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RESUMO

A proposta deste estudo foi investigar a influéncia do treinamento resistido de alta intensidade
sobre a atividade das metaloproteinases de matriz (MMPs), propriedades biométricas,
biomecanicas, biofisicas e bioquimicas de 0ssos de ratos jovens e idosos. Foram utilizados 62
ratos intactos, Ratus novergicus albinos (“Wistar”), do género masculino, distribuidos
aleatoriamente em 4 grupos: jovens sedentarios (JS), jovens treinados (JT), idosos sedentarios
(IS) e idosos treinados (IT). Os ratos (JT e IT) realizaram treinamento resistido durante 12
semanas, gue consistia em escalar em uma escada vertical de 1,1m com pesos fixados em suas
caudas. As sessdes foram realizadas trés vezes por semana, em dias intercalados. As analises
biomecanicas, biofisicas, bioquimicas e atividade da MMP-2 dos ossos foram realizadas,
respectivamente, utilizou-se uma maquina de ensaio universal, principio de Arquimedes, kit
comercial especifico e zimografia. No presente estudo, o protocolo de treinamento promoveu
diminuicdo da massa corporal dos animais JT, e reducdo da rigidez 6ssea e da atividade da pro
MMP-2 no grupo IT. Com o envelhecimento ocorreu diferencas da carga de carregamento
(absoluta e relativa) entre os grupos treinados (JT maior que IT) e massa corporal (aumento
nos jovens; aumento da massa inicial e diminuicdo da massa final nos idosos), aumento do
comprimento do fémur direito, material mineral (calcio e fosforo) e rigidez, porém, uma
diminuicdo do material organico. No presente estudo, o protocolo de treinamento ndo promoveu

efeito sobre o tecido 6sseo escolhido para analise.

Palavras chave: treinamento resistido, ratos idosos, atividade de MMP-2 e propriedades

biomecanicas e biofisicas do 0sso.



ABSTRACT
The purpose of this study was to investigate the influence of high-intensity resistance training
on the activity of bone matrix metalloproteinases (MMPs), biometric, biomechanical,
biophysical and biochemical properties of young and aged rats. We used 62 intact male rats,
Rattus norvegicus albinos ("Wistar™) randomly distributed into 4 groups: young sedentary
(YS), young trained (YT), older sedentary (OS) and old trained (OT). The rats (YT and OT)
performed resistance training, during 12 weeks, consisted of climbing a vertical ladder with
weights fixed on their tails. The sessions were executed three times a week, every other day.
The biomechanical, physical, biochemical and MMP-2 activity of bones analysis were
performed, respectively, using a universal testing machine, Archimedes principle, commercial
kit and zymography. In this study, the training promoted a reduction of body mass in YT
animals, and reduced bone stiffness and pro MMP activity in the OT group. With aging
occured differences of the charge of loading (absolute and relative) between the trained
groups (YT greater than OT), body mass (increased among youth, increased initial mass and
decreased final mass in the elderly), an increase in the right femur length, mineral material
(calcium and phosphorus) and stiffness, however, a decrease of organic material. In this study,
the training protocol did not cause effects on bone tissue chosen for analysis. In this study, the

training protocol did not cause effects on bone tissue chosen for analysis.

Keywords: resistance training, aged rats, MMP-2 activity and physical and biomechanical

properties of bone.
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1. INTRODUCAO

1.1 Tecido 6sseo

1.1.1 Caracteristicas da matriz 6ssea e componentes celulares

O tecido 0sseo € o constituinte principal do esqueleto, serve de suporte para as partes
moles e protege Orgaos vitais, como 0s contidos nas caixas toracica e craniana e no canal
raquitidiano, aloja e protege a medula dssea, formadora das células do sangue. Os 0ss0S
proporcionam apoio aos musculos esqueléticos, transforma suas contragdes em movimentos
uteis, e constituem um sistema de alavancas que amplia as forcas geradas pela contracdo
muscular. Além dessas funcdes, os 0ssos funcionam como deposito de calcio, fosfato e outros
ions, armazenando-os ou liberando-os de maneira controlada, para manter constante a
concentracdo desses importantes ions nos liquidos corporais (BILEZIKIAN, RAIZ, RODAN,
1996; MARTINI, 1998; CONFAVREUX, 2010, 2011).

O tecido 6sseo é um tipo especializado de tecido conjuntivo formado por células e
material extracelular calcificado, a matriz dssea. Esse tecido é altamente vascularizado e
metabolicamente ativo (KIERSZENBAUM, 2008).

As células do tecido dsseo sdo: osteoprogenitoras, osteoblastos, ostedcitos e
osteoclastos. As osteoprogenitoras sdo células tronco mesenquimais cuja capacidade de
proliferacéo e diferenciacdo as permite se diferenciar em osteoblastos quando estimuladas por
fatores, como proteinas e fatores de crescimento, podem se manter quiescentes ou ativas
conforme a demanda metabodlica imposta ao tecido. Quando ativos, 0s osteoblastos sédo
responsaveis pela osteogénese, sintetizam a parte organica da matriz 6ssea, como colageno

tipo 1 e Il, proteoglicanos e glicoproteinas da matriz extracelular adjacente, em arranjos



regulares que futuramente serdo calcificados pela deposicdo dos componentes inorganicos da
matriz. Apds a calcificacdo alguns osteoblastos ficam aprisionados em lacunas na matriz
0ssea mineralizada, em um estado morfofuncional diferente dos osteoblastos, sendo entdo
denominados ostedcitos. Cada lacuna contém apenas um ostedcito das quais partem
canaliculos, e dentro destes os prolongamentos dos ostedcitos estabelecem contato através de
juncbes comunicantes, por onde podem passar célcio, citoquinas e prostaglandinas de um
ostedcito para outro. A pequena quantidade de material extracelular presente no espaco entre
0s ostedcitos (e seus prolongamentos) e a matriz 0ssea também constitui uma via de
transporte de nutrientes e metabolitos entre 0s vasos sanguineos e os ostedcitos. Uma das
funcBes do ostedcito é traduzir a forca mecénica imposta ao 0sso em sinais bioguimicos que
regulam o “turnover” odsseo, além de manter a matriz 6ssea (NOMURA, YAMAMOTO,
2000; PALUMBO et al., 2001; MACKIE, 2003; BONEWALD, 2004; KNOTHE TATE et al.,
2004; FERNANDEZ et al., 2006b; RUBIN, RUBIN, JACOBS, 2006; DEL FATTORE et al.,
2010, ERIKSEN, 2010).

Por fim, temos os osteoclastos (células gigantes moéveis e multinucleadas), que sdo
células promotoras da ostedlise (reabsorvem tecido 0sseo). Estas sdo originadas da
diferenciacdo de células mononucleadas hematopoiéticas. Os osteoblastos sdo células com
papel fundamental durante a fase inicial da osteoclastogénese por meio da producdo do Fator
Estimulante da Col6nia de Macrofagos (M-CSF). Por meio de vias moleculares esse processo
é regulado, sendo elas: OPG (osteoprotegerina, uma proteina solUvel sintetizada por
osteoblastos e pré-osteoblastos), RANKL (um ligante situado sobre a superficie dos
osteoblastos e pré-osteoblastos) e RANK (um receptor situado na membrana de osteclastos e
pré-osteoclastos). A interacdo entre RANKL e seu receptor inicia a atividade e diferenciacao
osteoclastica, e promove aumento da reabsorcdo. A ligacdo de OPG a RANK inativa esse

receptor, sendo assim a diferenciacdo osteoclastica inibida. A regulacdo sistémica se da



principalmente através da acdo do hormonio da paratiredide (PTH), que tem seu receptor nos
osteoblastos, e uma acdo paracrina sobre os osteoclastos. Nessas células, o PTH ativa a
reabsorcéo do tecido mineralizado com finalidade da manutencdo das concentracfes dos ions
de célcio no sangue. O processo de reabsorcdo depende de interacBes especiais entre 0
osteoclasto e a superficie 6ssea, onde um espaco fechado forma-se entre a célula e a matriz.
Nesse espaco, os osteoclastos deterioram a superficie 6ssea mineralizada e iniciam a absor¢éo
pela secrecdo de ions de hidrogénio e enzimas lisossomais, tais como a catepsina K, os quais
podem degradar todos os componentes da matriz éssea, incluindo colageno, em pH é&cido
(RAISZ, 1999; PALUMBO et al., 2001; TROEN, 2003; FERNANDEZ et al., 2006b; BOYCE
etal., 2007; TAKAHASHI et al., 2011).

A matriz extracelular contém componentes organicos (30%) e inorganicos (60%) e
células o6sseas (10%) (ROBEY, BOSKEY, 2008). A parte organica é determinante para a
estrutura e propriedades mecanicas 0sseas, sendo composta pelo ostedide (pré-0sso) e pelas
celulas do tecido 6sseo. A matriz dssea é formada principalmente por colégeno tipo I e Il e
outras moléculas como fatores de crescimento, citoquinas e proteinas da matriz extracelular.
O restante é formado por células dsseas. (EINHORN, 1996; HALL, 2005; FERNANDEZ et
al., 2006a; ROBEY, BOSKEY, 2008).

A parte inorganica (mineral) é composta principalmente por grandes quantidades de
calcio, fosfato e carbonato na forma de pequenos cristais de hidroxiapatita [Ca;o(PO)s(OH);] e
menores quantidades de magnésio, sodio, potassio, manganés e flior em associacdo as fibras

de colageno (FERNANDEZ et al., 2006a).



1.1.2 Crescimento e remodelacéo 6ssea

O tecido oOsseo é formado ou por um processo chamado de ossificacdo
intramembranosa, que ocorre no interior de uma membrana conjuntiva, ou pelo processo de
ossificagdo endocondral sobre um molde de cartilagem hialina (MARCUS, FELDMAN,
KELSEY, 1996).

A ossificacdo intramembranosa tem lugar no interior de membranas de tecido
conjuntivo, é restrito a 0ssos chatos e contribui para o crescimento de 0ssos curtos e em
espessura para 0s 0ssos longos. O local da membrana conjuntiva, onde a ossificacdo comeca,
chama-se centro de ossificacdo primaria. O processo tem inicio pela diferenciacdo de células
mesenguimais em osteoblastos e estes sintetizam o ostedide (matriz ndo mineralizada). A
parte da membrana conjuntiva que ndo sofre ossificacdo passa a constituir o enddsteo e
peridsteo (COHEN, 2000; FRANZ-ODENDAAL, 2011).

J& na ossificacdo endocondral, o processo de formagdo dssea tem inicio sobre uma
peca de cartilagem hialina, de forma parecida a do 0sso que se vai formar, porém de tamanho
menor. Este é o principal meio de formacdo de o0ssos curtos e longos, consistindo
essencialmente em dois processos. Primeiro, a cartilagem hialina sofre modificacfes, ha
hipertrofia dos condrdcitos, reducdo da matriz cartilaginosa a finos tabiques, sua
mineralizacdo e a morte dos condrdcitos por apoptose. Segundo, as cavidades previamente
ocupadas pelos condrdcitos sdo invadidas por capilares sanguineos e células osteogénicas
oriundas do tecido conjuntivo adjacente. Essas células se diferenciam em osteoblastos, que
depositardo matriz Gssea sobre os tabiques de cartilagem (MACKIE et al., 2008; LONG,
ORNITZ, 2013).

O crescimento 0sseo consiste na formacdo de tecido 0sseo novo, associado a

reabsorcéo parcial do tecido ja formado, mantendo assim sua forma enquanto crescem. Nos



0ssos longos, as epifises aumentam de tamanho devido ao crescimento radial da cartilagem,
acompanhado por ossificacdo endocondral. A diafise cresce em extensdo pela atividade dos
discos epifisarios, e em espessura pela formacdo de tecido 6sseo na superficie externa
(periosteo) da diafise, com reabsorcdo da superficie interna (endosteo) (BILEZIKIAN,
RAISZ, RODAN, 1996).

O processo denominado remodelamento dsseo, € regulado pelas células responsaveis
pela formacdo (osteoblastos) e reabsorcdo (osteoclastos) do tecido em resposta a sinais
qguimicos, mecanicos, elasticos e eletromagnéticos, cuja acdo envolve a liberagcdo de diversas
enzimas, com o intuito de regular o “turnover” da matriz extracelular (MEC). Em condicGes
normais, o equilibrio entre a formacdo e a reabsorcdo esta ligado as vias metabdlicas
associadas a homeostasia mineral necessaria para manter a integridade estrutural e
manutencdo dos estoques de célcio e fésforo (HILL, ORTH, 1998; STERNLICHT, WERB,
2001; FERNANDEZ et al., 2006b; ERIKSEN, 2010).

O sinal que inicia o processo de remodelamento permanece desconhecido, mas
evidéncias mostram que o estresse mecanico pode alterar a arquitetura éssea local e as células
de revestimento possuem receptores para diversos fatores sisttmicos e locais, como
paratormdnio (PTH) e prostaglandina E, (PGE;). A partir do estimulo celular previamente
aplicado por estes fatores, hd sintese e liberacdo de proteases cuja acdo expbe uma
determinada area de matriz 6ssea mineralizada (EINHORN, 1996; HILL, ORTH, 1998), e os
ostedcitos determinam o local de remodelacdo (AIRES, 2008). O o0sso € reabsorvido pelos
osteoclastos que criam um “microambiente fechado” onde tem lugar a reabsor¢do dssea. Este
microambiente induz e permite a liberacdo de fatores de crescimento presentes dentro da
matriz, como o fator de crescimento transformante beta (TGF-B), fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento semelhante a insulina I e Il (IGF-l e 1l) e

proteinas morfogenéticas 0sseas (BMPs). Posteriormente, inicia-se o estagio de formacéo, em



que os fatores liberados durante a fase de reabsorcdo estimulam a diferenciacdo dos pré-
osteoblastos. Em poucos dias, os osteoblastos diferenciados iniciam a sintese da matriz dssea,
que posteriormente é mineralizada (PARFITT, CHIR, 1987; HILL, ORTH, 1998;
FERNANDEZ et al., 2006b; DOMINGUEZ et al., 2011).

O desenvolvimento do tecido 6sseo ocorre por meio de constantes modificacfes
durante a vida do individuo. Essas alteracbes fisiologicas dar-se-do pela relacdo entre
formacéo e reabsorcdo do tecido 6sseo, cujo pico maximo de desenvolvimento na espécie
humana encontra-se aos 30 anos de idade, onde ha prevaléncia da formacéo tecidual. Entre os
30 e 40 anos ocorre uma estabilizacdo dos dois mecanismos (BERGLUND et al., 2000). Apds
esse periodo de equilibrio, a reabsorcao passa a prevalecer, e promove diminui¢do progressiva
de massa Ossea. Neste periodo hd perda aproximada de 0,3- 0,5 % da massa 6ssea ao ano.
Porém, a constante relacdo formacao/reabsorcdo € de fundamental importancia no estado
fisioldgico, pois contribui para a preservacdo de um tecido qualitativamente funcional, sempre
renovado, e com sua integridade mecéanica preservada (VAANANEN, 1991; YAMAMOTO,
JEE, MA, 1995; MARCUS, FELDMAN, KELSEY, 1996; NORDIN, 1997; KANIS, 1998;
TENENHOUSE et al., 2000; BARONCELLI, SAGGESE, 2000; HENRY, FATAYERJI,
EASTELL, 2004; DARELID et al., 2010).

Uma classe de proteases sdo responsaveis pela exposi¢do da matriz 6ssea mineralizada
e pelo remodelamento da MEC denominadas como metalopeptidases de matriz (MMPs).
Estas MMPs sdo enzimas responsaveis pelo desenvolvimento e manutencdo da MEC, e

desempenham atividade pertinente no remodelamento (VU, WERB, 2000).



1.1.3 Metaloproteinases de matriz e tecido 6sseo

As metaloproteinases de matriz (MMPs) constituem uma familia de endopeptidases
dependentes de célcio e zinco que desempenham um importante papel na degradacdo e
remodelamento da MEC em varios processos fisioldgicos e patologicos, no desenvolvimento
embrionario, angiogénese, reparacao de feridas, artrite reumatoide e metastases (BIRKEDAL-
HANSEN, 1993; VU e WERB, 2000; CHAVEY et al., 2003). Desde a primeira descricao das
MMPs em 1962, foram identificadas 30 enzimas pertencentes a essa familia de
endopeptidases, classificadas em seis grupos de acordo com seu substrato especifico e com a
organizacdo de seu dominio catalitico (SNOEK-VAN BEURDEN e VON DEN HOFF, 2005;
KUPAI et al., 2010; GEURTS et al., 2012).

Entre outras fungdes importantes das MMPs, a MMP-2 principalmente, desempenha
um papel central na regulacdo da osteogénese, remodelacdo Ossea (MOSIG et al., 2007) e
degrada colagenos dos tipos I, Il e 11l (AIMES, QUIGLEY, 1995; STAMENKOVIC, 2000;
PATTERSON et al., 2001 KUBOTA, OKA, NAKAGAWA, 2002).

Por terem propriedades potencialmente destrutivas, sdo normalmente encontrados nos
tecidos como pré6 MMPs (72 kDa), enzimaticamente inativas e denominada de zimogénios
(NAGASE, WOESSNER, 1999; KJAER, 2004). Assim, a ativacdo enzimatica requer a
remo¢do do dominio pré-peptideo por meio da degradacdo deste por outras proteases, tais
como plasmina, ou por MT-MMPs (MMPs do tipo membrana) (MURPHY, NAGASE, 2008)
0 gera uma MMP intermediaria inativa de 64 kDa (HADLER-OLSEN et al. 2011). Sua
expressdao é altamente regulada por meio dos inibidores especificos, conhecidos como
inibidores teciduais de MMPs (TIMPs), fatores de crescimento e citocinas produzidas durante

a remodelacdo do tecido, hormonios, estresse de cisalhamento e estresse oxidativo



(CARMELLI et al., 2005; SPINALE, 2007), assim tornam-se essenciais para a manutengédo e
desenvolvimento de tecido saudavel.

O aumento da atividade de MMPs é geralmente indicativo de degradacdo da matriz
que € necessaria para permitir o crescimento do tecido (MARQUET] et al., 2008). A MMP-2,
ou gelatinase A, na sua forma ativa (62 kDa) € a MMP mais importante para a preservacao da
massa 0ssea. Evidéncias tém demonstrado que a deficiéncia de MMP-2 induz um distarbio
0sseo caracterizado por destruicdo do tecido 6sseo, sob a forma de nddulos, artrite e ostedlise
(Sindrome nodulose artropatia ostedlise), que também inclui osteoporose generalizada

(MARTIGNETTI et al., 2001; AL-OTAIBI et al., 2002; INOUE et al., 2006).

1.2 Alterac6es no tecido dsseo decorrentes do processo de envelhecimento

Segundo as projecOes estatisticas (INSTITUTO DE PESQUISA APLICADA, 2010)
estima-se que, no ano de 2040, o Brasil terd 55 milhdes de idosos, 0 que representara 27% da
populagéo. Desses, 13 milhdes terdo mais de 80 anos. O crescimento da populacéo brasileira
acima dos 60 anos foi de 100% entre os anos de 1950 e 2000. As estimativas apontam para
um crescimento ainda mais significativo para as proximas décadas, chegando-se em 2050 com
cerca de 30% da populacdo brasileira composta por idosos, além de um aumento significativo
da populacdo com idade superior a 80 anos. A projecdo é que em 2050, eles sejam 6% da
populacdo brasileira (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA,
2010).

O envelhecimento € um processo complexo multifatorial caracterizado pelo acimulo de
alteracdes deletérias nas células e tecidos, que culmina na deterioracdo progressiva da
integridade estrutural e das func@es fisiologicas (SEMBA, NICKLETT, FERRUCCI, 2010).

Esses processos deleterios (perda da massa muscular, forca, equilibrio, deterioracdo dos



sistemas sensoriais e perda de densidade mineral dssea) em pessoas idosas, podem ocasionar
quedas e lesbes (MARQUES et al., 2011). Mudancas das propriedades estruturais e mecanicas
do osso, decorrentes da idade, sdo as principais causas subjacentes de fraturas dsseas (RAISZ,
2005). A baixa densidade mineral 6ssea (DMO) esta associada a fraturas tanto em homens
quanto mulheres. Esta perda de massa 0ssea esta associada a uma significativa reducdo do
volume d&sseo, volume trabecular e nimero de trabéculas, o que indica uma reducédo
significativa e rapida da qualidade 6ssea. Além de uma reducdo do volume de 0sso trabecular
em idosos, existe também uma reducdo do osso cortical (RECKER et al., 1992; GREEN et al.,
2011). Essa reducdo do osso cortical é atribuida principalmente a reabsorcdo 0ssea na
superficie endosteal, que ocorre em um taxa maior do que 0 crescimento aposicional
periosteal (RUBIN, LANYON 1984; SEEMAN, 2003, 2008; SZULC, SEEMAN, 2009).
Portanto, ocorre reducdo da largura do osso e mudanca da arquitetura do 0sso cortical denso
para poroso (RECKER et al., 1992; RUBIN, LANYON, 1985; SEEMAN, 2008).

O desequilibrio na remodelacdo, visto na perda Ossea relacionada a idade, pode ser
devido a progressiva auséncia de osteoblastos ativos, diferenciacdo células-tronco
mesenquimais predominante em adipdcitos e excesso de oferta dos osteoclastos, tendo como
consequéncia aumento de reabsorcdo Ossea e formacgdo dssea insuficiente (DUQUE e
TROEN, 2008). Esta falta de osteoblastogénese também esta associada a vida util mais curta
dos osteoblastos maduros, devido aos elevados niveis de morte celular por apoptose (ROSEN
et al., 2009).

A matriz de colageno é uma das mais afetadas durante o envelhecimento (VIGUET-
CARRIN, GARNERO, DELMAS, 2006; VIGUET-CARRIN et al., 2010), podem ocorrer
alteracbes das quantidades das enzimas hidroxilisilpiridinolina e lisilpiridinolina, e de

pentosidina (PEN), as quais sdo responsaveis pelas ligacOes cruzadas e promovem a
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resisténcia mecénica da rede de colageno (BANSE et al., 2002; SAITO, MARUMO, 2010;
VIGUET- CARRIN et al., 2010).

Ha uma relacdo direta entre o sistema endocrino e o metabolismo do tecido 6sseo
relacionado a idade.

O hormonio paratirecideano (PTH), sintetizado pelas glandulas paratiredides, tem
como funcdo controlar os niveis de calcio sanguineo, absorcdo de calcio gastrointestinal,
reabsorcdo renal de célcio e fosfato e reabsorcdo Ossea. Os receptores, localizados nos
osteoblastos e ativados pelo PTH, desencadeiam a¢fes paracrinas sobre os osteoclastos e seus
precursores. Assim, o resultado refere-se ao aumento da retirada de calcio 6sseo e manutengéao
de seus niveis sanguineos (MUNDY, MARTIN, 1993; SWARTHOUT et al., 2002;
KOUSTENI, BILEZIKIAN, 2008). O paratormdnio promove a remocao de calcio do 0sso,
atua como antagonista a acdo de outro hormdnio, a calcitonina, que limita a reabsorcdo do
tecido 6sseo (HENLEY et al., 2011). Sintetizada pelas células parafoliculares da glandula
tiredide, este hormonio protéico abaixa a concentracdo plasmatica de célcio, cujo nivel
elevado exerce papel estimulante para a secrecdo do horménio (AZRIA, 1989; NAOT,
CORNISH, 2008; de PAULA, ROSEN, 2010).

A vitamina D é outro hormonio que tém participacdo sobre a formacédo e a reabsor¢éo
Ossea D. N&o se trata de um horménio originario de uma glandula enddcrina, mas seu
mecanismo de acdo semelhante aos hormdnios esterdides justifica sua classificagdo como tal
(MARCUS, FELDMAN, KELSEY, 1996; REICHRATH et al., 2007; ST-ARNAUD, 2008;
ARMAS, HEANEY, 2011). Seja produzida na pele, por irradiacdo ultravioleta (D3), ou a
ingerida pela dieta (D3 e D2), a vitamina D tem por fungdes aumentar o célcio e fosfato no
sangue atraveés das suas interagdes com o0s rins, trato gastrointestinal e 0sso. No tecido 0sseo,
age nos receptores dos osteoblastos. Dessa forma, através de mecanismo paracrino, estimula a

reabsorcéo 0ssea e ativa 0s osteoclastos. A vitamina D também induz a sintese de osteocalcina
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e fibronectina e suprime a sintese de colageno tipo | pelos osteoblastos (MUNDY, MARTIN,
1993; ST-ARNAUD, 2008; LANDRY, RUPPE, GRUBBS, 2011; ARMAS, HEANEY,
2011).

O horménio do crescimento (GH), um horménio sistémico, tem um papel crucial na
manutencdo da massa 6ssea em adultos, regula a remodelagdo 0ssea atraves de uma complexa
interacdo direta de GH e seus receptores (GHR) e indireta por meio de fatores de crescimento
insulinicos (IGFs), proteina de ligacdo IGF (IGFBPs), e IGFs produzidos localmente e
IGFBPs, age de uma forma autdcrina e paracrina (UELAND, 2004; YAMAGUCHI et al.,
2006).

Além da indicacdo de outros fatores atuantes sobre o tecido dsseo que alteram o
micro-ambiente do mesmo, tais como fator de transformacdo do crescimento (TGF-B),
proteinas morfogenéticas do osso (BMPs), fatores de crescimento fibroblastico (FGF), fatores
de crescimento derivados de plaquetas (PDGF), interleucinas (IL-1, IL-6, IL-11), fator de
necrose tumoral (TNF- a), fator estimulador de coldnias (CSF), osteoprotegerina (OPG) e
receptores de ativagdo (RANK, RANKL, EphB4 e EphrinB2) (UELAND et al., 2003;
THEOLEYRE et al., 2004; UNDALE et al., 2010).

O acumulo de radicais livres [espécies reativas de oxigénio (ROS)], que causam
disfuncdo osteoblastica e diminuicdo da formacdo Ossea contribue para o processo de
envelhecimento (ALMEIDA et al.; 2007; ALMEIDA et al.; 2010; MANOLAGAS, 2010;
KOUSTENI, 2011). Juntamente com fatores exdgenos e ambientais (por exemplo, radiacdo
ionizantes e ultravioleta e produtos quimicos do ambiente) podem prejudicar o reparo de
defeitos causados no DNA. Se a taxa de danos ao DNA excede a capacidade da celula de
reparo, podem ocorrer mutagdes somaticas, senescéncia ou cancer. Assim, ndo sé o grau de

dano celular, mas também o equilibrio entre o dano e os mecanismos de reparo determinam a
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integridade celular e tecidual, com consequéncias funcionais na formacéo 0ssea e massa 0ssea
(AMBROGINI et al., 2010; RACHED et al., 2010).

A sincronia entre os diferentes hormdénios, enzimas e processos metabdlicos que
interagem com o tecido 6sseo permite a homeostase local e sisttmica no que se refere ao
depdsito e as concentracBes sanguineas de calcio. No entanto, quando ocorre um desequilibrio
hormonal ou qualquer disfuncdo em uma das vias que controlam esse metabolismo, podem
ocorrer modificacdes na estrutura do esqueleto. Algumas doencas estdo relacionadas a estas
alteracdes hormonais, como € o caso da osteoporose.

A osteoporose é uma doenca caracterizada por baixa massa 0ssea e deterioracdo da
microarquitetura do tecido 6sseo, predispondo aumento do risco de fratura, considerada como
um problema de satde publica (HOLROYD, COOPER, DENNISON, 2008; SIPOS et al.,
2009; PATSCH, DEUTSCHMANN, PIETSCHMANN, 2011).

Um quadro de osteopenia, ou seja, massa 0ssea reduzida ocorre ap0s cessacdo ou
diminuicdo dos niveis de horménios esterdides sexuais, 0 que caracteriza a menopausa e a
andropausa em humanos. Ambos os sexos sdo afetados, mas a carga principal da doenca é em
mulheres na menopausa (DY et al., 2011; PATSCH, DEUTSCHMANN, PIETSCHMANN,
2011). A diferenca de diagnostico entre osteopenia e osteoporose € baseado na medida da
densidade mineral déssea (DMO) realizada pela técnica dual-energy x-ray absormetry
(DEXA).A interpretacdo dos resultados é feita sempre pela comparacdo com padrBes de
normalidade para adulto jovens. O escore T € o nimero de desvios padrdo (DP) distante da
média da massa 0ssea de um grupo de adultos jovens (KANIS et al., 1994):

Escore T até -1 DP: Resultado Normal

Escore T abaixo de -1 até -2,5 DP: Osteopenia

Escore T abaixo de -2,5 DP: Osteoporose
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A osteoporose pode ser classificada em primaria e secundaria. A primaria, que ocorre
mais frequentemente, pode ainda ser dividida em tipo | e tipo 1l. Na osteoporose primaria tipo
I, classificacdo da osteoporose pos-menopausal, ocorre alta reabsorcdo Ossea, em estagio
precoce, 0 que denota potente acdo dos osteoclastos e atinge predominantemente 0sso
trabecular (GALLAGHE, LEVINE, 2011). Ja na osteoporose tipo Il classificacdo da
osteoporose senil relacionada ao envelhecimento, a perda dssea da-se de forma mais gradual.
Sugere-se, neste caso, que haja atividade diminuida dos osteoblastos, deficiéncia cronica de
calcio, entre outros fatores (ALONSO-BOUZON, DUQUE, 2011). A osteoporose secundaria
normalmente é decorrente de processos inflamatérios e doencas que podem ocasionar ma
absorcéo intestinal de calcio ou hipoestrogenismo precoce. Sdo exemplos: hipertireoidismo;
mieloma multiplo; cancer; doencas inflamatdrias intestinais crénicas; sindrome de Cushing;
Diabetes mellitus; hipogonadismo; doencas renais crénicas; doengas hematologicas; doencas
reumatologicas; doencas do tecido conjuntivo; anorexia nervosa (HOFBAUER, HAMANN,
EBELING, 2010; BARTL, BARTL, 2011).

N&do ha uma cura para a osteoporose. No entanto, hd tratamentos que procuram
amenizar as sequelas desencadeadas pela perda excessiva de massa 6ssea. Na terapéutica sao
utilizados suplementos de caélcio, reposicdo hormonal baseado em esterdides anabdlicos,
vitamina D, paratorm6nio e calcitonina. Os bifosfonatos, analogos sintéticos do pirofosfato,
um regulador natural da mineralizacdo 6ssea, também tém sido indicados como inibidores da
reabsorcdo e estimuladores da formacdo dssea (GALLACHER, DIXON, 2010;
KARAGUZEL, HOLICK, 2010; GALLAGHER, LEVINE, 2011; RACHNER, KHOSLA,
HOFBAUER, 2011).

Exercicios fisicos com carga de baixo impacto sdo indicados para estimular a agédo

osteoblastica e, em uma fase precoce, prevenir acentuada perda de massa 0ssea e, com a
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doenca instalada, diminuir os efeitos da espoliacdo dssea (SUOMINEN, 2006; BRENTANO

et al., 2008).

1.3 Treinamento resistido e sua relacdo com o tecido 6sseo

A partir de uma perspectiva de salde publica, a prevencao desse fendmeno complexo
e multifatorial que constitui a osteoporose é extremamente significativa para a promocdo da
salde no envelhecimento, dado o impacto de fraturas dsseas sobre a independéncia funcional
e qualidade de vida das pessoas idosas (KANNUS et al., 2005).

A atividade fisica € um dos principais métodos ndo-farmacoldgicos para aumentar e
manter a densidade mineral 6ssea (DMO) e sua geometria. Como tal, tem um papel
importante na manutencdo da massa 0ssea e forca, assim, pode reduzir o risco de fraturas
osteopordticas futuras (TURNER, ROBLING, 2003; BAILEY, BROOKE-WAVELL, 2008;
HELGE et al., 2010; HOWE et al., 2011).

A condicdo muscular determina, com grande correlacdo, a condi¢do 6ssea. Musculos
fracos levam a ossos fracos e musculos fortes levam a ossos fortes (QIN, BAUMAN,
CARDOZO, 2010). Os o0ssos, assim como os musculos, tendem a se tornar mais fortes e
resistentes quanto mais forem usados e exercitados, com certos limites (BAILEY, BROOKE-
WAVELL, 2010). Pessoas idosas com antecedentes de atividade fisica regular possuem, em
média, uma massa 0Ossea mais elevada do que pessoas sedentdrias da mesma idade
(GUADALUPE-GRAU et al., 2009).

Como se sabe, 0 tecido 0sseo é dinamico, ou seja, esta em constante renovacao para
adaptar-se as cargas que Ihe sdo impostas. Suominen (2006), referindo-se a atividade fisica,
especialmente aquelas que envolvem peso, sugere um aumento da densidade 6ssea. As forgas

mecanicas proporcionadas pelo exercicio agem sobre 0s osteoblastos para formar 0sso novo.
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O o0sso adapta-se a carga mecanica através do efeito piezoelétrico. O primeiro relato das
propriedades piezoelétricas do osso foi feito por Fukada e Yasuda (1957) que, em um estudo
com 0ss0s humanos, constataram a piezoeletricidade do 0sso, pois este produziu, sob acdo de
uma carga mecanica, uma polarizacdo elétrica, converte entdo a energia mecanica em energia
elétrica, assim, ocasiona um aumento de densidade Ossea. A estrutura do coldgeno 6sseo, que
preenche as caracteristicas de material piezoelétrico, sob deformacdo mecanica (como a
produzida por tracdo, compressao ou torcdo) pode sofrer modificacdes espaciais e produzir
uma polarizacdo elétrica (LIRANI, LAZARETTI-CASTRO, 2005). A forca mecanica
produzida pelas tensdes musculares é um fator determinante na manutencdo da massa 0ssea
(KSIEZOPOLSKA-ORLOWSKA, 2010).

A lei de Wolff descrita pelo anatomista Julius Wolff, em 1982, afirma que toda
mudanca da funcdo de um 0sso é seguida por certas mudangas na arquitetura interna e na
conformacéo externa. Portanto, o tamanho e a forma dos ossos mudardo a medida que forem
utilizados de diferentes maneiras (CHEN et al., 2010). O osso trabecular parece ser mais
sensivel a atividade fisica do que o 0sso cortical, cuja reacdo é menor ou pelo menos mais
lenta (CHAPPARD et al., 2008).

O treinamento resistido aumenta as concentracdes de osteoproteinas e de minerais nos
0ssos (BEAN 1999). Pode aumentar a densidade mineral 6ssea em pessoas de todas as idades.
Fatores como 0s genéticos, hormonais e nutricionais desempenham papéis importantes na
salde Ossea, e 0 treinamento resistido é uma atividade que pode desenvolver um sistema
musculoesquelético mais forte e ajuda os 0ssos a resistirem & deterioracdo (BENTON,
WHITE, 2006). Alguns estudos tém demonstrado que atividades como caminhada, ginastica e
danga podem melhorar a densidade 0ssea, mas a literatura tem evidenciado que o treinamento
resistido pode ser mais eficiente pelo fato da tensdo mecénica desenvolvida pelos masculos

agirem de forma uniforme em todo o corpo, aléem de influenciar de maneira positiva a
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producdo de osteoproteinas e de proporcionar uma retencdo maior de minerais
(GUADALUPE-GRAU et al., 2009).

Estudos que utilizam o modelo animal sdo utilizados para demonstrar o impacto do
exercicio de alta intensidade sobre o tecido 6sseo. (SMITH et al., 2008; SHIGUEMOTO et

al., 2012).

2 OBJETIVOS

O objetivo desse trabalho foi verificar o efeito do envelhecimento e exercicio resistido
na atividade das MMPs propriedades biomecénicas, biofisicas e bioquimicas em o0ssos de

ratos.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos e legais

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Experimental em Animais da

Universidade Federal de Séo Carlos (protocolo CEEA n°. 031/2011).

3.2 Animais

Foram utilizados 62 ratos, Ratus novergicus albinos (“Wistar”), machos, com idades
diferentes: 33 ratos jovens com 3 meses e média de peso corporal inicial de 300g e 29 ratos
idosos com 18 meses e média de peso corporal inicial de 5229 (SENGUPTA, 2011, 2013)
(figura 1), provenientes do Biotério Central da UNESP (Campus de Botucatu). O experimento
foi realizado no laboratério de Neuroendocrinologia do Departamento de Ciéncias

Fisioldgicas da UFSCar. Os ratos foram mantidos no biotério do laboratério durante o
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protocolo experimental, sob as seguintes condicOes: temperatura controlada (25°+2°C),
regime de luz (10 horas claro e 14 horas escuro), alimentacdo com racdo comercial e agua

“ad libitum”.

3.3 Protocolo Experimental

Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos experimentais: jovens
sedentéarios (JS n=16); jovens que realizam o treinamento resistido (JT n=17); idosos
sedentérios (IS n=14), e idosos que realizaram o treinamento resistido (IT n=15). Foram
utilizados 16 animais jovens (JS=8 e JT=8) e 12 animais idosos (IS=6 e 1T=6) para a andlise
da atividade da metaloproteinase 2 (MMP-2) por zimografia nas tibias direitas. E 17 animais
jovens (JS=8 e JT=9) e 17 animais idosos (IS=8 e IT=9) foram utilizados para as analises

biométrica, biofisica, biomecénica e bioquimica do fémur direito (figura 1).

62 ratos Wistar
(Ratus novergicus albinos)

33 jovens 29 idosos
(3 meses de idade) (18 meses de idade)
Peso: £ 300g Peso: + 522g

Jovens sedentarios
(JS n=16)

Jovens treinados
(JT n=17)

Idosos sedentarios
(IS n=14)

Idosos treinados
(IT n=15)

1S (n=8)

Anilise da atividade da !
MMP-2 por Zimografia :
(Tibia direita)

Andlise biométrica
Analise biofisica
Analise biomecénica
Analise bioquimica

IT (n=9)

(Fémur direito)

Figura 1: Representacéo esquematica do protocolo experimental.



3.3.1 Protocolo de treinamento fisico

Aparatos de treinamento fisico

Consistiam de uma escada vertical (1,1 x 0,18 m, degrau de 2-cm, inclinacdo de 80°),

e de pesos colocados em tubos Falcon (50 mL) fixados na regido proximal da cauda dos ratos
com uma fita auto-adesiva (figura 2).

“Gaiola” (20x 20 x 20 cm)

Escada Vertical
{1,1x 0,18 m, degrau de 2 cm, inclinagdo de 80°)

mmm

.

Pesos colocados em tubos
Falcon (50 mL)} e fixados na regiao proximal da cauda dos ratos

1

—

]
i

1
|

Figura 2: Representacéo esquematica dos aparatos de treinamento.
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Periodo de treinamento e periodizacéo

Os animais dos grupos JT e IT realizaram um treinamento resistido por 12 semanas,

trés vezes por semana, em dias intercalados.

Adaptacao

Os ratos realizaram duas sessbes de familiarizacdo com a escada, com 8-12
movimentos por escalada. Com o aparato de carga fixado a cauda, os ratos foram colocados
na parte inferior da escada e familiarizados com a mesma. No topo da escada os ratos
alcancaram uma gaiola (20 x 20 x 20 cm) onde descansaram durante 2 minutos (figura 2).
Este procedimento foi repetido até que os animais consigam voluntariamente escalar a escada,

trés vezes consecutivas.

Determinacdo da capacidade de transporte de carga maxima

Trés dias apés esta familiarizacdo, a primeira sessdo de treinamento consistiu de 4-8
escaladas na escada com cargas progressivamente maiores. A escalada inicial consistiu em
carregar uma carga de 75% da massa corporal do animal. Em seguida, foi adicionado um peso
de 30g até uma carga com a qual o rato ndo conseguisse escalar toda a escada. A maior carga
carregada por toda a escalada foi considerada como a capacidade méaxima de carregamento do

rato para aquela sessdo de treinamento.
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Carga absoluta e relativa de carregamento

A carga absoluta de treinamento correspondeu a média da carga de carregamento dos
grupos treinados, descrito em gramas (g) (LEITE et al., 2009; Prestes et al., 2009;
SHIGUEMOTO et al., 2012).

Para normalizar as cargas de treinamento, fizemos individualmente uma relacdo da
carga de treinamento pela massa corporal (carga relativa) - carga de carregamento/peso

corporal.

Protocolo de treinamento

O protocolo de treinamento foi o adaptado de Hornberger e Farrar (2004) de acordo
com as necessidades do presente estudo. As sessdes de treinamento consistiram de quatro
escaladas com 65%, 85%, 95% e 100% da capacidade maxima de carregamento do animal,
determinada na sessdo anterior. Durante as escaladas subsequentes foram adicionados 30g até

gue uma nova capacidade méaxima de carregamento fosse determinada.

3.4 Eutanésiae retirada dos tecidos

Apbs 48 h do término do periodo experimental, os animais foram eutanasiados por
decapitacdo. Os fémures direitos foram dissecados e mantidos em solugéo de salina 0,9% a
-20°C para as subsequentes analises. As tibias direitas foram dissecadas, congeladas em

nitrogénio liquido e mantidas a -80 °C para as subsequentes analises.
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3.5 Parametros Analisados

3.5.1 Parametros Biométricos

Massa corporea e medida do comprimento do fémur direito

Massa corporal: durante as 12 semanas de tratamento, os animais foram pesados trés
vezes por semana em dias intercalados.

Comprimento do fémur direito: as medidas foram realizadas com um paquimetro
(precisdo de 0,05 mm) seguindo a padronizagdo referencial: regido distal dos condilos

femorais (face articular com a tibia) e saliéncia 6ssea mais proximal do trocanter maior.

3.5.2 Parametros Biomecanicos

As propriedades biomecanicas foram determinadas por meio do teste de flexao a trés
pontos, foi utilizada uma maquina de teste universal (Instron, modelo 4444, Canton,
Massachusetts, EUA) (Figura 3), com célula de carga de 100 kgf de capacidade maxima. As
extremidades dos fémures foram apoiadas em dois roletes com didmetro de 3 mm,
distanciados em 21,70 mm e a regido central (diafise) dos ossos foi selecionada para a
aplicacdo da carga (ROBLING, TURNER, 2002; SHIMANO, SHIMANO, VOLPON, 2002;

AKHTER et al., 2003; AKHTER et al., 2004).
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Figura 3: Maquina de Ensaio Universal Instron (modelo 4444) utilizada para o ensaio de flexdo a trés pontos em
fémures de ratos. A: painel de controle; B: célula de carga ligada a ponte de extensiometria (1 kN); C: haste

cilindrica para a aplicacéo de carga (forca); D: osso (fémur de rato); E: suporte.

Doze horas antes do inicio do ensaio, os 0ssos foram descongelados a temperatura
ambiente e mantidos em solugdo salina até 0 momento antecedente ao teste (ENGESAETER,
EKELAND, LANGELAND, 1978; PENG et al., 1994).

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

Os resultados dos ensaios foram registrados pelo software Instron Series IX na forma

grafica, o qual gera uma curva: carga x deformacdo (Figura 4). Da andlise das curvas
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obtiveram-se as seguintes propriedades biomecanicas: forca méaxima (N), resiliéncia (J),

rigidez (N/mm) e forca de fratura (N).

Forca Méaxima (N)

Corresponde a maior carga suportada pela amostra (fémur) durante o ensaio (C,, na

figura 4).

Resiliéncia (J)

Corresponde a area sob a curva carga x deformacdo até o limite elastico. Representa a

energia absorvida pelo tecido 6sseo durante a fase elastica, ou seja, 0 impacto que a amostra

suporta sem deformar-se permanentemente.

Rigidez (N/mm)

Determinada por meio da inclinagdo da reta (T) ajustada aos pontos da curva carga X

deformacéo na fase elastica (SOGAARD et al., 1997). Representa a capacidade de resistir a

deformacoes.
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CARGA (N)

\\\ D -

2 | Limite Elistico Carga Mixima

'Tangente do angulo = Rigidez| Deslocamento {mm)
Figura 4: Gréfico Carga x Deformac&o utilizado para determinacéo das propriedades biomecénicas: C;: Carga
no Limite El&stico; D1: Deformacéo (deslocamento) no Limite Elastico; C,: Carga Méxima; O/C,/D;: a area
desta regido corresponde a Resiliéncia (a energia absorvida na fase eléstica); T: tangente da regido O/C; da
curva, sendo o angulo desta correspondente a Rigidez.

3.5.3 Parametros Fisicos

Apos a verificagdo dos parametros biométricos dos fémures dos animais, mantiveram-
se 0s 0sso0s (imersos em agua destilada) em um dessecador por um periodo de 24 horas tendo
como objetivo a retirada do ar presente nos poros 6sseos. Em seguida obtiveram-se o0 peso
umido (Pu). Esse dado foi coletado antes do ensaio biomecénico e, ap6s 0 mesmo, as
amostras foram armazenadas em uma estufa na temperatura de 100° C durante 24 horas com o
intuito de desidratacéo e, posteriormente, obteve-se 0 peso seco (Ps). Para obtencdo do peso

das cinzas (material mineral - Pm), os ossos foram colocados em uma mufla a 800° C por um
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periodo de 24 horas (NORDSLETTEN et al., 1994). Todas as medidas citadas foram obtidas
por meio de uma balanca eletrénica (marca Chyo).
Com os valores do Pu, Ps e Pm foram mensurados 0s percentuais 6sseos de agua,

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

Percentual Osseo de Agua = 100 x (Pu-Ps)

Pu

Percentual Material Organico = 100 x (Ps-Pm)

Pu

Percentual Material Mineral = 100 x Pm
Pu
Onde:
Pu = peso umido dsseo
Ps = peso 6sseo da amostra desidratada
Pi = peso imerso 6sseo
Pm = peso do material mineral (cinzas)

p =densidade da &gua
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3.5.4 Propriedades Bioquimicas

Conteuldo de Calcio e Fosforo do FEmur Direito

Com a obtencéo do material mineral dos fémures direitos, realizou-se solubilizacdo em
acido cloridrico 2N. Posteriormente, por meio de ensaio colorimétrico, o contedo de célcio e

fosforo dos ossos foram determinados por meio de um kit comercial especifico Labtest®.

3.5.5 Andlise da atividade da MMP-2 por zimografia

Os procedimentos para a determinacdo da atividade da MMP-2 na tibia direita foi
realizado de acordo com o protocolo estabelecido por Marqueti et al. (2008), que foi adaptado
para o presente estudo. Aproximadamente 100mg de tecido 6sseo do ter¢o proximal da tibia
direita foi removido e macerado em nitrogénio liquido. A amostra de osso macerado foi
incubada 1,5 ml de tamp@o extragdo (&cido cacodilico 10 mM, pH 5,0; NaCl 0,15 M; ZnCl,
1M; CaCl, 20mM; NaN3 1,5 mM; Triton X-100 0,01% [v / v]), a 4 ° C por 24 horas. Apds
este periodo, a solucéo foi centrifugada por 10 min (13000 g, a 4 °C). Amostras com 10 mg de
proteinas totais foram submetidas a eletroforese em gel de policrilanida contendo SDS 10% e
gelatina na concentracdo de 1mg/ml. Apds a eletroforese, os géis foram lavados duas vezes
em 2,5% de Triton X-100 para remover 0 SDS e incubados em tampéo de substrato (Tris-HCI
50 mM, pH 8,0; CaCl, 5 mM; NaN3 0,02%) a 37 °C por 20 h. Os géis foram corados com
Comassie Blue Brilliant R-250 (Bio-Rad) por 1h30 e descorados com &cido acetico: metanol:
agua (1:4:5, v:v.v), para visualizacdo das bandas de atividade. Os géis foram fotografados
com uma camera Canon G6 Power Shot 7.1 mega pixels e as médias da intensidade da banda

foram medidas com o software Gene Tools.
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3.6 Analises Estatisticas

Os dados encontram-se apresentados como média + erro padrdo da media (EPM) e
comparados por meio de uma andlise de variancia (Anova two- way) com o teste post hoc de
Tukey comparando os fatores idade e treinamento dos diferentes grupos. A andlise foi
realizada por meio do software SigmaStat 3.5 sendo adotado um nivel de significancia menor

que 5% (p<0,05).

3.7 Normas Técnicas Referentes a Elaboracao do Trabalho

As referéncias e citagdes, bem como a estrutura geral deste trabalho seguem as normas

da Universidade Federal de Sdo Carlos/UFSCar versao on-line, acesso em marco de 2013.

4 RESULTADOS

4.1 Carga Absoluta e relativa de treinamento

Na figura 5 encontra-se representada a média semanal dos valores da carga absoluta
(@) e relativa (b) de treinamento dos animais dos treinados (JT e IT) durante 12 semanas. A
partir da oitava semana de treinamento, a carga de absoluta de treinamento do grupo JT foi
maior que a do grupo e IT. A carga de absoluta de treinamento do grupo JT foi maior a partir
da quarta semana de treinamento em relacdo a primeira semana enquanto que, no grupo IT foi
maior a partir da sexta semana. A carga relativa de treinamento foi maior no grupo JT desde a

primeira semana de treinamento em relagdo ao grupo IT. A carga de relativa de treinamento
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do grupo JT foi maior a partir da quarta semana de treinamento em relacdo a primeira semana
enguanto que no grupo IT foi maior a partir da sexta semana.
A tabela 1 apresenta os valores médios com seus respectivos erros padrdes da carga

absoluta e relativa.
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Figura 5: Representacdo grafica dos valores da média semanal da carga absoluta (g) (a) e relativa (b) de
treinamento. * vs IT; * diferenca estatistica no grupo JT a partir da quarta semana em relag&o & primeira semana;
* diferenca estatistica no grupo 1T a partir da sexta semana em relacdo a primeira semana (ANOVA One-way e

teste post hoc Bonferroni). JT, Jovem Treinado (n=17); IT, Idoso Treinado (n=15).
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Tabela 1: Carga absoluta e relativa de treinamento (g) dos animais treinados. JT, Jovem Treinado; IT, Idoso

Treinado.
Grupos Experimentais
IT (17) IT (15)
Semanas
Pardmetros
Carga Absoluta (g) Cargarelativa (g) Carga Absoluta (g)  Carga Relativa (g)

1% semana 518,48 + 29 1,41+0,03% 503,81 + 28 1,01 + 0,005
2° semana 595,26 + 29,1 1,71 +0,005" 608,13 + 45,5 1,18 £ 0,01
3% semana 653,33+ 31 1,80+0,017 589,33 +47,4 1,31+0,02
4% semana 712,80 37,5 1,88+0,01%" 632,92 + 62,5 1,34 + 0,009
5% semana 720,33 + 34,6 1,96 +0,007" 678,88 + 66,6 1,42 £ 0,007
6° semana 782,79 + 33 2,040,047 817,14+ 643" 1,65+ 0,003 *
7% semana 869,45+ 40 2,20 +0,003" 857,03 + 66,2 1,62 + 0,002
8 semana 983,04 +4497 2,26 + 0,037 866,33 £ 64,5 1,64 +0,01
9% semana 971,54 + 495" 2,31+0,017 854,77 £ 64,6 1,66 + 0,15
10%* semana 971,54 +56,6 " 2,33+0,0017 799,55 + 63,4 1,61 + 0,003
11% semana 977,20 £53,7" 2,33 +0,003" 779,25 + 68,2 1,55+ 0,01
12% semana 1014,78 £ 577 2,39 +0,003" 794,44 + 62,2 1,57 +£0,01

Média + Erro Padrdo (EPM); p<0,05: " vs IT; * diferenca estatistica no grupo JT a partir da quarta Semana em

relagdo & primeira semana; * diferenca estatistica no grupo IT a partir da sexta semana em relagdo a primeira

semana; () = n°. animais.

4.2 Parametros Biométricos

4.2.1 Massa Corporal

Os valores da massa corporal inicial, massa final, ganho de massa corporal dos

animais dos grupos JS, JT, IS e IT durante as 12 semanas de experimento, encontram-se

representados na figura 6. Pode ser observado que a massa corporal inicial dos grupos JS e JT

foram menores do que os dos grupos IS e IT. Quanto a massa corporal final, observou-se uma
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homogeneidade entre os grupos, exceto o grupo JT que foi menor em relacdo aos demais
grupos. Observa-se que ocorreu um ganho médio de aproximadamente 185g e 124g,
respectivamente, nos grupos JS e JT, enquanto que nos grupos IS e IT, respectivamente,
ocorreu uma perda média de 38g e 40g.

A tabela 2 apresenta os valores médios com seus respectivos erros padrées da massa

corporal inicial, final e ganho de massa dos diferentes grupos experimentais (JS, JT, IS, IT).
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Figura 6: Representacdo grafica dos valores da massa corporal inicial (g) (a), (b) final (g) e (c) ganho de massa
corporal (A= massa final - massa inicial) (g). Os valores sdo apresentados como média + erro padrdo da média,
p<0,05. *vs JS e JT, *vs JS, IS e IT; @ vs JS, IS e IT (ANOVA two-way e teste post hoc Tukey). JS, Jovem
Sedentério (n=16); JT, Jovem Treinado (n=17); IS, Idoso Sedentério (n=14); IT, Idoso Treinado (n=15).
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Tabela 2: Massa corporal inicial, final e ganho de massa (A massa) em gramas (g). JS, Jovem Sedentario; JT,

Jovem Treinado; IS, Idoso Sedentario; IT, Idoso Treinado.

Grupos Experimentais

Parametros
JS (16) JT (17) IS (14) IT (15)
Massa inicial (g) 299 + 5,44 301 + 6,95 507 + 12,62 508 + 4,61°
Massa final (g) 484 + 15,40 414 + 6,59 ° 469 + 17,34 469 + 8,70
A massa (g) 185 + 12,75 113+8,25 @ -38+8,11" -39+ 7,70

Média + Erro Padrdo (EPM); p<0,05: *vs JS e JT,*vs JS, ISe IT; @ vs JS, ISe IT; () = n°. animais.

4.2.2 Analise do Fémur Direito

A figura 7 expressa os valores do comprimento e peso Umido, imerso, seco e das
cinzas dos fémures direitos dos animais dos diferentes grupos experimentais (JS, JT, IS e IT).
Houve um aumento de todos os pardmetros nos grupos idosos (IS e IT) quando comparados
com os grupos jovens (IS e IT).

A tabela 3 apresenta os valores médios com os respectivos erros padrBes, dos

parametros descritos acima.
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Figura 7: Representacdo grafica dos valores de comprimento (a) (em cm), peso imido (b), seco (c) e das cinzas
(d) (em g) dos fémures direitos dos animais dos diferentes grupos experimentais. Os valores sdo apresentados
como média + erro padrdo da média. * vs JS e JT (ANOVA two-way e teste post hoc Tukey). JS, Jovem

Sedentario (n=8); JT, Jovem Treinado (n=9); IS, Idoso Sedentario (n=8); IT, Idoso Treinado (n=9).

Tabela 3: Comprimento (em cm) e pesos Umido, seco e das cinzas em gramas (g), dos fémures direitos dos
animais dos diferentes grupos experimentais. JS, Jovem Sedentério; JT, Jovem Treinado; IS, Idoso Sedentario;

IT, Idoso Treinado. JS, Jovem Sedentario; JT, Jovem Treinado; IS, Idoso Sedentario; IT, Idoso Treinado.

Grupos Experimentais

Parametros
JS (8) JT(9) IS (8) IT (9)
Comprimento (cm) 4,03+ 0,01 3,99 + 0,03 417+0,03°  4,24+0,53
Peso Umido (g) 1,16 + 0,02 1,11 + 0,03 1,37 +0,03" 1,40 + 0,03
Peso Seco (g) 0,70 +£0,01 0,67 0,02 0,81+0,02°  0,83+0,02°
Peso das Cinzas (g) 0,49 +0,03 0,43 0,02 057+0,01°  057+0,02"

Média + Erro Padrdo (EPM); p<0,05: *vs JS e JT; () = n° animais.
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4.3 Parametros Fisicos

Na figura 8 encontram-se representados os resultados de porcentagem de &gua, de
material organico e de material mineral do fémur direito dos animais dos diferentes grupos
experimentais (JS, JT, IS e IT). Nenhuma diferenca foi encontrada em relacdo aos parametros
fisicos porcentagem de agua e de material mineral. Entretanto, houve diferenca estatistica
entre os grupos IS e IT em relacdo aos grupos JS e JT, que apresentaram diminuicdo da
porcentagem de material organico.

A tabela 4 apresenta os valores médios com os respectivos erros padrbes, dos

parametros descritos acima.
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Figura 8: Representagéo gréfica da analise biofisica do fémur direito: (a) Agua (%), (b) material organico (%) e
(c) material mineral (%). Os valores sdo apresentados como média * erro padrdo da média. * vs JS e JT
(ANOVA two-way e teste post hoc Tukey). JS, Jovem Sedentario (n=8); JT, Jovem Treinado (n=9); IS, Idoso
Sedentério (n=8); IT, Idoso Treinado (n=9).
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Tabela 4: Porcentual de agua, material organico e mineral dos fémures direitos dos animais dos diferentes

grupos experimentais. Controle. JS, Jovem Sedentério; JT, Jovem Treinado; IS, Idoso Sedentério; IT, ldoso

Treinado.
A Grupos Experimentais
Parametros
JS (8) JT(9) IS (8) JT (9)
Agua no Osso (%) 38,86 £ 0,37 39,40 £ 0,47 40,46 £0,75 40,35 £ 1,67

Material Orgéanico (%) 18,62 + 2,25 20,99 +1,83 17,63 + 0,69 18,86 + 0,45

Material Mineral (%) 42,30 £ 2,32 39,59 +1,93 41,89 + 0,62 40,78 £ 1,27

Média + Erro Padrdo (EPM); p<0,05; () = n°. animais.

4.4 Analise Bioguimica

Os resultados bioquimicos do fémur direito estdo representados na figura 9,
mensurados por meio de colorimétrico das cinzas dos fémures direitos dos animais dos
diferentes grupos experimentais (JS, JT, IS, e IT). Os animais idosos apresentaram maior
conteido de célcio no fémur direito do que os animais jovens. Os animais do grupo IS
apresentaram maior contetdo de fésforo do que os demais grupos experimentais.

A tabela 5 apresenta os valores médios com 0s respectivos erros padrfes, dos

parametros descritos acima.
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Figura 9: Representagdo grafica da analise bioquimica do fémur direito: (a) contetdo de calcio (mg) e (b)
fosforo (mg). Os valores estdo representados como média + erro padrdo da média, p<0,05. * vs JS e JT; ® vs
todos os grupos experimentais (ANOVA two-way e teste post hoc Tukey). JS, Jovem Sedentario (n=8); JT,

Jovem Treinado (n=9); IS, Idoso Sedentario (n=8); IT, Idoso Treinado (n=9).

Tabela 5: Contetdo de calcio e fosforo dos fémures direitos dos animais dos diferentes grupos experimentais.

JS, Jovem Sedentario; JT, Jovem Treinado; IS, ldoso Sedentéario; IT, Idoso Treinado.

Grupos Experimentais
Parametros

IS (8) T (9) IS (8) IT (9)

Calcio Osseo (mg) 183,86+ 9,61  160,40+9,84 21256+ 10,95 213,94 * 1553

Fésforo Osseo (mg) 97,57 + 3,28 98,51 +£585  126,64+481°% 105,79 + 6,04

Média + Erro Padrdo (EPM); p<0,05: * vs JS e JT;* vs todos os grupos experimentais; () = n°. animais.

4.5 Parametros Biomecanicos

Os resultados biomecénicos, mensurados por meio do ensaio biomecéanico, do fémur
direito dos animais dos diferentes grupos experimentais (JS, JT, IS e IT) encontram-se
representados na figura 10. Foi observado que ndo ocorreu diferenca estatistica entre os
grupos experimentais em relagcdo a forca maxima e resiliéncia. Entretanto, ocorreu aumento
da rigidez nos grupos IS e IT em relacdo aos grupos JS e JT.

A tabela 6 apresenta os valores médios com o0s respectivos erros padrbes, dos

parametros descritos acima.
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Figura 10: Representacdo gréafica da analise biomecénica do fémur direito: (a) forca méxima (N), (b) resiliéncia
() e (c) Rigidez (N/mm). Os valores séo apresentados como média + erro padréo da média, p<0,05. vs JS, JT e
IT; *vs JS, JT e IS (ANOVA two-way e teste post hoc Tukey). JS, Jovem Sedentario (n=8); JT, Jovem Treinado
(n=9); IS, Idoso Sedentario (n=8); IT, Idoso Treinado (n=9).

Tabela 6: Pardmetros biomecanicos: Forca Maxima (N), Resiliéncia (J) e Rigidez (N/mm) dos fémures direitos
dos animais dos diferentes grupos experimentais. JS, Jovem Sedentério; JT, Jovem Treinado; IS, ldoso
Sedentario; IT, ldoso Treinado.

Grupos Experimentais

Parametros
JS (8) JT (9) IS (8) IT (9)
Forca Maxima (N) 165,7 +7,13 153,63 +5,12 179,93+ 12,10 167,01 +£ 10,13
Resiliéncia (J) 0,06 + 0,003 0,06 + 0,003 0,07 £ 0,007 0,07 £ 0,03

Rigidez (N/mm) ~ 339,86+14,09  340,85+11,95 43648 +24,08% 408,05+ 20,90 "

Média + Erro Padrdo (EPM); p<0,05: *vs JS, JT e IT;  vs JS, JT e IS; () = n°. animais.
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4.6 Analise da atividade da MMP-2 por zimografia

Na Figurall encontram-se representados os resultados da atividade de MMP- 2, em
suas isoformas pro e ativa, das tibias direitas, mensurados por zimografia, das tibias direitas
dos animais dos diferentes grupos experimentais (JS, JT, IS e IT). No grupo IT houve
diminuicdo da atividade da pr6 MMP- 2 quando comparada com 0s outros grupos. N&o
ocorreu diferenca estatistica da atividade da MMP- 2 ativa entre 0s grupos experimentais.

A tabela 7 apresenta os valores médios com o0s respectivos erros padrbes, das

mensuragdes descritas acima.
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Figura 11: Representacdo esquematica da atividade da pr6 MMP-2 (a) e da MMP-2 ativa (b) da tibia direita
obtidas por zimografia (c). Os valores estdo representados como média + erro padrdo da media, p<0,05. * vs

outros grupos experimentais (ANOVA two-way e teste post hoc Tukey). JS, Jovem Sedentario (n=8); JT, Jovem
Treinado (n=8); IS, Idoso Sedentario (n=6); IT, Idoso Treinado (n=6).
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Tabela 7: Atividade da pr6 MMP-2 e da MMP-2 ativa das tibias direitas obtidas por zimografia dos animais dos
diferentes grupos experimentais. JS, Jovem Sedentario; JT, Jovem Treinado; IS, Idoso Sedentario; IT, Idoso
Treinado.

Grupos Experimentais
Parametros

IS (8) IT(8) IS (6) IT (6)

Pro MMP-2 (UA)  27074,18 + 3609,47 22489,91 + 2632,90  27613,38 + 4434,87  17693,47 + 2773,25 "

MMP-ativa (UA) 92670,26 + 4924,75 105730,3 £ 1727,77 7842497+ 13573,69  76964,76 + 3727,973

Média + Erro Padrdo (EPM); p<0,05: * vs outros grupos experimentais; () = n°. animais.

5 DISCUSSAO

Nosso trabalho foi pioneiro ao analisar os efeitos do treinamento resistido (protocolo
de treinamento em escada) em ratos idosos, comparar a carga de carregamento (absoluta e
relativa) entre ratos treinados (JT e IT), propriedades biomecéanicas, biofisicas, bioquimicas e
atividade das MMPs em 0ssos de ratos jovens e idosos.

A massa corporal de ratos e de humanos aumenta durante a maior parte do periodo de
desenvolvimento. Os ratos adultos jovens sdo magros, com pouca gordura, a maior parte
intra-abdominal. A medida que envelhecem, ocorre aumento da massa magra e gorda até o
final da meia idade e velhice precoce. A massa gorda continua a acumular-se ao longo do
tempo de vida, tanto a subcutadnea como a visceral. Os animais em envelhecimento possuem
uma maior proporcdo da massa de gordura periférica. Depois da meia idade, a massa
muscular esquelética comeca a declinar, desenvolvendo sarcopenia ao atingir a senescéncia.
Por fim, na velhice, as massas corporais come¢am a diminuir, e tanto a massa gorda como a
magra diminuem. (ST-ONGE, 2005; WOLDEN-HANSON, 2010).

O treinamento resistido de alta intensidade diminui o teor de lipidios no figado,
musculos séleo e tibial anterior, além de diminuir os depositos de gordura (mesentérica e

retroperitoneal) (LEITE et al., 2009).
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A massa corporal e a tensdo muscular sdo variaveis importantes, pois exercem estresse
mecanico sobre os 0ssos e contribuem para o ganho de massa 6ssea (KSIEZOPOLSKA-
ORLOWSKA, 2010).

No presente estudo, a massa corporal dos animais jovens aumentou, e ao final do
experimento os animais do grupo JT tiveram ganho de massa corporal menor em relacdo aos
jovens sedentarios, possivelmente o treinamento de alta intensidade diminuiu a massa gorda
desses animais. Ao final do experimento, os animais idosos, com 21 meses de idade,
apresentaram diminuicdo da massa corporal para valores semelhantes aos dos animais jovens.
A perda de massa corpérea do grupo IS pode ter ocorrido por uma perda de massa magra ndo
compensada pelo acimulo de massa gorda, enquanto que no grupo IT a reducdo da massa
corporal pode ter ocorrido devido a possivel perda de massa gorda (ST-ONGE, 2005;
WOLDEN-HANSON, 2010; LEITE et al., 2009).

Com o envelhecimento ha um relativo declinio da forca e massa muscular
(BAUMGARTNER et al.,, 2004), com perda preferencial para as fibras do tipo II,
(MARCELL, 2003), além da elevacdo da massa gorda (BAUMGARTNER et al., 1995;
GALLAGHER et al., 1997; SCHULTZ et al., 2002), fatores que podem criar um ambiente
ideal para o catabolismo muscular, declinio da funcéo fisica, exaustdo, lentiddo e fraqueza nos
individuos. Os principais mecanismos fisioldgicos influentes que podem levar ao prejuizo
funcional e incapacidade muscular incluem: diminui¢do do namero de fibras, densidade e
qualidade muscular, declinio dos niveis hormonais, aumento de gordura intramuscular,
inflamacéo, estresse oxidativo, aspectos psicossociais, desenvolvimento de dor articular e
comportamento sedentarios (VINCENT et al., 2012).

Baseado na literatura, 0s animais jovens possuem maior massa corporal, e maior
massa muscular, quando comparados aos animais idosos consequentemente, eles conseguem

carregar uma maior carga. Nos idosos, o processo de envelhecimento contribui para a
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diminuicdo da massa muscular, em especifico fibras do tipo Il, o que diminui a forca dos
animais, e assim carregariam menor carga em relacdo aos jovens (ST-ONGE, 2005;
WOLDEN-HANSON, 2010; BAUMGARTNER et al., 2004; BAUMGARTNER et al.,
2004).

Shiguemoto et al. (2012) analisaram tibias direitas, e Prestes et al. (2009) analisaram
diferentes grupos musculares, ambos utilizaram ratas Wistar ovariectomizadas
(aproximadamente 3 meses de idade) e com o mesmo protocolo de treinamento do presente
estudo, observaram que os grupos treinados (intactas e ovariectomizadas) tiveram aumento
semelhante da carga de carregamento apds a sexta e décima segunda (em compara¢do com a
primeira semana) e apds a décima segunda semana (em compara¢do com a sexta semana). No
presente estudo, os resultados da carga de carregamento do grupo IT foram similares aos de
Shiguemoto et al. (2012) e Prestes et al. (2009), tendo o aumento apés a sexta semana de
treinamento (em comparag¢do com a primeira semana). Entretanto, no grupo JT os resultados
foram conflitantes, pois aumento da carga de carregamento ocorreu ap6s a quarta semana de
treinamento (em comparagdo com a primeira semana).

O comprimento do fémur foi maior nos animais idosos, com valores semelhantes nos
dois grupos (IS e IT). Isto se deve ao crescimento 6sseo longitudinal (LOVERIDGE, 1999;
DE BAAT, HEIUBOER, DE BAAT, 2005; GRABOWSKI, 2009), e o treinamento néo
influenciou este crescimento.

Com o crescimento dsseo longitudinal, o volume dsseo aumenta. Assim, 0s animais
idosos (IS e IT) apresentaram maior contetdo de célcio do que os animais jovens. E, 0s
animais do grupo IS apresentaram maior conteudo de fosforo, e o treinamento ndo modificou
estes parametros bioquimicos. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos de
porcentagem mineral, e apesar de ndo significante eles mostraram tendéncia de serem maiores

nos animais idosos. Este conteudo 0sseo maior de minerais explicaria 0 aumento da rigidez
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dos fémures dos animais idosos (IS e IT) em relacdo aos dos animais jovens (JS e JT).
Entretanto, o treinamento promoveu diminui¢cdo da rigidez 6ssea nos animais do grupo IT,
mas ndo nos animais jovens. A regido mineralizada do osso controla a rigidez e estudos
indicaram que a composicao relativa dos minerais é deslocada pelo exercicio em favor da
regido 6ssea mais mineralizada promovendo aumento da rigidez (ISAKSSON et al., 2009).
Possivelmente em nosso estudo o protocolo de treinamento utilizado ndo foi capaz de
promover estimulo suficiente para aumentar a rigidez nos animais IT.

Raab et al. (1990), utilizaram ratas Fischer 344 jovens (2,5 meses de idade) e idosas
(25 meses de idade), com um protocolo de treinamento em esteira e analisou o fémur direito
encontrou dados similares com diferencas relacionadas a idade JS + JT versus IS + IT em
relacdo a massa corporal e comprimento do fémur. Por outro lado, Beyer et al. (1985)
analisaram fémures, e encontraram aumento do calcio quando realizaram treinamento em
esteira com ratos idosos Sprague Dawley (26 meses de idade), com um declinio nos animais
sedentérios. Shiguemoto et al. (2012) encontraram aumento da rigidez dssea nos animais
treinados em relacdo aos sedentarios. A discrepancia de resultados relacionados ao célcio
encontrados por Beyer et al. (1985) pode ter ocorrido pelo fato do estudo utilizar espécies de
ratos diferentes, com maior idade (26 meses) e protocolo de treinamento diferente em relacéo
ao presente estudo. Enquanto que, os resultados divergentes da rigidez encontrados por
Shiguemoto et al. (2012) possivelmente ocorreram pela menor idade e massa corporal dos
animais, tipo de osso analisado, sexo e ovariectomia.

O aumento da atividade de MMPs é um indicativo de remodelamento da matriz
necessaria para o crescimento do tecido (PAGE-MCCAW et al., 2007). Com o
envelhecimento, o turnover do colageno (BAILEY, PAUL, KNOTT, 1998), os niveis de

expressao de MMPs e suas atividades enzimaticas sao reduzidos (BIRCH et al., 2008).



42

Em nosso estudo, o treinamento promoveu reducdo da atividade da pro MMP-2
(tendéncia no grupo JT e uma reducdo no grupo IT) nas tibias dos animais jovens e idosos, e
nenhum efeito da idade foi observado. Em relacdo a atividade da MMP-2 ativa, observou-se
uma tendéncia de reducdo nos grupos idosos (IS e IT), que estariam de acordo com o
observado por Birch et al.,, 2008, sem efeito do treinamento. Assim, provavelmente o
treinamento teria inibido a sintese da pro-MMP-2 nos animais idosos, mas ndo sua conversao
a forma ativa. Isto estaria em desacordo com os dados obtidos de porcentagem dssea de
material organico, em que 0s grupos idosos apresentaram menores valores (IS e IT). Estes
resultados indicam que outras MMPs, que ndo a MMP-2, seriam mais importantes no tecido
0sseo (MMP-9).

Outro fato a ser considerado € que a MMP-2 é uma gelatinase que € expressa de forma
constitutiva. Possui um dominio chamado de “fibronectin like”, que ¢ responsavel pelo
reconhecimento do colageno tipo I, IV, V, VIl e X, gelatina (colageno desnaturado), laminina
e elastina23. A pr6o-MMP-2 (72 KDa) é processada por acdo combinada da MMP-14 e do
TIMP-2 a uma forma enzimaticamente ativa (64 KDa). Entretanto, o estresse oxidativo
aumentado e a a¢do do peroxinitrito (ONOQ") podem ativar a pro-MMP-2 sem remover 0 pro-
peptideo auto-inibitério, mantendo o mesmo peso molecular da forma inativa (72 KDa)
(SCHULZ, 2007; CASTRO et al., 2009; KANDASAMY et al., 2010; LUCCHETTI et al.,
2010; CASTRO et al., 2012; MESCHIARI, 2013). Com o envelhecimento ha um acumulo de
radicais livres (ALMEIDA et al., 2007; ALMEIDA et al., 2010; MANOLAGAS, 2010;
KOUSTENI, 2011) entretanto, o0 exercicio resistido pode reduzir o estresse oxidativo
(PARISE et al., 2005; VINCENT, BOURGUIGNON, VINCENT, 2006). Fatos que podem
ajudar a compreender a reducdo da atividade da pro MMP-2 (tendéncia no grupo JT e uma
reducdo no grupo IT) do presente estudo. Pois o0 exercicio resistido pode aumentar, através de

um mecanismo de up-regulation, enzimas antioxidantes tais como, a superoxido dismutase
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(Cu-Zn isoforma), que pode eliminar os radicais livres, e a catalase que pode reduzir 0s
perdxidos (PARISE et al., 2005).

O teste biomecéanico neste estudo mostrou aumento da rigidez nos 0ssos dos animais
idosos, e o treinamento modificou este parametro. Ndo foram observadas diferencas da
resiliéncia e da forca maxima entre os diferentes grupos experimentais, o0 que indica a nao
influéncia da idade e do treinamento.

Shiguemoto et al. (2012) mostraram aumento tanto da pré6 como da MMP-2 ativa nos
0ssos dos animais treinados em relacdo aos sedentarios. Estes autores observaram forca
méaxima maior quando submeteram os 0ssos dos animais treinados ao teste biomecanico. Os
resultados divergentes encontrados por Shiguemoto et al. (2012) em relacdo ao nosso estudo
possivelmente ocorreram pela menor idade e massa corporal dos animais, tipo de 0sso
analisado, sexo e ovariectomia.

Raab et al. (1990), submetendo 0ssos a0 mesmo teste biomecanico, encontraram
aumento da forca méxima correlacionada com a idade (JS e JT maior que IS e IT) e com 0
treinamento (JT e IT maior que IS e IT). Sogaard et al. (1994), realizaram treinamento de
ratas Fischer com 2 e 6 meses de idade em esteira e avaliaram o fémur esquerdo, encontraram
diferengas entre jovens sedentérias e treinadas (aumento com o treinamento), mas nenhuma
diferenca entre adultas sedentérias e treinadas analisaram forca maxima e rigidez no teste
biomecanico.

Hornberger e Farrar (2004), utilizaram um protocolo de treinamento em escada por um
periodo de 8 semanas, analisaram os seguintes grupos musculares: séleo, plantar, flexor longo
do halux, gastrocnémio e quadriceps. Estes autores observaram hipertrofia apenas do masculo
flexor longo do halux, e nenhuma alteragdo nos demais grupos musculares analisados. A
condicdo muscular determina, com grande correlacdo, a condicdo 0ssea. Os 0ss0S, assim

como os masculos, tendem a se tornar mais fortes e resistentes quanto mais forem usados e
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exercitados, obedecendo a certos limites (BAILEY, BROOKE-WAVELL, 2010).
Provavelmente, devido a semelhanca dos protocolos de treinamento (escada) utilizada neste
estudo e no de Hornberger e Farrar (2004), a musculatura exercitada pelos animais foram
semelhantes. Tal musculatura ndo afetaria o tecido 6sseo analisado neste estudo, explicando a
ndo influéncia do treinamento sobre a biomecénica dos 0ssos analisados.

Dependendo da espécie animal, idade, duracdo, intensidade e tipo de treinamento,
varios experimentos tém mostrado maior, menor, ou nenhuma diferenca sobre o tecido 0sseo

(RAAB et al., 1990; HAGIHARA et al., 2005; JARVINEN, 2003).

6 CONCLUSOES

Efeito do envelhecimento em 0ssos de ratos:

e Com o envelhecimento ocorreu diferencgas da carga de carregamento:

% Absoluta: JT aumento a partir da quarta semana (em comparacdo com a
primeira semana), IT aumento a partir da sexta semana (em compara¢do com
a primeira semana) e JT maior que IT a partir da oitava semana.

¢ Relativa: JT aumento a partir da quarta semana (em compara¢do com a
primeira semana), IT aumento a partir da sexta semana (em compara¢do com
a primeira semana) e JT foi maior que IT a partir da primeira semana de
treinamento.

e Nenhum efeito foi observado na atividade da pro MMP-2 nos grupos experimentais.
Em relacéo a atividade da MMP-2 ativa, observou-se uma tendéncia de reducdo nos
grupos idosos (IS e IT).

e Em relacdo a massa corporal:

++ Ocorreu um aumento nos jovens.

% Maior massa inicial e diminui¢do da massa final nos idosos.
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e Observamos um aumento (fémures direitos):
+ Comprimento dos animais idosos.
¢+ Darigidez dos animais idosos.
¢+ Do material mineral [calcio (IS e IT) e fosforo (IS)].

e Diminuicdo do material organico dos fémures direitos dos animais idosos.

Efeito do treinamento resistido em 0ssos de ratos:

e Diminuicdo da massa corporal dos animais JT.

e Reducdo da rigidez 6ssea e da atividade da pr6 MMP-2 no grupo IT .

e Em relacdo a atividade da MMP-2 ativa, propriedades biomecanicas (resiliéncia e
forca maxima), biofisicas e bioquimicas ndo foram encontrados efeitos do
treinamento.

No presente estudo, o protocolo de treinamento ndo promoveu efeito sobre o tecido

6sseo escolhido para analise.
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