX-SED quando comparados os animais dos grupos
SHAM-SED e OVX-TR. O treinamento resistido se mostrou eficaz na reversdo deste
efeito, ndo havendo diferencas entre os grupos SHAM-SED, SHAM-TR e OVX-TR
(Figura 17A). O contetudo mineral 6sseo foi maior no grupo OVX-TR comparado aos
demais grupos (Figura 17B) e ndo houve diferencas significativas na area 0ssea entre

0s grupos estudados (Figura 17C).
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FIGURA 17. Valores de densidade mineral 6ssea (cm?) (A), contelido mineral 6sseo
(9) (B) e area 6ssea (cm?) (C) da tibia direita, dos animais dos diferentes grupos
experimentais.
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Sham sedentérios (SHAM-SED), Ovariectomizados sedentarios (OVX-SED), Sham treinamento
resistido (SHAM-TR), Ovariectomizados treinamento resistido (OVX-TR), Densidade mineral dssea
(DMO), contetdo mineral 6sseo (CMO). Os dados estdo expressos como média + erro padrdo da
média. a vs. SHAM-SED; b vs. OVX-SED; ¢ vs. SHAM-TR, p<0,05.

4.5 Parametros biomecéanicos 6sseos (Tibia direita)

Na figura 18 podem ser observados os parametros biomecanicos
referentes a tibia direita dos animais de todos 0s grupos experimentais: rigidez
(N/mm), tenacidade (J), resiliéncia (J), carga maxima (N) e carga de fratura (N). Pode-
se observar que tanto a rigidez como a carga maxima diminuiram no grupo OVX-SED
guando comparado ao SHAM-SED e o treinamento resistido foi eficaz em aumentar
estes parametros no grupo OVX-TR quando comparado ao OVX-SED, tornando-os
parametros semelhantes aos dos grupos SHAM-TR. A carga maxima de fratura e
resiliéncia aumentaram no grupo OVX-TR em relacdo ao OVX-SED. Ja a tenacidade

foi maior no grupo SHAM-TR quando comparado aos grupos SHAM-SED e OVX-SED.
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FIGURA 18. Parametros biomecanicos rigidez (N/mm) (A), tenacidade (J) (B),
resiliéncia (J) (C), carga maxima (N) (D) e carga de fratura (N) (E) da tibia direita dos
animais de todos 0s grupos experimentais.

/mm) >
w
8
o
o8}
o o
3 8
o o
@)
o
R

N

BN N
a 9o a
S © o
L1
[
o
Q
¢

o

o

S
1

=4

o

b
1

1004

o

o

=4
f

5
=}
=4
=}
N

Tenacidade Tibias (J)
Resiliéncia Tibias (J)
o
S

Rigidez Tibias (

o
T
o
Q
=]
o
Q
=]

O
m

N
IN)
=]

o

[N
Q
=]

=
Q
=]
1
®
e

®
=]
1

60

401

IN
o
1

201

n
=]

Carga méaxima Tibias (N)
(o2}
CI) o
Carga de fratura Tibias (N)

Sham sedentérios (SHAM-SED), Ovariectomizados sedentarios (OVX-SED), Sham treinamento
resistido (SHAM-TR), Ovariectomizados treinamento resistido (OVX-TR). Os dados estdo expressos
como média + erro padrdao da média. a vs. SHAM-SED; b vs. OVX-SED; c vs. SHAM-TR, p<0,05.

4.6 Parametros Biofisicos 6sseos (Tibia direita)

Os parametros biofisicos das tibias direitas estdo representados na
figura 19. A porcentagem de agua foi maior no grupo OVX-SED em relacdo ao grupo
SHAM-SED e o treinamento resistido promoveu diminuigdo na porcentagem de agua
nos animais do grupo OVX-TR em relacdo aos animais do grupo OVX-SED néo
havendo diferencas entre os grupos SHAM-TR e OVX-TR (Figura 16A). A
porcentagem de material mineral, a densidade mineral e a densidade das tibias
diminuiram no grupo OVX-SED em relagdo ao grupo SHAM-SED. O treinamento

resistido foi eficaz em reverter estes efeitos, havendo aumento nos parametros
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analisados para os animais do grupo OVX-TR em relacdo aos animais do grupo OVX-
SED, nédo havendo diferencas entre os grupos SHAM-TR e OVX-TR (Figura 16B, D e
F). A porcentagem de material organico aumentou no grupo OVX-TR em relacdo aos
grupos SHAM-SED e SHAM-TR (Figura 16C).

FIGURA 19. Parametros biofisicos % de agua (A), % de material mineral (B), % de
material organico (C), densidade mineral (g/cm3) (D), volume (E) e densidade
(g/cm3) (F) da tibia direita dos animais de todos os grupos experimentais.
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Sham sedentarios (SHAM-SED), Ovariectomizados sedentarios (OVX-SED), Sham treinamento
resistido (SHAM-TR), Ovariectomizados treinamento resistido (OVX-TR). Os dados estdo expressos
como média + erro padréo da média. a vs. SHAM-SED; b vs. OVX-SED; c vs. SHAM-TR, p<0,05.

4.7 Parametros bioquimicos 6sseos (Tibia direita)

Na figura 20 estdo apresentados os dados referentes as analises

bioquimicas 6sseas de célcio (mg) e de fésforo (mg) realizadas nas tibias direitas dos
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animais de todos os grupos experimentais. O grupo OVX-SED apresentou uma
diminuicdo na quantidade de calcio em relacdo ao grupo SHAM-SED. O treinamento
resistido foi capaz de prevenir esta diminuicdo uma vez que o grupo OVX-TR
apresentou maior quantidade de calcio em relacdo ao grupo OVX-SED (Figura 20A).
Ja para o fésforo houve um aumento na concentragédo nos grupos, SHAM-TR e OVX-
TR comparados ao SHAM-SED (Figura 20B).

FIGURA 20. Parametros bioguimicos Célcio (A) e Fésforo (B) da tibia dos animais
de todos 0s grupos experimentais.
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Sham sedentarios (SHAM-SED), Ovariectomizados sedentarios (OVX-SED), Sham treinamento
resistido (SHAM-TR), Ovariectomizados treinamento resistido (OVX-TR). Os dados estdo expressos
como média + erro padréo da média. a vs. SHAM-SED; b vs. OVX-SED; c vs. SHAM-TR, p<0,05.

4.8 Densitometria 6ssea por regides (Tibia esquerda)

A ovariectomia promoveu queda na densidade mineral 6ssea e no
conteudo mineral 6sseo da regido trabecular nas tibias esquerdas do grupo OVX-SED
guando comparado aos grupos SHAM-SED e OVX-SED. O treinamento resistido se

mostrou eficaz na reversao deste efeito uma vez que houve um aumento significativo
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no grupo OVX-TR quando comparado ao grupo OVX-SED ainda que néo tenha se
igualado ao grupo SHAM-TR (Figuras 21A e 21B). Com relagéo a regido cortical ndo
houve diferenca significativa entre os grupos para densidade mineral e contetudo
mineral (Figuras 21C e 21D).

FIGURA 21. Densidade mineral (A e C) e conteado mineral (B e D) ésseos por regides,
trabecular (A e B) e cortical (C e D) da tibia esquerda dos animais de todos os grupos
experimentais.
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Sham sedentarios (SHAM-SED), Ovariectomizados sedentarios (OVX-SED), Sham treinamento
resistido (SHAM-TR), Ovariectomizados treinamento resistido (OVX-TR) Densidade mineral éssea
(DMO), Contetido mineral 6sseo (CMO). Os dados estao expressos como média + erro padrdo da
média. a vs. SHAM-SED; b vs. OVX-SED; ¢ vs. SHAM-TR, p<0,05.
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4.9 Microtomografia computadorizada (Micro-CT) (Tibia esquerda)

A figura 22 traz os resultados para Micro-CT da regiéo trabecular. As
Figuras 19A, B, C e D trazem imagens representativas dos resultados obtidos a partir
da andlise em duas posicles, transversal e longitudinal, nos grupos experimentais
SHAM-SED, OVX-SED, SHAM-TR e OVX-TR, respectivamente. Sao notaveis as
diferencas com relacdo a composicao trabecular entre os grupos SHAM-SED e OVX-
SED demonstrando os efeitos negativos da auséncia do estrogénio sobre 0s 0Ss0s
(Figuras 22A e 22B). Observa-se a relevancia do treinamento na prevencao destes
impactos negativos quando comparados os grupos OVX-SED e OVX-TR (Figuras 22B
e 22D). Pode ser observado que os animais do grupo OVX-SED apresentaram uma
diminuicdo no volume 6sseo em relacdo aos animais do grupo SHAM-SED e o
treinamento resistido nao foi capaz de prevenir esta perda pois, apesar de haver uma
melhora esta nao foi significativa quando comparados os grupos OVX-SED e OVX-
TR (Figura 22E). Resultados semelhantes foram observados para conectividade,
namero de trabéculas e indice de modelo estrutural (SMI) que indica a composi¢ao
estrutural das trabéculas (Figuras 22F, 22G e 22J). Por outro lado, houve um aumento
na separacao trabecular no grupo OVX-SED comparado ao grupo SHAM-SED e o
treinamento foi efetivo em prevenir este aumento uma vez que houve diferenca
significativa entre os grupos OVX-TR e OVX-SED (Figura 22H). O treinamento
resistido também propiciou aumento na espessura trabecular no grupo OVX-TR

guando comparado aos demais grupos experimentais (Figura 221).
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FIGURA 22. Analise de microtomografia da regido trabecular das tibias esquerdas
dos animais de todos os grupos experimentais (E-J). Imagem representativa grupo
SHAM-SED (A), Imagem representativa grupo OVX-SED (B), Imagem representativa
grupo SHAM-TR (C), Imagem representativa grupo OVX-TR (D).
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(BV/TV), Densidade de conectividade (Conn.D), Numero de trabéculas (Th.N), Separacédo trabecular
(Th.Sp), Espessura trabecular (Th.Th), indice de modelo estrutural (SMI). Os dados estdo expressos
como média + erro padrdao da média. a vs. SHAM-SED; b vs. OVX-SED; c vs. SHAM-TR, p<0,05.

A figura 23 mostra os resultados para Micro-CT da regido cortical. As
figuras 23A, 23B, 23C e 23D trazem imagens representativas dos resultados obtidos
a partir da andlise em posi¢cao transversal, nos grupos experimentais SHAM-SED,
OVX-SED, SHAM-TR e OVX-TR, respectivamente. Nas figuras 23E, 23F e 23G
observa-se que o treinamento resistido promoveu 0 aumento no volume 0sseo
cortical, na fracdo de &rea cortical e na espessura cortical quando comparados 0s

grupos OVX-SED e OVX-TR. O treinamento também foi eficiente em diminuir a
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porosidade e a area de medula 6ssea, 0 que pode ser observado quando comparados
0s grupos OVX-SED e OVX-TR, indicando que 0s 0Ss0os ganharam massa e

espessura (Figuras 23H e 23l).

FIGURA 23. Anélise de microtomografia da regido cortical das tibias esquerda dos
animais de todos os grupos experimentais (E-J). Imagem representativa grupo SHAM-
SED (A), Imagem representativa grupo OVX-SED (B), Imagem representativa grupo
SHAM-TR (C), Imagem representativa grupo OVX-TR (D).
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4.10 Contagem adipocitos (Fémur direito)

O numero de adipécitos contados foi maior no grupo OVX-SED em
relagdo ao grupo SHAM-SED. O treinamento resistido apresentou uma tendéncia a
reducdo no numero de adipdcitos, porém as diferencas ndo foram significativas

quando comparados os grupos OVX-SED e OVX-TR (Figura 24).

FIGURA 24. Namero de adipécitos em uma area de interesse igual para todos os
animais de todos os grupos experimentais nos fémures direitos.
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Sham sedentérios (SHAM-SED), Ovariectomizados sedentarios (OVX-SED), Sham treinamento
resistido (SHAM-TR), Ovariectomizados treinamento resistido (OVX-TR). Os dados estdo expressos
como média + erro padréo da média. a vs. SHAM-SED; b vs. OVX-SED; c vs. SHAM-TR, p<0,05.

4.11 Analises génicas (Fémur esquerdo)

Na figura 25 estdo apresentados os resultados para expressao génica.
A expressdo da MMP-13 diminuiu significativamente no grupo OVX-SED comparado
ao grupo SHAM-SED e o treinamento resistido néo foi capaz de mudar de forma

significativa a expresséao deste gene (Figura 25A). Ja para TIMP-1, inibidor da proteina



65

MMP-13, o treinamento induziu a reducdo na expressao deste gene para ambos o
grupo OVX-TR quando comparado a OVX-SED, tornando sua expressao semelhante
ao do grupo SHAM-TR (Figura 25B). O gene para a proteina colageno nao apresentou
mudancas significativas em sua expressao (Figura 25C). O grupo OVX-SED
apresentou aumento na expressdo do gene para RUNX-2 quando comparado ao
grupo SHAM-SED. Interessantemente houve aumento na expressao de RUNX-2 para
0 grupo SHAM-TR comparado ao seu controle SHAM-SED, oposto do que ocorreu
com o outro grupo treinado OVX-TR que diminuiu a expressdo para este gene
comparado ao seu controle sedentario, OVX-SED, ficando a expressao semelhante a
do grupo SHAM-SED (Figura 25D). De forma semelhante o grupo OVX-SED
apresentou aumento na expressdo do gene para OPG quando comparado ao grupo
SHAM-SED e o grupo OVX-TR diminuiu a expressao para este gene comparado ao
seu controle OVX-SED, ficando a expressdo semelhante a do grupo SHAM-SED
(Figura 25E).
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FIGURA 25. Analise da expressédo génica de MMP-13 (A), TIMP-1 (B), COL-1 (C),
RUNX-2 (D) e OPG (E) nos fémures esquerdos de todos os animais de todos os
grupos experimentais.
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Sham sedentérios (SHAM-SED), Ovariectomizados sedentarios (OVX-SED), Sham treinamento
resistido (SHAM-TR), Ovariectomizados treinamento resistido (OVX-TR). Os dados estdo expressos
como média + erro padréo da média. a vs. SHAM-SED; b vs. OVX-SED; c vs. SHAM-TR, p<0,05.

4.12 Analise de zimografia em gelatina (FEmur esquerdo)

A figura 26 traz as imagens representativas dos géis de zimografia para
atividade proteolitica da MMP-2 no fémur esquerdo, regido do grande trocanter, dos
animais dos diferentes grupos experimentais.
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FIGURA 26. Imagem representativa dos géis de zimografia em gelatina para a
atividade proteolitica do fémur esquerdo (regido do grande trocanter) para todos os
animais de todos os grupos experimentais. Cada po¢o representa um animal do grupo.
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Sham sedentérios (SHAM-SED), Ovariectomizados sedentarios (OVX-SED), Sham treinamento
resistido (SHAM-TR), Ovariectomizados treinamento resistido (OVX-TR).

A ovariectomia promoveu aumento tanto da forma pré quanto da forma
ativa da MMP-2 no grupo OVX-SED quando comparado ao grupo SHAM-SED. O
treinamento também promoveu um aumento tanto da forma pré quanto ativa da MMP-
2 nos grupos SHAM-TR e OVX-TR quando comparados ao controle SHAM-TR.
Entretanto a atividade da pr6 MMP-2 se manteve inalterada entre os grupos OVX-
SED, SHAM-TR e OVX-TR enquanto que a atividade da MMP-2 ativa foi maior nos
grupos treinados SHAM-TR e OVX-TR quando comparada ao grupo OVX-SED
(Figura 27).
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FIGURA 27. Valores de densitometria da zimografia em gelatina para a atividade
proteolitica dos fémures esquerdos (regido do grande trocanter) para todos os animais
de todos os grupos experimentais. Atividade da Pro-MMP-2 (A), Atividade da MMP-2
ativa (B).
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Sham sedentérios (SHAM-SED), Ovariectomizados sedentarios (OVX-SED), Sham treinamento
resistido (SHAM-TR), Ovariectomizados treinamento resistido (OVX-TR). Os dados estdo expressos
como média + erro padrdao da média. a vs. SHAM-SED; b vs. OVX-SED; c vs. SHAM-TR, p<0,05.
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5. DISCUSSAO

A deficiéncia de estrogénio, dentre outros fatores, esta associada com
acumulo de gordura e aumento do peso corporal (JUNG et al., 2014; KIDO et al.,
2014). Neste estudo, os animais iniciaram o0 periodo experimental com pesos
corporais semelhantes e, de fato, foi observado aumento do peso corporal nos animais
do grupo OVX-SED comparados aos animais do grupo SHAM-SED até o periodo pré
treino, o que foi mantido até o término do periodo experimental.

O acumulo de gordura tem sido associado com efeitos benéficos para os
0SS0S como aumento de massa 6ssea e reducao no risco de osteoporose (CAO, 2011;
COLAIANNI et al., 2014), dado que o aumento no peso corporal aumenta a carga
mecanica, além de estar associado ao aumento de horménios anabdlicos (ROSEN;
BOUXSEIN, 2006).

Inicialmente, para comprovar se houve prejuizo ésseo devido a queda
dos horménios ovarianos e verificar as acdes do treinamento resistido, foram
realizadas as analises biométricas e de densitometria. Os animais do grupo OVX-
SED, apesar do maior peso corporal, apresentaram menor DMO e CMO que 0s
demais grupos, indicando que o aumento do peso corporal dos animais do grupo OVX-
SED por si ndo foi um fator benéfico para os ossos das ratas deste grupo. De fato ja
estd bem documentada a queda na DMO em modelos de OVX (JU et al., 2015; LUO
et al., 2014).

As analises biométricas ndo apresentaram diferencas entre 0s grupos,
indicando que os animais tiveram o mesmo padrao de desenvolvimento e, portanto,
as diferencas encontradas nas analises de densitometria estdo realmente
relacionadas ao conteudo 6sseo e nao foram devido a diferencas de comprimento ou
volume 0sseo.

Apesar do aumento no peso estar relacionado com aumento na DMO, o
local de acumulo, tipo e quantidade de gordura pode influenciar neste possivel
beneficio uma vez que afeta o remodelamento 6sseo (DE PAULA; ROSEN, 2013).
Dentro dessa perspectiva, o aumento de gordura abdominal estd negativamente
relacionado com a massa 0ssea (ZHAO et al., 2008). Além disso, o0 aumento de

deposicao de gordura estimula a liberagéo de citocinas pro-inflamatorias que, em altas
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concentracbes atuam como mediadores primarios de osteopenia e osteoporose
(ABUNA et al., 2016; CAO, 2011).

Estudos prévios do nosso grupo com as mesmas ratas que foram
utilizadas para este trabalho reportaram um aumento no tamanho dos adipoécitos
principalmente do tecido adiposo intra-abdominal e aumento na expressao de genes
lipogénicos (STOTZER et al.,, 2015). O quadro de acumulo de gordura instalado
nestas ratas podem estar relacionado a diminuicdo da DMO e CMO encontrados no
grupo OVX-SED quando comparado ao grupo SHAM-SED. Shiguemoto et al. (2012)
em um estudo com modelo de ovariectomia e treinamento resistido também
observaram que o0 aumento no peso corporal ndo foi protetivo para 0s 0SS0S no grupo
ovariectomizado.

Neste estudo o treinamento resistido evitou o aumento acentuado no
peso corporal nos animais do grupo OVX-TR, uma vez que, imediatamente antes do
treinamento os grupos OVX-SED e OVX-TR apresentavam pesos corporais
semelhantes e, ao final do periodo de treinamento, os animais do grupo OVX-TR
exibiam peso corporal menor quando comparados aos animais do grupo OVX-SED,
corroborando os resultados encontrados por Shiguemoto et al. (2012). Stotzer et al.
(2015) observaram também que o treinamento resistido propiciou a reducdo do
tamanho dos adipdcitos intra-abdominais e a diminuicdo na expressdo de genes
lipogénicos, o que pode ter contribuido para o0 menor peso corporal dos animais OVX-
TR.

Ao final do periodo experimental, o peso corporal dos animais OVX-TR
era menor que o dos animais OVX-SED, porém se manteve maior que o dos animais
do grupo SHAM-TR. Embora o aumento do peso corporal ndo ter sido protetivo para
0S 0Ss0s no grupo OVX-SED, quando associado ao treinamento resistido, pode ter
contribuido para o aumento na DMO e CMO apresentados pelo grupo OVX-TR
comparado ao grupo OVX-SED, uma vez que estes animais, ao treinar, estdo impondo
a0s 0Ss0s nao somente o impacto da carga carregada, mas também do proprio peso.
Ainda que a carga de carregamento tenha sido menor para o grupo OVX-TR em
relacdo ao grupo SHAM-TR, sabe-se que a sobrecarga imposta pelo préprio peso
promove estresse mecanico, ao qual o sistema 6sseo responde positivamente com
aumento na massa 6ssea (KLEIN-NULEND; BACABAC; BAKKER, 2012a).

A qualidade 6ssea, por sua vez, ndo esta relacionada somente a massa

0ssea, ou seja, a quantidade, mas se estende a analise de multiplas escalas em uma
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organizacdo hierarquica do osso que compreende desde a geometria 0ssea até a
microarquitetura incluindo a composicao e estrutura da MEC 6ssea (CARVALHO et
al., 2012; NYMAN; MAKOWSKI, 2012). A resisténcia 0ssea esta relacionada tanto a
guantidade, quanto a qualidade oOssea. Consequentemente, as analises
densitométricas ndo séo suficientes para quantificar a resisténcia 6ssea (GUEDE et
al., 2013).

Com o intuito de verificar possiveis alteracdes na resisténcia 6ssea
devido os resultados encontrados, a proxima etapa foi composta pelas analises
biomecanicas que comprovaram o comprometimento 6sseo no grupo OVX-SED, uma
vez que houve diminuicdo na rigidez e carga maxima suportada por estes animais
comparados aos do grupo SHAM-SED corroborando os resultados de Luo et al. (2014)
e Shiguemoto et al. (2012). Entretanto, a carga de fratura ndo sofreu mudancas
estatisticamente significantes no grupo OVX-SED comparado ao SHAM-SED.
Segundo Nyman et al. (2012), a composicdo da MEC pode contribuir para a
resisténcia a fratura dissipando a energia adquirida através da geracdo de
microdanos. Ou seja, apesar de ndo haver diferencas entre os grupos OVX-SED e
SHAM-SED com relacdo a carga de fratura, isso nao significa que ndo ha alteracdes
em outra magnitude, como microfraturas, uma vez que a carga maxima estava
diminuida no grupo ovariectomizado.

A literatura reporta que o exercicio pode prevenir a perda 6ssea induzida
pela ovariectomia promovendo o aumento na taxa de turnover 6sseo (BAGI et al.,
1997; LI et al., 2014; WINTERS-STONE et al., 2013). Os resultados demonstraram
gue o treinamento resistido promoveu o restabelecimento da DMO e CMO, o que foi
refletido nos resultados do teste biomecéanico onde houve aumento da rigidez do 0sso,
da carga maxima e da carga de fratura no grupo OVX-TR. Uma vez que o tempo de
recuperagdo do procedimento de ovariectomia foi suficiente para que algumas
alteracdes relacionadas a queda nos niveis de estrogénio fossem estabelecidas (WEI
et al.,, 2015), o treinamento resistido ndo apenas preveniu, mas possivelmente
reverteu a perda de massa 0ssea, indicando efeitos profilaticos e de tratamento.

Um dado interessante das analises biomecanicas foi o0 aumento da
resiliéncia 6ssea no grupo OVX-TR comparado ao OVX-SED e o discreto aumento
em relacdo ao SHAM-TR embora ndo diferente estatisticamente. A resiliéncia
corresponde a capacidade do osso em absorver energia sem que tenha danos

permanentes (ZHANG et al., 2013). Este resultado possivelmente tem relacdo com o



72

maior impacto 0sseo que este grupo sofreu durante o exercicio como discutido
anteriormente. Resultado semelhante ocorreu para a carga de fratura, o que
demonstra os efeitos no treinamento resistido no remodelamento 6sseo, contribuindo
no aumento da resisténcia a fratura.

Por outro lado, a tenacidade foi maior no grupo SHAM-TR, o que
demonstra que apesar da maior carga de fratura dos animais OVX-TR, a qualidade
O0ssea dos SHAM-TR provavelmente estava melhor, uma vez que tenacidade é a
guantidade de energia capaz de ser absorvida antes da fratura. Isso se deve porque
a tenacidade esta relacionada as fibrilas de colageno mineralizadas, que séo capazes
de tolerar microdanos sem causar danos macroscopicos aos 0ssos (RITCHIE;
BUEHLER; HANSMA, 2009).

Sabe-se que a variagdo do tamanho e forma da deposi¢cdo mineral na
regido de sobreposicéo as fibras de coladgeno controla os mecanismos de deformacéo
(NAIR et al., 2013), em outras palavras somente 0 aumento na quantidade mineral
pode ndo ser suficiente para melhorar totalmente a qualidade 6ssea. De qualquer
forma, os resultados encontrados apresentaram grandes beneficios no quesito
resisténcia 0ssea aos animais ovariectomizados que treinaram, indicando que esta
pode ser uma boa opcdo terapéutica para tratamento da osteoporose poés
menoupausa, uma vez que apesar da auséncia do hormoénio ovariano causar uma
série de desarranjos metabdlicos, os 0ssos responderam de maneira positiva ao
treinamento resistido.

Estes primeiros resultados avaliaram a composicao e resisténcia éssea
na auséncia de estrogénio e ap0s o treinamento de resisténcia em uma escala
macroscopica. Todavia, a composicao estrutural 6ssea € afetada por diversos fatores
como idade, sexo e funcdes fisioldgicas, sendo que o arranjo e a composicao das
fibras, ou seja, as caracteristicas O0sseas de menor escala, influenciam nas
propriedades biomecanicas (RITCHIE; BUEHLER; HANSMA, 2009). Diante disso, na
sequéncia foram investigadas as alteracfes na composicdo 0ssea, por meio das
analises biofisicas e bioguimicas.

O grupo OVX-SED apresentou menor densidade 0ssea, 0 que
provavelmente ocorreu devido as mudancgas na composi¢cdo 0ssea ja que 0S 0SS0S
tinham comprimento e volume semelhantes entre os grupos. Esta proposicao foi
comprovada com os resultados da densidade mineral, porcentagem de material

mineral e quantidade de calcio, que estavam diminuidos no grupo OVX-SED
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comparado ao grupo SHAM-SED. Observou-se ainda aumento na porcentagem de
agua no grupo ovariectomizado sedentario.

Enquanto o coladgeno assim como a mineralizacdo contribuem com a
microestrutura e estéo relacionados a resisténcia aos microdanos, a interacdo com a
agua afeta as propriedades mecénicas dsseas. O aumento na porcentagem de agua
esta relacionado a diminui¢cdo na mineralizacéo 6ssea (NYMAN et al., 2006), o que de
fato ocorreu no grupo OVX-SED.

O treinamento resistido se mostrou eficaz em contrabalancear os efeitos
negativos causados pela queda dos horménios ovarianos na composicdo 0ssea.
Realmente estdo bem estabelecidos os efeitos positivos promovidos pelo exercicio
sobre o metabolismo do tecido 6sseo, inclusive em grupos com alteracdes
metabdlicas como queda nos horménios ovarianos (AHN; KIM, 2016; SHIGUEMOTO
et al., 2012).

A resisténcia 6ssea advem da interacdo da composicao mineral, que
confere forca e rigidez e da fase organica, composta primariamente por colageno do
tipo I, principal proteina componente da MEC 6ssea que confere tenacidade e torna o
0sso mais resiliente (BENJAMIN, 2010; VASHISHTH, 2007). A auséncia ou queda do
estrogénio pode promover modificacdes no metabolismo ésseo em outras escalas,
como alteracdo na composicdo da MEC 6ssea (SHIGUEMOTO et al., 2012) ou
possivelmente na qualidade da mineralizacdo 6ssea como ja descrito. Além disso, a
guantidade de colageno e o tipo de cross-link pode afetar as propriedades mecéanicas
0sseas (SAITO; MARUMO, 2010).

Com relacdo a porcentagem de material organico ndo houve diferenca
entre 0os grupos OVX-SED e SHAM-SED, porém o grupo OVX-TR apresentou
aumento no contetdo de material organico, o que pode ter contribuido para o aumento
na resiliéncia observado neste grupo. Apesar dos resultados ndo apresentarem
diferencas na porcentagem de material organico para o grupo OVX-SED, alteracdes
na estrutura do coldgeno somadas a diminuigdo da quantidade de material mineral
provavelmente influenciaram na resisténcia éssea neste grupo.

Uma vez que a resisténcia 0ssea nao esta relacionada somente a sua
composi¢cdo mineral, as analises de densitometria, apesar de amplamente utilizadas,
podem nao ser suficientes para determinar as propriedades biomecanicas 6sseas
(GUEDE et al., 2013) e, consequentemente, ndo equivaleria a um bom diagndstico de

fragilidade Ossea. Aléem disso, dados estruturais ndo podem ser adquiridos com as
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andlises de densitometria pois estas sdo imagens 2D, o que pode prejudicar o
diagnostico precoce (JIANG et al., 2000). Ademais, devido a deposi¢édo de gordura e
dificuldade no posicionamento, erros de diagndstico sdo comuns em individuos
obesos, nos quais a DMO ¢ elevada segundo a densitometria, porém o diagndstico é
falsamente camuflado pela grande quantidade de gordura na medula 6ssea (ROSEN;
BOUXSEIN, 2006). Nestes casos, a micro-CT oferece um diagnéstico mais apurado
das reais alteracdes 6sseas.

A fim de investigar como as alteracfes O0sseas observadas tanto no
grupo OVX-SED e, principalmente no grupo OVX-TR influenciaram na morfologia
Ossea e a fim de verificar se o treinamento resistido surtiu real efeito em termos de
estrutura foram feitas as andlises de micro-CT e de investigacdo da morfologia 6ssea
através da histologia.

Como as analises de micro-CT seriam conduzidas em duas vertentes de
andlise, trabecular e cortical, a densitometria foi realizada novamente, desta vez
separando-se as regides para avaliacdo. Como esperado, os resultados para parte
trabecular 6ssea foram semelhantes a primeira analise realizada, havendo queda na
DMO e CMO para o grupo OVX-SED e restabelecimento, ainda que nao total, destes
componentes no grupo OVX-T. Porém, para a regido de diafise cortical, ndo foram
encontradas alteragdes.

Foi encontrada uma forte ligacdo entre os resultados obtidos com os
testes biofisicos e as alteragcdes morfologicas encontradas na analise de micro-CT,
para a regiao trabecular que ficou extremamente prejudicada no grupo OVX-SED
comparado ao SHAM-SED, resultados que corroboram os encontrados por Jiang et
al. (2000). As analises, porém, demonstraram que 0s maiores prejuizos foram com
relacdo a conectividade, nimero de trabéculas e formato das trabéculas e ndo com
relacdo a espessura trabecular. Foi observado ainda que o volume 6sseo diminuiu
corroborando os resultados encontrados nas analises de densitometria.

Poucos sédo os trabalhos que fazem este tipo de analise em grupos
submetidos ao treinamento, seja ele resistido ou ndo, mas ndo em animais submetidos
a ovariectomia e ao treinamento resistido ao mesmo tempo. Tang et al. (2011)
encontraram melhora na microarquitetura femural apds treinamento com suporte de
peso. Resultados semelhantes foram obtidos para os grupos SHAM-TR, que

apresentaram melhorias em praticamente todos o0s parametros trabeculares
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analisados comparados ao grupo SHAM-SED, indicando que o treinamento resistido
promove beneficios para o tecido 6sseo.

No grupo OVX-TR as principais melhorias observadas foram em relacéo
a separacao trabecular que foi menor neste grupo comparado ao OVX-SED. Para os
outros parametros analisados, volume ésseo, conectividade e niUmero de trabéculas
foram observados beneficios, porém discretos e ndo diferentes estatisticamente do
grupo OVX-SED. Outro resultado interessante foi com relacdo ao aumento na
espessura trabecular no grupo OVX-TR comparado aos demais grupos. Meakin et al.
(2015), em um estudo com camundongos fémeas idosas e submetidas ao treinamento
de esteira e com aplicagdo de forca mecéanica em uma das patas, observaram
mudancas semelhantes que corroboram os resultados deste estudo, comprovando a
eficiéncia do treinamento. Ja Tang et al. (2016) encontraram resultados benéficos do
treinamento resistido em escada para a microarquitetura 6ssea em ratos obesos.

Os resultados para micro-CT da regido cortical ndo apresentaram
diferencas significativas entre os grupos OVX-SED e SHAM-SED, porém pode-se
observar discreta diminuicdo na espessura cortical no grupo OVX-SED e aumento da
porosidade, ainda que nao estatisticamente significante. Por outro lado, grandes
mudancas ocorreram para 0 grupo OVX-TR como aumento no volume 6ésseo,
diminuicdo da porosidade, aumento na espessura e diminuicdo da area de medula,
mudancas que ndo estavam presentes nas analises de densitometria, o que leva ao
guestionamento da qualidade desta analise para diagnostico clinico. Realmente a
imposicao de carga aumenta a area cortical 6ssea como resultado do aumento de
formacao Ossea periosteal (MANOLAGAS; O’'BRIEN; ALMEIDA, 2013).

A medula 6ssea é um microambiente complexo composto por diversos
tipos celulares que juntos, secretam MEC especializada (DE PAULA; ROSEN, 2013).
O acumulo de tecido adiposo medular tem sido associado com doencas como
diabetes tipo 1 e osteoporose, entretanto seu papel esta comecando a ser definido na
comunidade cientifica (SUCHACKI; CAWTHORN; ROSEN, 2016).

Sabe-se que os adipdcitos da medula 6ssea atuam de maneira paracrina
com a producdo de citocinas, adipocinas, esteroides e acidos graxos livres que
poderiam influenciar em processos osteogénicos. Além disso, o balango entre nUmero
e qualidade dos adipdcitos presentes esta relacionado com a funcéo 6ssea (PINO et
al., 2016). As analises histoldgicas de contagem de adipdcitos corroboraram o que ja

esta relatado na literatura, havendo aumento no nimero de adipocitos nos animais do
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grupo OVX-SED. O numero de adipécitos foi semelhante nos grupos SHAM-SED e
SHAM-TR, porém houve uma discreta diminuicdo, ainda que ndo significativa, no
namero de adipocitos do grupo OVX-TR, indicando que o treinamento pode estar
provocando alguma influéncia de maneira a alterar o quadro encontrado para 0s
animais OVX-SED.

Diante dos resultados apresentados houve o questionamento acerca de
possiveis alteracbes na MEC dssea, aprofundando mais as investigacfes sobre a
qualidade 6ssea. Para isso foram realizadas analises de expressédo de genes para
proteinas envolvidas no remodelamento da matriz 6éssea, além da zimografia em
gelatina para investigar a atividade de outra proteina de remodelamento de MEC
O0ssea, a MMP-2. Os resultados demonstraram um forte link entre os parametros
biofisicos e biomecanicos e os genes analisados.

As MMPs compreendem uma familia de endopeptidades zinco
dependentes que participam ativamente do remodelamento da MEC 0Ossea, mas
somente poucas delas, como MMP-13 e MMP-2 sdo enzimas responsaveis pela
degradacédo de coldgeno (MARQUETI et al., 2008; TANG et al., 2013). As MMPs estéo
presents em niveis baixos em condi¢des fisiologicas, usualmente em sua forma inativa
(MARQUETI et al., 2008), entretanto quando excessivamente ativadas podem ser
danosas para 0 0Sso.

Os resultados para expressdo génica apresentaram uma queda na
expressao da MMP-13 no grupo OVX-SED e uma tendéncia de aumento na expressao
no grupo OVX-TR em relagédo ao grupo OVX-SED deixando a expressao neste grupo
semelhante a do grupo controle SHAM-SED embora ainda mais baixa que do grupo
SHAM-TR.

A MMP-13 é uma colagenase produzida pelos osteoblastos e é essencial
para a qualidade 6ssea. A auséncia de MMP-13 compromete a resisténcia 0ssea a
fratura (RIFAS; ARACKAL, 2003; TANG et al., 2013), entretanto a superexpressao de
MMP-13 tem sido relatada em ratas ovariectomizadas, tanto nos condrécitos (LUO et
al., 2014) como em osteoblastos (LI et al., 2004), sendo positivamente correlacionadas
aos prejuizos morfolégicos 6sseos encontrados neste ultimo estudo.

Por outro lado, Jemtland et al. (2011) em um trabalho de identificacéo de
possiveis genes candidados para osteoporose demonstraram que a expressao de
genes relacionados a proteinas de matriz, tais como MMP-13 e fosfoglicoproteina de

matriz extracelular (MEPE) estava reduzida nas amostras advindas de pessoas com
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osteoporose comparados ao grupo controle. Apesar de os resultados ainda serem
contraditorios, o trabalho de Li et al. (2004) ndo descreve o tempo de recuperacao pés
cirdrgico ao qual os animais foram submetidos, o que pode ter influenciado na
avaliacdo da MMP-13.

Com relacdo ao treinamento, Wang e Yang (2009) encontraram um
decréscimo na expressdo de MMP-13 devido frente a forgas mecénicas em modelos
de artrite reumatoide. Outro estudo mostrou que a privacéo de forca em tenddes de
ratos levou ao aumento na expressao de MMP-13 e sugere que o exercicio pode ser
benéfico no tratamento da tendinopatia (GARDNER et al., 2008).

Poucos estudos tém relatado o papel do exercicio ou forgca mecéanica no
remodelamento da MEC Ossea pelas MMPs em ratas ovariectomizadas e até o
momento nao foi encontrado nenhum estudo que relatasse alteracdes na expressao
da MMP-13 proteina em grupos ovariectomizados que realizaram treinamento de
resisténcia, sendo este possivelmente o primeiro trabalho a descrever estas
alteracdes.

A proteina TIMP-1 € um inibidor de metaloproteinases e o aumento em
sua alta taxa de expressdo tem sido relacionado a um papel protetor contra a
reabsorcdo é6ssea devido a deficiéncia de estrogénio (SCHILTZ et al., 2008). Os
resultados obtidos neste trabalho foram coerentes com o papel desempenhado pela
TIMP-1, ou seja, nos grupos SHAM-TR e OVX-TR em que houve aumento na
expressao de MMP-13 houve também a queda na expressédo de TIMP-1 e ja no grupo
OVX-SED em que houve diminuicdo na expressdo da MMP-13, foi observado
aumento na expressao da TIMP-1 ainda que as diferencas néo sejam significativas
com relacdo ao grupo SHAM-SED.

Gardner et al. (2008) apresentaram em seus resultados um aumento na
taxa TIMP-1/MMP-13 em tenddes de ratos expostos a cargas ciclicas, sugerindo que
0 exercicio seria benéfico no tratamento de tendinopatia. Da mesma forma, Kim e Li
(2016) observaram apds o exercicio, que o aumento na expressao de TIMP-1 ocorre
de maneira a equilibrar a expressdo de metaloproteinases que degradam os
musculos. Entretanto, ndo foram encontrados estudos em modelo de ovariectomia e
treinamento resistido. Porém, diante do relatado na literatura, os resultados deste
estudo permitem inferir que o treinamento resistido atuou na expressao de TIMP-1 de
maneira a buscar um equilibrio, ou seja, reverter o desbalanco na taxa TIMP-1/MMP-
13 observado no grupo OVX-SED.
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A expressao de COL-1 nao apresentou diferencas significativas entre os
grupos apesar da porcentagem de material organico ter sido maior no grupo OVX-TR.
Esta incoeréncia pode ter sido ocasionada pelo fato de que a transcricdo génica e a
traduc@o em proteinas possuem uma separacao temporal.

O RUNX-2 é um fator de transcricdo relacionado a diferenciacédo
osteoblastogénica e osteogénese (KIDO et al., 2014; ROSEN; BOUXSEIN, 2006).
Além disso, durante a diferenciacdo das células 6sseas, RUNX-2 regula a expressao
de muitos genes relacionados a proteinas de MEC (KIDO et al., 2014). Diante disso,
a diminuicdo na expressdo de MMP-13 pode estar relacionada ao aumento na
expressao de RUNX-2, uma vez que 0 Oposto ocorre, ou seja, a superexpressao de
MMP-13 esta relacionada a quedas na expressdo de RUNX-2 (HAYAMI; KAPILA;
KAPILA, 2011). Estes resultados podem mostrar uma tentativa do organismo de
retomar o equilibrio perdido na auséncia dos horménios ovarianos, ainda que sem
sucesso como comprovado nos demais resultados.

Com relacdo ao grupo SHAM-TR observou-se um aumento na
expressdo de RUNX-2, resultado ja esperado, uma vez que o0 treinamento esta
relacionado ao aumento de turnover 6sseo (YUAN et al., 2015). De fato Gharibi et al.
(2013) observaram aumento na expressao de RUNX-2 apds a aplicacdo de forcas de
compressdo em células tronco mesenquimais humanas, sugerindo que as forcas
mecanicas ativam genes relacionados a proliferacédo e diferenciacdo de osteoblastos.

No grupo OVX-TR de maneira contraditoria, ndo se observou mudancas
na expressao de RUNX-2. Isso pode ter ocorrido pois o treinamento neste grupo
possivelmente apenas regularizou a expressao de RUNX-2, tornando-a semelhante
ao do grupo controle SHAM-SED e as melhoras 6sseas observadas neste grupo
podem ter advindo ndo do maior nimero de células osteoblastogénicas, mas sim da
ativacdo da producéo éssea pelos ostedcitos ja existentes através do estimulo dos
mecanoceptores presentes nestas células (KLEIN-NULEND; BACABAC; BAKKER,
2012b).

A ligagao de RANKL, indutor de diferenciacdo para osteoclastos, a seu
receptor RANK, é bloqueada pelo OPG, sendo este, portanto, considerado um inibidor
da reabsorgdo Ossea (THEOLEYRE et al.,, 2004). Os resultados obtidos para
expressao de OPG seguiram o mesmo padrdo que para RUNX-2. O OPG regula a
expressdo de TIMP-1, aumentando-a quando este é expresso (THEOLEYRE et al.,

2004). Este resultado realmente foi observado para o grupo OVX-SED, fazendo parte
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da possivel tentativa de adaptacdo & queda na massa 6ssea observada nestes
animais.

Ja para o grupo OVX-TR a resposta pode ter sido somente adaptativa,
como ocorreu com RUNX-2, tornando as taxas de expressao de OPG semelhantes as
do SHAM-SED, uma vez que possivelmente a ativacdo 6ssea ocorreu por outra via
como ja discutido. O Unico trabalho foi encontrado avaliando a expressdo de RUNX-2
e OPG em modelo de ovariectomia e exercicio mostrou aumento na expressao de
OPG e diminuicdo na expressao de RUNX-2 nos ossos de ratas ovariectomizadas
apos o treinamento em esteira (WANG; YANG; WANG, 2013), porém o fato do tipo de
treinamento ter sido diferente pode influenciar na comparacao dos resultados. Desta
forma, mais trabalhos nesta linha sdo necessarios para confirmar as a¢fes do
treinamento na expressao destes genes.

A MMP-2 desempenha papel importante na preservagdo da massa
0ssea e a queda em sua atividade esta relacionada a perturbacdo da estrutura do
colageno (SHIGUEMOTO et al., 2012). Foi observado que o treinamento promoveu 0
aumento na atividade da MMP-2 em tenddes de ratos no estudo de Marqueti et al.
(2008). Entretando, Shiguemoto et al. (2012) foram os primeiros a descrever a relacao
entre o treinamento resistido, os parametros biomecéanicos e biofisicos e a atividade
da MMP-2 nos ossos de ratas ovariectomizadas. Eles relataram um aumento na
atividade da MMP-2 nos o0ssos dos animais dos grupos treinados e melhoras nos
parametros biomecanicos, indicando que o treinamento resistido tem um papel
modulador na atividade da MMP-2, que estava drasticamente reduzida no grupo
ovariectomizado sedentario.

Os resultados deste trabalho mostraram aumento na atividade da MMP-
2 no grupo OVX-SED comparado ao grupo SHAM-SED. Este resultado contraditorio
pode estar relacionado ao tempo de recuperacgéo da cirurgia ao qual os animais foram
expostos, indicando que na auséncia dos hormonios ovarianos houve uma tentativa
de adaptacdo, mesmo que sem sucesso, como demonstrada nos resultados
biofisicos, biomecéanicos e morfoldgicos.

N&o obstante, o treinamento resistido induziu a atividade da forma ativa
da MMP-2 no grupo OVX-TR, corroborando os resultados obtidos por Shiguemoto et
al. (2012) e demonstrando que, mesmo com os efeitos deletérios instalados, o

treinamento resistido foi eficiente na reversdo deste quadro.
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Diferente de outros trabalhos, este estudo teve como objetivo investigar
as alteracbes promovidas pela queda nos niveis de estrogénio e as acbes de
remodelamento do treinamento resistido ndo somente relacionado a massa 0ssea,
mas nos diversos niveis hierarquicos de organizacdo 0Ossea, indo do macro a
microestrutura. Uma vez que ndo apenas o contetado mineral 6sseo, mas também a
integridade da MEC Gssea contribui para a resisténcia do osso a fratura pois previne
a propagacao de microdanos (NYMAN; MAKOWSKI, 2012), investigar as acfes do
treinamento resistido também neste nivel € de vital importancia na compreensao da
modulacdo que o treinamento exerce sobre 0s 0ssos tanto de grupos saudaveis como
qguando instaurada a patologia da osteoporose evidenciando a importancia deste
trabalho e reforcando a indicacdo do treinamento resistido como tratamento n&o

farmacoldgico eficaz para a osteoporose p6s menoupa.
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6. CONCLUSAO

A osteoporose advinda da queda dos horménios ovarianos afeta néao
somente a massa 0ssea, mas também fatores envolvidos no remodelamento da MEC

0ssea e o treinamento resistido se mostrou eficaz em prevenir ou reverter tais efeitos.
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