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RESUMO

Resveratrol (trans 3,5,4’-trihidroxiestilbeno) é um polifenol encontrado em algumas plantas e
frutos. H& indicios de que ele possa ser associado a prevencao da osteoporose devido a sua
acao similar a de um SERM (Selective Estrogen Receptor Modulators), substancia utilizada
para tratamento da osteoporose (entre outras doencas) em mulheres cujo o uso da Terapia de
Reposicdo Hormonal ndo é indicado. Entretanto, informacgdes mais especificas sobre o seu
efeito em diferentes contingentes do tecido 6sseo ainda sdo escassas. O objetivo deste estudo
foi avaliar a capacidade do resveratrol de proteger contra as alteracdes 0sseas caracteristicas
da deficiéncia de estrogeno em ratas adultas jovens ovariectomizadas. Foram utilizados 30
animais (ratas Wistar) distribuidos em 3 grupos: grupo intacto (INT) com 10 animais intactos,
grupo controle ovariectomizadas (OVX) com 10 animais ovariectomizados tratados com uma
solucdo de salina e Dimetilsulfoxido (DMSO), grupo ovariectomizadas + resveratrol (OVX
+ RES) com 10 animais ovariectomizados tratados com uma solucdo de resveratrol,
salina e DMSO intraperitonealmente [0,7 mg/kg MC (massa corpdrea)], 7 vezes por
semana, por 12 semanas. Foram analisados o0s pardmetros biométricos, biofisicos,
biomecanicos 6sseos, microtomograficos e de densidade radiografica de 0ssos com maior
contingente cortical (fémures) e trabecular (vértebras). As propriedades biomecanicas dos
fémures foram obtidas pelo teste de flexdo a trés pontos e das vértebras lombares obtidas
pelo teste de compressdo Ossea. Foram utilizadas vértebras lombares para a realizacdo da
analise microtomografica e de densidade radiografica. As ratas ovariectomizadas
apresentaram maior ganho de massa corporal e diminuicdo da densidade 0ssea e densidade
radiografica, além de reducdo dos parametros microtomograficos quando comparadas ao
grupo intacto. Os pardmetros biomecanicos dos fémures ndo sofreram alteragdo em nenhum
dos grupos. Os animais tratados com resveratrol ndo apresentaram a diminuicdo dos
parametros microtomograficos e de densidade Ossea das vertebras como os ndo tratados.
Portanto, os resultados apontam o resveratrol como potencial protetor do tecido 6sseo com

maior contingente trabecular da espoliacdo induzida pela ovariectomia.

Palavras-chaves: resveratrol, osteoporose, tecido 6sseo, biomecanica 6ssea,

microtomografia 6ssea, densidade radiogréfica e ratas



ABSTRACT

Resveratrol (trans 3,5,4 ‘trihydroxystilbene) is a polyphenol found in some plants and fruits.
There are indications that it may be associated with the prevention of osteoporosis due to its
action similar to a SERM (Selective Estrogen Receptor Modulators), a substance used to treat
osteoporosis (among other diseases) in women whose use of hormone replacement therapy
does not is indicated. However, more specific information about their effect in various quotas
of bone tissue is still scarce. The aim of this study was to evaluate the ability of resveratrol to
protect against bone changes characteristics of estrogen deficit in young adult ovariectomized
rats. Were utilized 30 animals (Wistar rats) distributed into 3 groups: intact group (INT) with
10 intact animals, ovariectomized group (OVX) with 10 ovariectomized animals treated with
a saline and dimethylsulfoxide (DMSO) solution, ovariectomized + resveratrol group (OVX +
RES) with 10 ovariectomized animals treated with a resveratrol, saline and DMSO solution
[0.7 mg/kg BW (body weight)], 7 times a week, for 12 weeks. Biometric, biophysical,
biomechanical, microtomographical and radiographic density parameters were analyzed from
bones with higher cortical (femur) and trabecular quota (vertebrae). The biomechanical
properties of femurs were obtained by the three-point bending test and the lumbar vertebrae
obtained by bone compression test. Lumbar vertebrae were used to perform the
microtomographical analysis and radiographic density analysis. The ovariectomized rats
gained more body weight and had lower bone density and radiographic density, and also
showed reduction of microtomographical parameters when compared to the intact group. The
biomechanical parameters of femurs did not change in neither group. The animals treated with
resveratrol did not shown decrease in microtomographical parameters and bone density of the
vertebrae as the untreated group. Therefore, the results suggest resveratrol as a potential
protector of ovariectomy induced spoliation of bone tissues with greater trabecular quota.

Palavras-chaves: resveratrol, osteoporosis, bone tissue, bone biomechanics, bone
microtomography, radiographic density e rats.
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1 INTRODUCAO

O osso é um tecido rigido, composto de uma matriz extracelular altamente organizada,
contendo componentes inorganicos (60%) e organicos (40%)(BOSKEY,ROBEY, 2008), além
de um distinto e complexo grupo celular. A fase inorganica, ou mineral, é constituida
basicamente por pequenos cristais de hidroxiapatita [Cal0(PO)6(OH)2] (formados por célcio,
fosfato e carbonato) e menores quantidades de magnésio, sédio, potassio, manganés e fllor.
Ja a fase organica (que da origem a matriz 0ssea e € a fase determinante da estrutura e das
propriedades biomecénicas 0sseas) € composta principalmente por colageno tipo I, fatores de
crescimento, citocinas e proteinas da matriz celular, além das células do tecido 6sseo (10% do
total da matriz 6ssea) (HALL, 2005; HERNANDEZ-GIL et al., 2006b).

Através da associacdo do tecido 6sseo com estruturas funcionais como articulacdes,
ligamentos e tendbes, hd a formacdo do arcabouco que sustenta 0 n0SsO organismo: 0
esqueleto, ao qual se pode atribuir uma gama de fungdes como suporte e protecdo aos 6rgaos
vitais (como 0s contidos na caixa toracica e craniana); permitir o deslocamento do individuo
através do sistema de alavancas formado em conjunto com a musculatura; sustentagdo e
conformacdo estrutural do corpo; hematopoiese via medula déssea (MARTINI, 1998;
BILEZIKIAN,RAISZ,MARTIN, 2008; CONFAVREUX, 2011).

Macroscopicamente, 0 0sso € dividido em dois principais tipos, cuja distingdo € de
grande importancia mecanica:

- Osso Cortical: Constituinte de aproximadamente 80% do esqueleto, formado de
camadas concéntricas de matriz 6ssea circundando vasos longitudinais na sua estrutura
(Sistema Haversiano), além de apresentar poucas porosidades (propor¢do do volume total do
0ss0 que ndo €é ocupado pelo tecido 6sseo em si), demonstrando uma alta relacdo
massa/volume e caracterizando-o como bastante solido. Apresentam maior resisténcia a forcas
de torcéo e flexdo. Normalmente, é encontrado no eixo de 0ssos longos e na superficie de
0ssos achatados (como mandibula e escapula).

- Osso Trabecular: Consiste de uma armacdo de estruturas 6sseas cilindricas
aleatoriamente organizadas as quais, apesar de mais fracas, proveem um suporte leve e
metabolicamente ativo no 0sso. Apresenta um grande numero de porosidades (possuindo uma
baixa relacdo massa/volume) e, devido a sua estrutura, possui uma maior resiliéncia e
capacidade de absorcdo de choque, além de sua maior area de contato permitir uma taxa
metabdlica maior e consequente adaptacdo mais rapida a carga. E encontrado normalmente na

regido central de 0ssos chatos e na epifise de 0ssos longos.
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Suas proporg0es relativas na estrutura de cada 0sso podem variar consideravelmente
dependendo do sitio dsseo. A relacdo de o0sso trabecular : osso cortical nas vértebras é de
75:25, enquanto na cabeca do fémur ela é de 50:50. (LOVERIDGE, 1999; CURREY, 2002;
DOWNEY,SIEGEL, 2006; BRANDI, 2009).

No tecido dsseo, encontram-se quatro grupos de células: as células osteoprogenitoras
(células tronco mesenquimais cuja capacidade de proliferacdo e diferenciacdo as permite
tornarem-se osteoblastos e sua atividade ou quiescéncia se da devido a demanda metabolica),
osteoblastos (responsaveis pela formacao Ossea através da sintese e liberacdo de componentes
da matriz Gssea organica), ostedcitos (osteoblastos diferenciados aprisionados na matriz 6ssea
mineralizada cuja principal funcéo é a traducéo da for¢a mecénica imposta ao 0sso em sinais
bioquimicos que regulam o remodelamento Gsseo) e osteoclastos (células gigantes
multinucleadas  responsaveis pela reabsorcdo  Ossea através da  ostedlise)
(MARCUS,FELDMAN,KELSEY, 1996; NOMURA,TAKANO-YAMAMOTO, 2000;
PALUMBO et al., 2001; MACKIE, 2003; KNOTHE TATE et al., 2004; HERNANDEZ-GIL
et al., 2006a; RUBIN,RUBIN,JACOBS, 2006).

Todos os grupos celulares (via liberacdo de diversas enzimas) e os fatores intrinsecos e
extrinsecos atuam nas diversas vias metabdlicas mantendo o tecido 6sseo em constante
modificacdo (estima-se que, a cada ano, 10% do esqueleto é renovado) (BRANDI, 2009). Este
processo leva o nome de remodelamento 6sseo e tem como principal funcdo manter a
homeostasia mineral (célcio e fosforo) e a integridade estrutural do tecido, regulando o
“turnover” da matriz extracelular (MEC), alem de auxiliar na reparacdo de microdanos no
0sso antes que figuem clinicamente aparentes. Ademais, o remodelamento 6sseo demonstra
um comportamento resposta-dependente de alguns tipos de sinalizadores quimicos,
mecanicos, elasticos e eletromagnéticos. (BURR et al.,, 1998; HILL,ORTH, 1998;
HERNANDEZ-GIL et al., 2006a).

O processo de remodelamento acontece, basicamente, em quatro fases claramente
identificadas de forma ciclica: quiescéncia/ativacdo, reabsorgdo, reversdo e formagdo. Este
evento dura aproximadamente seis meses para estar completo, sendo que maior parte deste
tempo é tomada pela formacdo (BRANDI, 2009).

Na primeira fase, ha a transformacdo do tecido quiescente em um tecido em
remodelamento. Para tal, ha o envolvimento de pré-osteoclastos mononucleados na superficie
do tecido (e sua consequente fusdo, formando pré-osteoclastos multinucleados) e penetracédo
das células de revestimento 6sseo. Estas células entdo sdo ativadas por citocinas locais e

hormdnios sistémicos e iniciam o processo de liberacdo de ions hidrogénio no compartimento
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em reabsorcao (através de bombas de hidrogénio e ions) criando uma solucdo acida que sera
responsdvel pela degradagdo do componente inorganico do tecido, enquanto enzimas
lisossomais degradam o componente organico. Desta forma, s@o criadas regides de reabsorcéo
no 0sso que recebem o nome de Lacuna de Howship no contingente trabecular e Cones de
Reabsorg¢éo no contingente cortical.

Com o final da fase de reabsorcdo, h& a apoptose dos osteoclastos e inicio da fase de
reversdo, caracterizada principalmente pela invaséo da lacuna de reabsorcéo por células como
monocitos, ostedcitos liberados do osso por osteoclastos e pré-osteoblastos. Tal fase é de
grande importéncia para o processo de remodelamento como um todo, pois é nela que 0s
mecanismos de acoplamento (mecanismos que ligam a reabsorcdo a formacgdo) devem
acontecer de uma forma eficiente e equilibrada fazendo com que haja suficiente formagéo
Ossea apos a reabsorcdo. Tal equilibrio vai garantir a integridade das funcdes do esqueleto,
mantendo a sua funcionalidade biomecénica e protegendo 0s componentes teciduais para que
estes estejam sempre disponiveis para manter o equilibrio mineral preservado e evitando uma
possivel alteracdo 0ssea negativa devido a qualquer desequilibrio.

Seguindo a reversdo, inicia-se a fase de formacgdo dssea, na qual os osteoblastos
ativados sintetizam a matriz organica colagena com alguns minerais como calcio e fésforo (ou
ostedide) e entdo controlam sua mineralizacdo por nucleacdo secundéria ao contato com
minerais pré-existentes. Ao longo deste processo, alguns osteoblastos sdo envolvidos pela
matriz tornando-se ostedcitos, enquanto outros se tornam células de revestimento quiescentes
na superficie. Ademais, outros osteoblastos retornam ao estado de celulas tronco
mesenquimais (osteoprogenitoras). Por fim, as células osteoprogenitoras aguardam o estimulo
adequado para que retornem a se diferenciarem em osteoblastos e iniciarem a deposicdo de
matriz organica novamente (PARFITT,CHIR, 1987; MARCUS,FELDMAN,KELSEY, 1996;
HILL,ORTH, 1998; ROODMAN, 1999; HERNANDEZ-GIL et al., 2006a; BRANDI, 2009).

E importante também ressaltar a interagdo entre os grupos celulares 6sseos no
processo de remodelamento, sendo de grande importancia a sua ciclicidade. Um exemplo
direto é a acdo osteoblastica atuando diretamente na fase inicial da osteoclastogénese. Por
meio de da liberacdo de RANKL (ligante do receptor ativador do NF-«xB, de origem
osteobléstica) e sua posterior ligacdo a receptores RANK (has membranas de osteoclastos e
células promotoras de osteoclastos), hd um aumento da diferenciacdo de células promotoras
de osteoclastos em osteoclastos e sua respectiva ativacao da reabsor¢do. Do mesmo modo, 0s

osteoblastos podem secretar osteoprotegerina (OPG), um receptor que compete com 0 RANK
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pela ligacdo ao RANKL e, através da interagio OPG-RANKL, h& a inibicdo da
osteoclastogénese (BOYLE,SIMONET,LACEY, 2003).

Ainda, os osteoblastos podem liberar fatores estimulantes de colénia de macrofagos
(M-CSFs), moléculas de grande importancia para a diferenciacdo de osteoclastos e inicio de
sua atividade (sendo considerados fatores de crescimento obrigatérios para o inicio do
processo de reabsorcdo 6ssea). Vale lembrar que, dada a sua importancia, os M-CSFs sdo
também estimulados por outros fatores como o horménio da paratireoide (PTH), interleucina
1(IL-1), fator de necrose tumoral alfa (TNFa), linfocitos T, entre outros, ligando-os
indiretamente ao processo de reabsorcdo 6ssea (BILEZIKIAN,RAISZ,MARTIN, 2008).

Assim como o ciclo de vida humano sofre constantes modificacbes durante sua
extensdo, ha constantes alteracbes da fisiologia do tecido dsseo do individuo. Tais
modificacdes se resumem a relacdo entre formagéo e reabsorcdo do tecido (também chamada
de balango 6sseo), cujo pico maximo de desenvolvimento na espécie humana encontra-se aos
30 anos de idade, onde ha prevaléncia da formacao tecidual (balango 6sseo positivo). Entre 0s
35 e 40 anos ha a estabilizacdo de tais mecanismos sendo que, ap6s tal periodo, pode
prevalecer a reabsorcao (balango 6sseo negativo), acarretando uma progressiva diminuicéo de
massa 0ssea (chegando a aproximadamente 0,3% ao ano), podendo ou ndo estar relacionada a
outros processos patoldgicos (BERGLUND et al., 2000).

Ademais, todo o metabolismo do tecido 6sseo pode ser influenciado por fatores
enddgenos (hormonais, genética, género, idade, doencas intercorrentes) e exogenos
(alimentacdo, fatores ambientais). No sexo feminino, por exemplo, durante os dez primeiros
anos ap0Os a menopausa, a perda éssea pode chegar a uma média de 1-2% ao ano, podendo ser
agravada pelo acimulo de fatores, sendo o hormonal (como a deficiéncia de estrogeno) um
dos principais motivos da perda 6ssea aumentar em mulheres neste periodo, podendo chegar a
ser  caracterizada como  osteoporose  (MARCUS,FELDMAN,KELSEY,  1996;
RIGGS,KHOSLA,MELTON, 2002; NGUYEN et al., 2003; AKHTER et al., 2004).

A osteoporose pode ser definida como uma doenca sistémica do esqueleto na quais
maultiplos mecanismos patogénicos convergem para causar a deterioracdo e perda da
microarquitetura estrutural dos 0ssos em conjunto com a perda de tecido dsseo por unidade de
volume de osso (densidade mineral dssea). Esses fatores acarretam aumento da fragilidade
Ossea que, associada ao aumento do risco de quedas caracteristicos do envelhecimento,
contribui para um maior indice de fraturas em pacientes osteoporoticos (principalmente na
senilidade) (Consensus development conference: diagnosis, prophylaxis, and treatment of
osteoporosis, 1993; RAISZ, 2005; ARMAS,RECKER, 2012; KANIS et al., 2013).
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A osteoporose é considerada uma doenca silenciosa, uma vez que se apresenta
aparentemente assintomatica até a primeira fratura por fragilidade, sendo esta que
frequentemente leva ao diagnostico da doencga, normalmente realizado através da analise do
desvio padrdo da Densidade Ossea do individuo (medida pelo DEXA (Dual Energy X-Ray
Absorptiometry)), quando comparado a média da populacdo de mesma faixa de idade e sexo
(valores acima de -2,5 Desvios Padrdo ja o caracteriza com osteoporose)
(KANIS,ORGANIZATION, 2008; SILVERMAN, 2008; SUJIC et al., 2013). Esta doenca
afeta cerca de 30% das mulheres e 12% dos homens em algum momento da vida, sendo as
fraturas osteopordticas grandes causas de morbidade e mortalidade na populacdo. Estima-se
gue sua prevaléncia é cerca de 9 milhdes de fraturas no mundo anualmente (mais da metade
dessas ocorrendo na Europa e nas Américas), gerando custos que ultrapassam € 36 bilhGes na
Europa e, na falta de um tratamento significativo que atinja globalmente, estes custos podem
duplicar até 2050 (AKHTER et al., 2007; COMPSTON, 2010; KANIS et al., 2013).

A osteoporose pode ser classificada em primaria e secundaria. A primaria se refere a
desordens do tecido 0sseo sem associacdo a outras doengas cronicas como, por exemplo, a
osteoporose pds-menopausa e senil. A secundaria esta associada a quadros clinicos crénicos
especificos e/ou uso de farmacos que contribuem para perda &ssea acelerada.
(MARCUS,FELDMAN,KELSEY, 1996; SOUTH-PAUL, 2001).

Podem-se resumir os mecanismos fisiopatogénicos basicos da osteoporose em trés
principais causas: falha ao produzir um esqueleto com forca e massa otimizada durante o
desenvolvimento 0sseo; formacdo Ossea deficitaria durante o remodelamento ésseo e
reabsorcao 0ssea excessiva levando a um balango ¢sseo negativo (RAISZ, 2005; DAS, 2013).

Apesar de poucas explicagdes bioldgicas para tal, 0 aumento excessivo de reabsorcao
Ossea € capaz de alterar, além da massa 6ssea em si, as propriedades estruturais do 0sso
independentemente da alteracdo da massa. Dentre os efeitos deste excesso, hd o maior tempo
gue a matriz ostedide apresenta para se mineralizar; aumento de sitios enfraquecidos pelos
osteoclastos nas trabéculas, levando a perda da conectividade entre elas e/ou diminuicdo em
nimero e espessura além de uma degradacdo da sua superficie (impedindo a posterior
formacéo dssea) e alteracdo de sua morfologia de formas mais espessas (placas) para formas
menos espessas e frageis (bastdo); aumento da propensdo a micro danos 6sseos (danos
microscopicos que ocorrem em resposta & cargas subméximas no 0sso, normalmente
reparados) podendo ultrapassar a capacidade de reparacdo destes e sua acumulacéo resultar
em falhas estruturais maiores; no contingente cortical, ha a diminuicdo da espessura e

aumento da porosidade. Tais afec¢Ges da microarquitetura 6ssea (principalmente a cortical)
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sdo grandes responsaveis por levar ao aumento da fragilidade dssea e consequente maior
propensdo a fraturas (PARFITT et al., 1983; DEMPSTER, 2000; AKHTER et al., 2007;
ARMAS,RECKER, 2012; BONUCCI,BALLANTI, 2013).

Dentre os mecanismos fisiopatogénicos mais especificos, pode-se citar:

- Desuso, bastante observado em astronautas e individuos com paralisia, que leva a
uma maior reabsorcao dssea, podendo levar a uma perda de até 10% de massa 0ssea;

- Excesso de micro-danos 0sseos que ultrapassam a capacidade de reparo e podem
levar a uma destruicdo da comunicacao entre os osteocitos, levando-0s a apoptose e o inicio
de uma cascata de eventos que aumentam a reabsorcao dssea;

- Deficiéncia de vitamina D, que dificulta a absorcdo de calcio pelo organismo,
reduzindo a densidade mineral 0ssea;

- Excesso de hormonio paratirecideano (PTH), também associado ao aumento da
reabsorcao 0ssea;

- Problemas genéticos, como polimorfismos genéticos relacionados as fungbes de
osteoblastos, osteoclastos;

- Anormalidades de colageno;

- Espécies reativas de oxigénio (EROs) principalmente durante o envelhecimento,
influenciando negativamente a fungéo tanto de osteoblastos, quanto de osteoclastos;

- Redugdo dos niveis de estrdgeno (LEBLANC et al., 1990; RAISZ, 2005;
OZGOCMEN et al., 2007; MOON et al., 2011; ARMAS,RECKER, 2012).

Ainda dos mecanismos especificos, a osteoporose causada por reducdo dos niveis de
estrogeno tém sido foco de diversos estudos (PACIFICI, 1998;
WEITZMANN,PACIFICI, 2006; POPAT et al., 2009). Foi uma das primeiras causas
documentadas de osteoporose pos-menopausa por Albright em 1941, e é a explicacédo para o
aumento da perda de massa Ossea em mulheres ap0s a menopausa uma vez que, neste
periodo, a faléncia ovariana leva a uma queda da producdo do hormonio.
(RAMALHO,LAZARETTI-CASTRO, 1999; FAIENZA et al., 2013).

Pode-se inferir que a osteoporose pOs-menopausa estd relacionada com a propria
funcdo do estrégeno, uma vez que, apesar do mecanismo de acdo dele ainda permanecer
controverso, sabe-se dos efeitos que possui sobre as células do tecido Gsseo através de
inimeras vias. O estrogeno é capaz de inibir a ativacdo do remodelamento 6sseo agindo
principalmente sobre os ostedcitos. Além disto, é capaz de inibir a apoptose e estimular a

diferenciacéo de osteoblastos, atraves da inativacdo do fator de necrose tumoral alfa (TNFa),
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aumentando seus numeros e sua sobrevida celular (GILBERT et al., 2000; KOUSTENI et al.,
2001; FAIENZA et al., 2013).

Sobre osteoclastos, 0 hormonio apresenta controle sobre sua formagéo e apoptose. Os
efeitos diretos incluem a diminuicao de responsividade das células precursoras de osteoclastos
a citocina RANKL, diminuindo sua formacdo; diminuicdo da producdo desta citocina pelos
osteoblastos e ostedcitos; diminuicdo da diferenciacdo dependente de RANKL de mondcitos a
osteoclastos, atraves de diminuicdo da ativacdo de NFkB; aumento da producdo de
osteoprotegerina e impedindo o aumento da osteoclastogénese, entre outros. J& indiretamente,
age através da inibicdo de citocinas como as interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6) e o Fator de
Necrose Tumoral alfa (TNF-a), causando a diminuicdo da diferenciacdo de células mieldides
em osteoclastos e células do estroma medular (podendo, desta forma, controlar a quantidade
de osteoclastos uma vez que a célula do estroma é pluripotente) (HOFBAUER et al., 1999;
RAMALHO,LAZARETTI-CASTRO, 1999; SRIVASTAVA et al., 2001; EGHBALI-
FATOURECHI et al., 2003; WEITZMANN,PACIFICI, 2006; ROBINSON et al., 2009).

Do mesmo modo, estudos mostram que os efeitos “pro-apoptoticos” do estrogeno
acabam diminuindo a quantidade de osteoclastos e consequentemente a reabsorcdo dssea
(KAMEDA et al., 1997; KOUSTENI et al., 2002; KRUM,BROWN, 2008). Assim, uma
reducdo dos niveis do hormdnio leva a uma diminui¢do do nimero de osteoblastos e aumento
tanto da quantidade de osteoclastos quanto do seu ciclo de vida, levando a uma maior
reabsorcéo 0ssea sem ser contra-balanceada pela formacdo dssea (balanco 0sseo negativo) e,
consequentemente, alteracdes estruturais e de massa dssea condizentes com a osteoporose
(ROODMAN, 1999; NAKAMURA et al., 2007).

Ademais, vem sendo proposto que a deficiéncia de estrdgeno também afeta a
sensibilidade do osso a carga mecanica, levando a um aumento da reabsorcdo Ossea e
caracteristicas morfologicas do osso similares as observadas na osteoporose por desuso dos
membros (ARMAS,RECKER, 2012; BRENNAN et al., 2012).

A osteoporose pds-menopausa é conhecida por ndo possuir tratamentos muito efetivos
(DAS, 2013). Para prevencdo ou tratamento desta, € bastante utilizada a terapia de reposicéo
hormonal (TRH) com o intuito de regularizacdo dos niveis de estradiol em mulheres
menopausadas (MACEDO et al., 1998). Diversos estudos mostraram a prevencdo da
osteoporose com a reposicdo hormonal substitutiva levando a diminui¢do da reabsorcdo
excessiva, preservacdo da massa 0ssea e menor propensdo a fraturas
(BILEZIKIAN,RAISZ,MARTIN, 2008). MACEDO et al. (1998). O'CONNELL et al. (1998)
utilizaram doses de 2 mg de estradiol, 0,625 mg de CEE (conjugated equine estrogens) e
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1,25 mg de estrona em seus estudos e apontaram estas doses como as mais efetivas para
prevencdo de osteoporose em mulheres menopausadas.

Apesar dos efeitos deste tratamento para a prevencdo da osteoporose, algumas
doses/regimes de administracdo podem apresentar efeitos colaterais quando utilizada a longo
prazo ou em condicGes especificas (como o fato da mulher apresentar predisposicdo genética
ao cancer de mama). Alguns dos mais prejudiciais seriam 0 aumento do risco de cancer de
mama, do endométrio, a trombose venosa profunda (TVP), acidente vascular encefalico
(AVES) e algumas doencas coronarias, indicando que se deve ter cautela ao escolher a TRH
mais adequada a mulher osteopordtica (HULLEY et al.,, 1998; PERSSON et al., 1999;
SCHAIRER et al., 2000; SPENCER et al., 2012; GHAZAL,PAL, 2013).

Atualmente a literatura apresenta estudos que procuram alternativas aos tratamentos
convencionais tanto para a prevencao, quanto para o tratamento da osteoporose, objetivando a
reducdo de efeitos colaterais e prejudiciais que a TRH pode causar (ARJIMANDI et al., 1996;
FRENCH,MUIR,WEBBER, 2008; PALUMBO et al., 2009). Algumas destas alternativas
atualmente utilizadas sdo os SERMs (selective estrogen receptor modulators), prescritos a
mulheres com predisposicéo genética ao cancer de mama devido ao seu efeito seletivo sobre
tecidos especificos, e fitoestrégenos, fito-horménios com potencial estrogénico, como 0s
isoflavonatos derivados da soja (genisteina) e outras substancias de origem vegetal
(DOREN,SAMSIOE, 2000; SEHMISCH et al., 2010).

Dentro desta Ultima classe, o resveratrol ~ (trans  3,5,4’-trihidroxiestilbeno),
um composto polifenolico encontrado em algumas plantas e frutos (como a uva) apresenta
importantes  efeitos como anti-inflamatério (reduzindo a expressdo de citocinas
inflamatdrias), cardioprotetor, anti-neoplasico, além de possuir capacidade de auxiliar na
eliminacdo de EROs (seja eliminando-as, seja modulando o sistema antioxidante endégeno)
(FREMONT, 2000; BHAT,KOSMEDER,PEZZUTO, 2001; DO AMARAL et al., 2008;
COTTART,NIVET-ANTOINE,BEAUDEUX, 2014). Ademais, sua similaridade estrutural
com o dietilestilbestrol, um estrégeno sintético, o confirma como um fitoestrégeno, além do
fato de agir como um SERM e ser bloqueado por tamoxifeno, um anti-estrogénico, indicando
sua possivel acdo em receptores de estrégeno (BHAT,KOSMEDER,PEZZUTO, 2001;
HARIKUMAR,AGGARWAL, 2008).

Correlacionando com o tecido cartilaginoso, o resveratrol é um potente mediador
anabdlico da homeostase da cartilagem do disco intervertebral bovino (in vitro), revelando um
potencial efeito biologico na reducdo da progressdo da degeneracao intervertebral (LI et al.,

2008). Além disso, foi constatada sua acdo protetora e reparadora em cartilagens pos-leséo,
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uma vez que ELMALLI et al. (2005) demonstraram a eficiéncia do resveratrol na reducdo da
perda de cartilagem em joelhos de coelhos artriticos.

Sobre o tecido 0sseo, estudos in vivo e in vitro indicam o efeito do resveratrol como
inibidor da osteoclastogénese (diminuindo o nudmero de osteoclastos), assim como
estimulador da diferenciagdo de células osteoprogenitoras em osteoblastos, além de ser
responsdvel por alteracBes estruturais em 0ssos osteopordticos, melhorando a
microarquitetura 6ssea (MIZUTANI et al., 1998; BHAT,KOSMEDER,PEZZUTO, 2001;
BOISSY et al., 2005; RUCINSKI et al., 2006; KUPISIEWICZ et al., 2010; HABOLD et al.,
2011). RUCINSKI et al. (2006) demonstraram que o resveratrol é capaz de prevenir a inibicéo
induzida por dioxina da sintese do colageno tipo 1, osteopontina, sialoproteinas 6sseas e
fosfatase alcalina. O resveratrol estimula a sintese de osteocalcina e a atividade proliferativa
de células osseas semelhantes a osteoblastos. MIZUTANI et al. (1998), analisando a acdo do
resveratrol sobre células MC3T3-E1 (linhagem de pré-osteoblastos de ratos, usada como
modelo de osteoblasto na medula éssea em pesquisas in vitro), demonstraram um efeito de
estimulacdo direta da proliferacdo e diferenciacdo de osteoblastos.

Além disso, ligando aos receptores de estrogeno, o0 resveratrol age como um
superagonista, potencializando seus efeitos, diminuindo as concentracbes de TNF-a (fator
cuja acdo aumenta a osteoclastogénese e, conseqilientemente, a reabsorcdo ¢ssea)
(BHAT,KOSMEDER,PEZZUTO, 2001). Outra atuacdo para a reducdo da
osteoclastogénese €& sua acdo sobre receptores RANKL em células precursoras de
osteoclastos, diminuindo a ativacdo de Nuclear Factor kB (NF-xB, ligante da familia
das celulas TNF), fator essencial para a diferenciacdo dos osteoclastos (BOISSY et
al., 2005).

Independentemente do modo de acdo do resveratrol sobre 0 metabolismo 0sseo, ha
indicacdo na literatura que o uso de resveratrol é capaz de afeta-lo, impedindo o decréscimo
da densidade mineral 6ssea em ratas ovariectomizadas. (MIZUTANI et al., 2000; LIU et al.,
2005). LIU et al. (2005) observaram que o resveratrol pode inibir a redugdo da densidade
mineral 0ssea, especialmente nas epifises de fémures de ratas Wistar ovariectomizadas. Tais
resultados indicam que o resveratrol pode prevenir a perda 0ssea causada pela ovariectomia,
sugerindo um papel importante contra a osteoporose ou perda 6ssea pds-menopausal.

Portanto, h& evidéncias de que o resveratrol atua como potente mediador do
metabolismo 0sseo, podendo promover beneficios ao tecido, o que torna sua aplicabilidade

importante no estudo.
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Entretanto, estudos envolvendo a farmacocinética in vivo do resveratrol administrado
via oral indicam rapida metabolizac¢do pelo organismo, baixa biodisponibilidade e geracdo de
metabolitos cujo estudo ainda necessita ser intensificado (BAUR,SINCLAIR, 2006;
DELMAS et al., 2011; ROTCHES-RIBALTA et al., 2012). Ndo obstante, hd uma escassez de
estudos observando os efeitos do resveratrol em modelos de osteoporose pés-menopausal que
envolvam diferentes tipos de tecido Osseo (trabecular e cortical), cujo conhecimento é de
grande importancia para entender as alteracdes mecanicas do 0sso e, consequentemente, a
protecdo que a  substdncia  prové a  fraturas. Estes achados,  ndo
sO caracterizariam o resveratrol como uma terapia potencial para a protecdo da osteoporose,
como também justificam que a realizacdo de mais estudos neste tema seria de grande interesse
cientifico, além de fundamentar a potencialidade deste estudo de observar se o resveratrol €

capaz de proteger o tecido 0sseo da osteoporose por deficiéncia de estrogeno.



28

2 OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi avaliar o possivel efeito protetor do resveratrol sobre 0s
0ss0s contra as alteracOes caracteristicas da osteopenia por deficiéncia de estrégeno em ratas
adultas jovens ovariectomizadas através das analises de propriedades biométricas, biofisicas,
biomecanicas, microtomograficas e de densidade radiografica de 0ssos com maior contingente

cortical (fémures) e trabecular (vértebras).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados neste experimento, 30 ratos intactos da linhagem ““Wistar” (Rattus
norvegicus albinus), do género feminino, com 90 dias de idade, provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar).

O experimento foi realizado no laboratério de Neuroendocrinologia do Departamento
de Ciéncias Fisioldgicas da UFSCar. As ratas permaneceram em biotério proprio do
laboratdrio, durante todo o desenvolvimento experimental, sob as seguintes condigdes: regime
de luz (10 horas claro e 14 horas escuro), temperatura controlada (22+2°C), alimentacdo com
racio comercial e agua “ad libitum”. Protocolo do Comité de Etica em Experimentacio
Animal — C.E.E.A. — nimero 025/2010.

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para analise dos efeitos do resveratrol sobre as variaveis 6sseas, 0s animais foram
distribuidos seguindo o delineamento experimental:

- Grupo Intacto (INT): 10 animais intactos.

- Grupo Controle Ovariectomizadas (OVX): 10 animais ovariectomizados e tratados
com solucéo de dimetilsulféxido (DMSO - AMRESCO®) em salina a 0,9%.
-Grupo Ovariectomizadas + Resveratrol (OVX + RES): ovariectomizadas e tratadas

com uma solugdo de resveratrol (Sigma Aldrich®) (0,7 mg/kg MC) e DMSO em salina a
0,9%.

3.3 TECNICA CIRURGICA

As ratas do grupo OVX e OVX + RES foram ovariectomizadas aos 3 meses de idade
devido a boa resposta a cirurgia evidenciada pela literatura (KALU, 1991). A técnica utilizada
foi a descrita por ZARROW (1964) e anestesia utilizada foi a de cloridrato de cetamina

(50mg/kg massa corporea) e cloridrato de xilazina (10mg/kg de massa corporea).
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3.4 APLICACAO DO RESVERATROL

O tratamento das ratas dos grupos OVX e OVX + RES iniciaram no dia apés a
realizacdo da ovariectomia. A dose utilizada (0,7 mg/kg MC) e o veiculo utilizado em
conjunto com o resveratrol foi determinada pela literatura (LIU et al., 2005; KUPISIEWICZ
et al., 2010). A administracdo do resveratrol foi realizada por meio de injecGes
intraperitoneais devido a melhor absorcdo orgénica evidenciada na literatura (DO AMARAL
et al., 2008), diariamente por um periodo de 12 semanas.

A solucéo de salina e DMSO foi administrada via injecao intraperitoneal nas ratas do
grupo OVX.

3.5 COLETA DAS AMOSTRAS

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

Apo6s doze semanas de tratamento, foi realizada a decapitacdo dos animais, com
subsequente dissecacdo femoral (direita e esquerda) e das quartas, quintas e sextas vértebras
lombares (L4, L5 e L6 respectivamente) para retirada da musculatura e tecidos moles,
isolando o0 material 6sseo para coleta, os quais foram mantidos em solugédo de salina 0,9% a -

20°C para as subsequentes analises.

3.6 PARAMETROS ANALISADOS

As medidas necessarias para os parametros fisicos, biométricos e biomecanicos e a
coleta dos dados foram realizados pelo mesmo individuo. J& os ensaios microtomogréaficos e

de densidade radiografica, foram realizados por outras instituicoes.

3.6.1 Parametros Biométricos

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

saliéncia 6ssea mais proximal do trocanter maior.

Medidas das espessuras das diafises femorais

Foram mensurados com o paquimetro, os didmetros maiores (realizado na posicao
latero-lateral) e menores (realizado na posi¢do antero-posterior) da diafise femoral, seguindo a

padronizacdo referencial: base do terceiro trocanter.

Medidas das alturas do corpo das quintas vértebras lombares (L5)

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

3.6.2 Parametros Fisicos

Apos a verificacdo dos parametros biométricos dos fémures e das quintas vértebras
lombares dos animais dos diferentes grupos experimentais, mantiveram-se 0s 0ssos (imersos
em agua destilada) em um dessecador por um periodo de 24 horas objetivando a retirada do ar
presente nos poros 0sseos. Em seguida obtiveram-se os pesos imerso (Pi) (Figura 1) e umido
(Pu). Esses dados foram coletados antes do ensaio biomecanico e, apds 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 de 800° C por um
periodo de 24 horas (NORDSLETTEN et al., 1994). Todas as medidas citadas foram obtidas

por meio de uma balanca eletronica de precisdo (Chiyo®).
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Figura 1: Método de medicdo do peso imerso dos 0Ssos.

Baseando-se no Principio de Arquimedes, calcularam-se o volume @sseo e
subsequentemente a densidade Gssea e mineral, percentuais 0sseos de &gua, material organico
e material mineral, por meio das formulas citadas abaixo (MARTIN, 1990):

Pu-Pi

Volume 6sseo - cm’)

Pu

Densidade dssea - ———— (g/cm?®)
volume ésseo

Densidade mineral =P—m, (cm3)
volume 6sseo
[100 x (Pu—Ps)]
Pu
[100 x (Ps—Pm)]
Pu

100 x Pm

Percentual dsseo de agua =

Percentual material organico =

Percentual material mineral =

Onde:
Pu = peso Umido désseo
Ps = peso 0sseo da amostra desidratada
Pi = peso imerso 4sseo
Pm = peso do material mineral (cinzas)

p = densidade da dgua
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3.6.3 Parametros Biomecanicos

Por meio do teste de flexdo a trés pontos, as propriedades biomecénicas dos fémures
direito foram mensuradas utilizando-se a maquina de ensaio universal INSTRON modelo
4444 (Figura 2), cuja célula de carga apresenta capacidade maxima de 100 kgf
(aproximadamente 1 kN). As extremidades dos fémures ficaram apoiadas em dois roletes com
didmetro de 3 mm, distanciados em 21,70 mm e a regido central (das diéfises) dos ossos foi
selecionada para a  aplicacgdo da carga (ROBLING,TURNER, 2002;
SHIMANO,SHIMANO,VOLPON, 2002; AKHTER et al., 2003; AKHTER et al., 2004).

Figura 2: 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 aplicacédo de carga (forca); D: osso (fémur de rato); E: suporte.

Doze horas antes do inicio do ensaio, os 0ssos foram descongelados & temperatura

ambiente e mantidos em solucdo salina até o momento antecedente ao teste
(ENGESAETER,EKELAND,LANGELAND, 1978; PENG et al., 1994).

No inicio do teste, foi aplicada uma pré-carga de 5 N por meio de uma haste cilindrica
com um rolete de 3 mm em sua extremidade, no sentido postero-anterior e perpendicular ao
eixo longitudinal para acomodacdo da amostra (estabilizacdo do fémur). Padronizou-se o
tempo de acomodacdo em 15 segundos para todas as amostras e ap0s este periodo, aplicou-se
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uma forca no mesmo sentido, com velocidade constante de 0,5 cm/min, até o momento da
fratura do 0sso.

Os resultados dos ensaios foram registrados pelo software Instron Series 1X na forma
gréfica, gerando uma curva carga x deformacdo (Figura 3). Da analise das curvas foram
obtidas as seguintes propriedades biomecanicas: deformacdo (deslocamento) méaxima,
deformacdo (deslocamento) no ponto da fratura, carga (forca) méxima e carga (forca) de
fratura, resiliéncia, tenacidade e rigidez.

Um procedimento semelhante foi adotado para determinacdo dos parametros
biomecénicos das quintas vértebras lombares. Foi utilizado o teste de compressao vertebral
utilizando-se a maquina de ensaio universal INSTRON modelo 4444, cuja célula de carga
apresenta capacidade maxima de 100 kgf (aproximadamente 1 kN). As quintas vértebras
lombares (L5) foram identificadas e isoladas tendo como referéncia a articulacdo da primeira
vértebra sacral (S1). Apds este processo ela foi dissecada de suas partes moles e 0s processos
transversos, espinhosos e arcos vertebrais foram retirados, obtendo ao final o corpo vertebral.
As extremidades das veértebras foram aplainadas para obtencdo de superficies planas e
paralelas para o ensaio.

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

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

e rigidez.

Deformacao (mm)

Corresponde a distancia movida pelo cilindro de carga registrada pelo equipamento:
no limite elastico, no ponto de carga maxima e de fratura (D1, D> e D3 respectivamente, na

figura 3).
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Carga no Limite Elastico (N)

Corresponde a carga que separa a fase elastica da plastica (Ci, na figura 3). Para o
tecido 0sseo, a fase eléstica corresponde a porcado linear da curva e a fase plastica, a parte ndo
linear da mesma (EINHORN, 1996). O ponto de unido das duas corresponde ao limite

elastico.

Carga Méaxima (N)

Corresponde a maior carga suportada pela amostra (fémur) durante o ensaio (C2, na
figura 3).

Carga de Fratura (N)

Corresponde a carga aplicada no momento da fratura da amostra (fémur) ao longo do
ensaio (Cs, na figura 3).

Resiliéncia (J)

Corresponde a area sob a curva carga x deformacdo até o limite elastico. Representa a
energia absorvida pelo tecido dsseo durante a fase elastica, ou seja, a energia que a amostra

suporta sem deformar-se permanentemente.

Tenacidade (J)

Corresponde a area sob a curva carga x deformacdo até o ponto de ruptura.
Representa a energia necessaria para provocar a ruptura do material, ou seja, a capacidade de

uma estrutura resistir a uma energia depende da tenacidade do material.

Rigidez (103*N/m)

Determinada por meio da inclinacdo 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)

Limite Elastico
|Angulo da Tangente = Rigidez|
DEFORMACAO (mm)

Figura 3: Grafico Carga x Deformacdo utilizado para determinagéo das propriedades biomecéanicas: Cq: Carga
no Limite Elastico; D1: Deformacdo (deslocamento) no Limite Elastico; C,: Carga Maxima; D,: Deformacao
(deslocamento) na Carga Méaxima; Cs: Carga de Fratura; Ds: Deformacédo (deslocamento) na Carga de Fratura
(maxima); O/C1/D1: a area desta regido corresponde a Resiliéncia (a energia absorvida na fase elastica); O/Cs/Ds:
a area desta regido corresponde a tenacidade (energia absorvida até o ponto de ruptura); T: tangente da regido
O/Cs da curva, sendo o angulo desta correspondente a Rigidez.

Carga Maxima Ponto de Fratura
Deslocamento (mm)

3.6.4 Parametros Microtomograficos Osseos

Os parametros microtomograficos foram obtidos por meio da analise das imagens de
duas vértebras (sextas vértebras lombares - L6) escolhidas aleatoriamente para cada grupo
experimental. Estas imagens foram geradas pelo microtomdgrafo marca SkyScan® modelo
1172, da Embrapa — Instrumentacdo Agropecuaria, Sdo Carlos -SP.

Apbs a obtencdo, as imagens geradas foram analisadas pelos sofwares CTAN® e
CTVol®. Os parametros obtidos foram: volume tecidual (TV), volume dsseo (BV), percentual

de volume dsseo (BV/TV) e espessura trabecular (Th.Th).
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3.6.5 Densidade Radiografica

Para determinacdo da densidade radiogréfica, foram realizadas tomadas
radiogréficas das quartas vértebras lombares de cada um dos animais dos diferentes grupos
experimentais, as quais foram digitalizadas com um Scanner Fotografico HP Scanjet G4050
(SCNHP4050) com um adaptador para transparéncias. Como referencial densitométrico nas
tomadas radiograficas foi utilizada escada de aluminio (liga 6063, ABNT) de nove degraus,
colocada proxima as veértebras, na direcdo do feixe principal dos Raios X (LOUZADA et al.,
1998a; b).

O software Image J® foi utilizado para contornar toda a regido de interesse
(RDI), utilizando recurso de definicdo de area do programa, e, assim, determinar o nivel de
densidade média, em tons de cinza (até 256 niveis), das vértebras e dos degraus da escada de
aluminio. Os valores das vértebras foram convertidos para valores relativos a espessura em
milimetros de aluminio (LOUZADA et al., 1998a; b), obedecendo as etapas descritas por
LOUZADA (2009). Desta maneira, a densidade dssea foi expressa em equivalente de
aluminio (mmaAl).

Os valores de densidade radiografica foram convertidos para valores de
espessura com o auxilio do computador e, assim, a densidade passou a ser expressa em
equivalentes de milimetros de aluminio. Para tanto os dados foram levados a planilha Excel e
passaram pelas seguintes etapas como descrito por LOUZADA (2009): 1) Determinou-se 0
valor da Densidade Radiografica (DR) da Regido de Interesse (RDI); 2) Utilizando-se como
referéncia o valor de DR da etapa 1 definiram-se 3 degraus da escada de aluminio, que foram
usados como referéncia densitométrica, cujos valores de DRs contemplavam o da etapa 1; 3)
Com os valores de espessura e DR dos 3 degraus da etapa 2 construiu-se um grafico com a
planilha Excel; 4) Com ferramentas do Excel definiu-se a melhor curva que se ajustava aos
pontos do grafico (polindbmio do 3° grau). O programa forneceu a equacdo de ajuste; 5)
Utilizando-se a equacdo de ajuste da etapa 4 fez-se a substitui¢cdo do valor de X pela DR da
RDI (etapa 1) e determinou-se assim a espessura equivalente em mmAl para aquele objeto em
estudo.

As analises foram realizadas na Universidade Estadual Paulista - UNESP,
Faculdade de Medicina Veterinaria, Departamento de Apoio, Producdo e Saude Animal,
Aracatuba - SP.
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3.7 FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

Os dados obtidos em cada grupo foram comparados por meio de uma variancia
paramétrica (ANOVA one way) por meio do software GraphPad Prism®. Os resultados foram
expressos como média * desvio padrdo e as diferencas entre os grupos foi analisada pelo teste

“post-hoc” de Tukey. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

3.8 NORMAS TECNICAS REFERENTES A ELABORACAO DO TRABALHO

As referéncias e citages, bem como a estrutura geral deste trabalho seguem a NBR
6023 e 10520 de agosto de 2002, e NBR 14724 de dezembro de 2005, de autoria da
Associacdo Brasileira de Normas Técnicas — ABNT, adotadas pela Universidade Federal de
Séo Carlos — UFSCar.
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4 RESULTADOS

4.1 MASSA CORPORAL

Na figura 4 estdo apresentados os valores da massa corporal (g) inicial (do inicio do
tratamento), final (finalizadas as 12 semanas de tratamento) e o ganho de massa corporal dos
animais dos diferentes grupos experimentais durante as 12 semanas de tratamento: Controle
Intacto, Ovariectomizado Controle (OVX) e Ovariectomizado + Resveratrol (OVX + RES).
Para a massa inicial, ndo foram encontradas diferencas entre 0s grupos.

Entretanto foi observado um aumento das massas finais dos grupos Controle
Ovariectomizado e Ovariectomizado + Resveratrol, alteracdes estas condizentes com os dados

de ganho de massa corporal.
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Figura 4: Representacdo grafica da massa corporal inicial (g) dos animais dos diferentes grupos experimentais:
Controle Intacto, Controle Ovariectomizado (OVX) e Ovariectomizado + Resveratrol (OVX + RES),

respectivamente. Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo: * p<0,05 vs. Controle Intacto.

Na tabela 1 estdo apresentados os valores médios com o0s respectivos desvios padréo,

dos parametros descritos acima.



Tabela 1: Massa corporal (MC) inicial e final e ganho de massa em gramas (g) dos animais dos diferentes
grupos experimentais: Controle Intacto (INT), Controle Ovariectomizado (OVX) e Ovariectomizado +
Resveratrol (OVX + RES).
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Grupos Experimentais

Parametros INT (10) OVX (10) OVX + RES (10)
MC Inicial (g) 2270+1321 2246 +14.05 232,6 + 9,24

MC Final (g) 281,2+ 2051  320,2 +28,70* 325,8 +17,62*
Ganho da MC (g) 54,2 + 10,04 95,6 + 20,89* 93,2+ 15,89*

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

4.2 PARAMETROS BIOMETRICOS

4.2.1 Parametros biométricos dos fémures

Na figura 5 estdo apresentados os valores do comprimento, didmetro maior e menor

(mm), peso umido, peso imerso, peso seco e peso das cinzas (g) dos fémures direitos dos

animais dos diferentes grupos experimentais: Controle Intacto, Controle Ovariectomizado

(OVX) e Ovariectomizado + Resveratrol (OVX + RES). N&o foram observadas diferencas

entre 0s grupos para todos este parametros.
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Figura 5: Representacdo grafica dos valores de pardmetros biométricos dos fémures direitos dos animais dos
diferentes grupos experimentais: Controle Intacto, Controle Ovariectomizado (OVX) e Ovariectomizado +
Resveratrol (OVX + RES), respectivamente. Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo. Nao foram
detectadas diferencas significativas entre os grupos, para p<0,05.

Na tabela 2 estdo apresentados os valores médios, com os respectivos desvios padrédo, dos
paré@metros descritos acima.
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Tabela 2: Comprimento, Diametros Maior e Menor das diafises em milimetros (mm) e Pesos Umido, Imerso,
Seco e das cinzas em gramas (g) dos fémures direito dos animais dos diferentes grupos experimentais: Controle
Intacto (INT), Controle Ovariectomizado (OVX) e Ovariectomizado + Resveratrol (OVX + RES).

Grupos Experimentais

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

Comprimento (mm) 36,710 £ 1,132 36,900 £ 1,212 36,810 = 0,826
Diametro maior (mm) 6,220 £ 0,484 6,350 + 0,428 6,315 + 0,482
Diadmetro menor (mm) 5,420 £ 0,219 5,385 + 0,357 5,195 + 0,333
Peso umido (g) 0,849 + 0,060 0,831 + 0,083 0,850 + 0,055

Peso imerso (g) 0,306 + 0,019 0,285 + 0,033 0,290 + 0,0247
Peso seco (g) 0,527 + 0,032 0,498 + 0,053 0,513 £ 0,035
Peso das cinzas (g) 0,365 + 0,023 0,342 + 0,038 0,348 + 0,030

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

4.2.2 Parametros biométricos das vértebras

Na figura 6 estdo apresentados os valores da altura (mm), peso umido, peso imerso,

peso seco e peso das cinzas (g) das quintas vértebras lombares dos animais dos diferentes

grupos experimentais: Controle Intacto, Ovariectomizado Controle (OVX) e Ovariectomizado

+ Resveratrol (OVX + RES). N&o foram observadas diferencgas entre os grupos para todos os

parametros acima.



43

-
(=]
1

0.15+ 0,04+

0,03 —I_

|
L

_|
_|
_|

Peso Umido (g)
Peso Imerso (g)
o
[

s

[=]

(4]
1

o
o
=

L

Altura da Vértebra L5 (mm)

0,00

"“Controle Intacto  OVX  OVX +RES

L T

0 T 1 T T f T
Controle Intacto  OVX OVX +RES Controle Intacto  OVX OVX + RES

0,08- 0,04+

T

o
o
o

1

0,03+

T

0,02+

Peso Seco (g)
o
£

o

o

N
1

0,014

Peso das Cinzas (g)

0,00

T * 0,00
Controle Intacte  OVX

OVX + RES Controle Intacto  OVX ~ OVX +RES

Figura 6: Representacdo grafica dos valores de parametros biométricos das quintas vértebras lombares dos
animais dos diferentes grupos experimentais: Controle Intacto (INT), Controle Ovariectomizado (OVX) e
Ovariectomizado + Resveratrol (OVX + RES), respectivamente. Os dados estdo expressos como média + desvio

padrdo. Nao foram detectadas diferencas significativas entre os grupos, para p<0,05.

Na tabela 3 estdo apresentados os valores médios com os respectivos desvios padroes, dos
parédmetros descritos acima.

Tabela 3: Altura do corpo em milimetros (mm) e Pesos Umido, Imerso, Seco e das Cinzas em gramas (g) das
quintas vértebras lombares dos animais dos diferentes grupos experimentais: Controle Intacto (INT), Controle
Ovariectomizado (OVX) e Ovariectomizado + Resveratrol (OVX + RES).

Grupos Experimentais

Parametros INT (10) OVX (10) OVX + RES (10)
Altura 7,600 + 0,310 7,555 + 0,516 7,780 + 0,497
Peso umido (g) 0,094 + 0,013 0,091 + 0,014 0,092 + 0,013
Peso imerso (g) 0,027 £ 0,004 0,023 £ 0,005 0,026 £ 0,004
Peso seco (g) 0,049 £ 0,011 0,045 £ 0,009 0,045 £ 0,007
Peso das cinzas (g) 0,031 £ 0,007 0,029 £ 0,005 0,026 £ 0,006

Média £ Desvio Padrdo (D.P.). () = n°. animais.
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4.3 PARAMETROS FISICOS

4.3.1 Parametros fisicos dos fémures

Na figura 7 estdo apresentados os valores das propriedades fisicas: percentual 6sseo de
agua, de material mineral e de material organico, volume 6sseo (cm?®), densidade mineral e
ssea (g/cm?®) dos fémures dos animais dos diferentes grupos experimentais: Controle Intacto,
Ovariectomizado Controle (OVX) e Ovariectomizado + Resveratrol (OVX + RES). Nao
foram detectadas diferencas entre 0s grupos para os parametros: porcentagem de material
organico e volume 6sseo.

Foi observada uma diminuicdo dos parametros densidade mineral, densidade Ossea e
porcentagem de material mineral em ambos o0s grupos ovariectomizados (OVX e OVX + RES
em relacdo ao grupo Controle Intacto (representado na tabela 4 e na figura 7 por *). Na
comparacao entre os grupos OVX vs. OVX+RES, ndo foram observada diferencas.

Em relacdo ao parametro porcentagem de dgua no 0sso, foi observada uma diminuicao
deste apenas no Grupo OVX em relagdo ao Grupo Controle Intacto, ndo havendo diferencas
entre os grupos: Controle Intacto vs. OVX + RES e OVX vs. OVX + RES.
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Figura 7: Representacdo grafica dos valores de parametros fisicos dos fémures direitos dos animais dos
diferentes grupos experimentais: Controle Intacto (INT), Controle Ovariectomizado (OVX) e Ovariectomizado +
Resveratrol (OVX + RES), respectivamente. Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo: * p<0,05
vs. Controle Intacto.

Na tabela 4 estdo apresentados os valores médios, com os respectivos desvios padréo,

dos parametros descritos acima.
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Tabela 4: Percentual de agua, material mineral e material organico no 0sso, volume 6sseo (cm?®), densidade
mineral e dssea (g/cm®) dos fémures dos animais dos diferentes grupos experimentais: Controle Intacto (INT),

Controle Ovariectomizado (OVX) e Ovariectomizado + Resveratrol (OVX + RES).

Grupos Experimentais

Parametros INT (10) OVX (10) OVX + RES (10)
Agua no 0sso (%) 37,811 + 2,095 40,197 + 1,555* 39,558 + 1,902
Material mineral (%) 43,084 + 1,573 41,040 + 1,200* 40,960 + 1,512*
Material organico (%) 19,105 £ 0,703 18,763 + 0,816 19,482 + 1,208
Volume dsseo (cm?®) 0,543 £ 0,046 0,547 £ 0,052 0,559 £ 0,034
Densidade mineral (g/cm?) 0,675 £ 0,040 0,624 £ 0,027* 0,623 £ 0,034*
Densidade 6ssea (g/cm?®) 1,565 + 0,034 1,521 +0,023* 1,519 £ 0,028*

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

4.3.2 Parametros fisicos da vértebras

Na figura 8 estdo apresentados os valores dos parametros fisicos das vértebras:
percentual 6sseo de agua, de material mineral e de material organico, volume dsseo (cmq),
densidade mineral e dssea (g/cm?3) das quintas vértebras lombares dos animais dos diferentes
grupos experimentais: Controle Intacto, Ovariectomizado Controle (OVX) e Ovariectomizado
+ Resveratrol (OVX + RES). Nao foram detectadas diferencas entre os grupos para 0s
parametros: porcentagem 0ssea de agua e de material organico e volume dsseo.

Houve uma diminuicéo da porcentagem de material mineral e densidade mineral entre
0s grupos Controle Intacto vs. OVX + RES, nédo havendo diferencas entre os grupos: Controle
Intacto vs. OVX e OVX vs. OVX+RES.

Ja no par@metro densidade dssea foi observado uma diminuicdo deste no grupo OVX
vs. Controle Intacto e aumento no grupo OVX + RES vs. OVX, ndo havendo diferencas entre

0s grupos: Controle Intacto vs. OVX + RES.
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Figura 8: Representacdo grafica dos valores de pardmetros fisicos das quintas vértebras lombares dos animais
Intacto (INT),
Ovariectomizado + Resveratrol (OVX + RES), respectivamente. Os dados estdo expressos como média + desvio

padrdo: * p<0,05 vs. Controle Intacto, # p<0,05 vs. OVX.

dos diferentes grupos experimentais: Controle Controle Ovariectomizado (OVX) e

Na tabela 5 estdo apresentados os valores médios com os respectivos desvios padroes, dos
parametros descritos acima.

Tabela 5: Percentual de a4gua, material mineral e material organico no 0sso, volume 6sseo (cm?®), densidade
mineral e dssea (g/cmq) das quintas vértebras lombares dos animais dos diferentes grupos experimentais:

Controle Intacto (INT), Controle Ovariectomizado (OVX) e Ovariectomizado + Resveratrol (OVX + RES).

Grupos Experimentais

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

Agua no 0sso (%)

Material mineral (%)

Material organico (%)

Volume dsseo (cm?®)

Densidade mineral (g/cm?®)

Densidade 6ssea (g/cm?®)

48,580 £ 5,770
32,870 + 3,145
18,551 + 2,933
0,067 + 0,009
0,461 + 0,046

1,403 + 0,037

50,564 + 4,539
31,774 + 2,960
17,662 + 2,474
0,068 + 0,010
0,426 + 0,041

1,341 + 0,047*

51,306 + 1,969
28,554 + 3,432*
20,139 + 3,403
0,065 + 0,010
0,400 + 0,052*

1,400 + 0,042#

Média + Desvio Padréo (D.P.). () = n°. animais. *p<0,05 vs INT. #p<0,05 vs OVX.
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4.4 PARAMETROS BIOMECANICOS

4.4.1 Parametros biomecanicos dos fémures

Na figura 9 estdo expressos os valores das propriedades biomecanicas dos fémures:
carga (forca) maxima (N), deslocamento na carga maxima (mm), tenacidade (J), resiliéncia
(3), rigidez (10°*N/m), deslocamento no ponto de fratura (mm) e carga (forca) maxima do
ponto de fratura (N) dos fémures dos animais dos diferentes grupos experimentais: Controle
Intacto, Ovariectomizado Controle (OVX) e Ovariectomizado + Resveratrol (OVX + RES).
N&o foram detectaram diferencas significativas entre 0s grupos para os todos 0s parametros

acima.
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Figura 9: Representacdo grafica dos valores de parametros biomecanicos dos fémures direitos dos animais dos
diferentes grupos experimentais: Controle Intacto (INT), Controle Ovariectomizado (OVX) e Ovariectomizado +
Resveratrol (OVX + RES). Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo. Nao foram detectadas

diferencas significativas entre os grupos, para p<0,05.

Na tabela 6 estdo apresentados os valores médios, com os respectivos desvios padrdes, dos
parédmetros descritos acima.
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Tabela 6: Carga (Forga) Maxima (N), deslocamento na carga maxima (mm), tenacidade (J), resiliéncia (J),
rigidez (103*N/m), deslocamento no ponto de fratura (mm) e carga (forca) maxima no ponto de fratura (N)
obtidos no teste biomecanico dos fémures dos animais dos diferentes grupos experimentais: Controle Intacto

(INT), Controle Ovariectomizado (OVX) e Ovariectomizado + Resveratrol (OVX + RES).

Grupos Experimentais

Parametros INT (10) OVX (10) OVX + RES (10)
Carga maxima (N) 120,100 + 5,112 114,600 + 15,668 120,160 + 15,338
Deslocamento na carga 0,688 + 0,062 0,682 + 0,127 0,643 + 0,206
maxima (mm)
Tenacidade (J) 0,089 + 0,029 0,083 + 0,026 0,065 + 0,027
Resiliéncia (J) 0,053 + 0,007 0,048 + 0,010 0,047 £ 0,018
Rigidez (10°*N/m) 269,720 + 25,032 241,620 + 45,193 268,680 + 40,385
Deslocamento no ponto
de fratura (mm) 1,109 £ 0,430 1,042 £ 0,310 0,779 £ 0,315
Carga méaxima no ponto
de fratura (N) 92,070 £ 25,701 98,500 + 21,233 95,040 £ 35,541

Média £ Desvio Padrdo (D.P.). () = n°. animais.

4.4.2 Parametros biomecanicos das vértebras

Na figura 10 estdo apresentados os valores das propriedades biomecénicas: Carga
(Forca) Maxima (N), deslocamento na carga maxima (mm), tenacidade (J), resiliéncia (J) e
rigidez (103*N/m), obtidos com o teste biomecénico das vértebras dos animais dos diferentes
grupos experimentais: Controle Intacto, Ovariectomizado Controle (OVX) e Ovariectomizado
+ Resveratrol (OVX + RES). Ndo foram detectadas diferencas entre os grupos para os todos
0S parametros acima. Poréem, para 0 parametro carga maxima, apesar de nao terem sido
detectadas diferencas significativas entre os grupos, seus valores estdo visivelmente reduzidos
no Grupo OVX e OVX+RES em relagdo ao grupo Controle Intacto e aumentados no grupo
OVX+RES em relacdo ao grupo OVX.
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Figura 10: Representacdo grafica dos valores de parametros biomecanicos das quintas vértebras lombares dos
animais dos diferentes grupos experimentais: Controle Intacto (INT), Controle Ovariectomizado (OVX) e
Ovariectomizado + Resveratrol (OVX + RES), respectivamente. N&o foram detectadas diferencas significativas

entre os grupos, para p<0,05.

Na tabela 7 estdo apresentados os valores médios com os respectivos desvios padrdo, dos
parametros descritos acima

Tabela 7: Carga (forca) maxima (N), deslocamento na carga maxima (mm), tenacidade (J), resiliéncia (J) e
rigidez (103*N/m) obtidos com o teste biomecanico das vértebras dos animais dos diferentes grupos
experimentais: Controle Intacto (INT), Controle Ovariectomizado (OVX) e Ovariectomizado + Resveratrol
(OVX + RES).

Grupos Experimentais

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

Carga maxima (N) 206,100 + 56,068 155,130 + 27,407 181,710 + 66,198
Deslocamento na carga

méxima (mm) 2,444 + 1,720 3,272 +1,818 3,740 + 1,807

Tenacidade (J) 0,430+ 0,193 0,458 + 0,106 0,453 + 0,087

Resiliéncia (J) 0,065 + 0,037 0,062 + 0,031 0,035+ 0,018
Rigidez (10%*N/m) 448,050 + 162,070 391,120 + 135,840 366,730 + 62,909

Média £ Desvio Padrdo (D.P.). () = n°. animais.



50

4.5 MICROTOMOGRAFIA OSSEA

As figuras 11, 12 e 13 representam, respectivamente, imagens microtomograficas das

vertebras L4 dos animais dos grupos: Controle Intacto, OVX e OVX + RES.

Figura 11: Imagem Microtomogréfica da Vértebra L4  Figura 12: Imagem Microtomogréafica da Vértebra L4
do grupo Controle Intacto. do grupo OVX.

Figura 13: Imagem Microtomografica da Vértebra L4 do grupo OVX + RES.

Na tabela 8 pode-se observar a comparacdo das porcentagens das médias (entre duas
vertebras sempre do segundo grupo em relagdo ao primeiro grupo) dos parametros
microtomograficos: volume tecidual (TV), volume 6sseo (BV), percentual de volume Gsseo
(BVITV) e espessura trabecular (Th.Th) das sextas vértebras lombares dos animais entre 0s
diferentes grupos experimentais: Controle Intacto (INT), Controle Ovariectomizado (OVX) e
Ovariectomizado + Resveratrol (OVX + RES). O grupo Ovariectomizado + Resveratrol
apresentou aumento do volume tecidual, volume 0sseo, percentual de volume 0sseo e
espessura trabecular (0,89%, 3,45%, 2,42% e 40,32%, respectivamente) em relacdo ao grupo
Controle Ovariectomizado. J& em comparagdo com o grupo Controle Intacto, apresentou

diminuicdo do volume tecidual e volume 06sseo (10,89%, 9,32%) enquanto seu percentual de



51

volume @sseo e espessura trabecular aumentaram (1,70% e 0,94%, respectivamente).
Ademais, houve reducdo do volume tecidual, volume 6sseo, percentual de volume dsseo e
espessura trabecular (11,73%, 12,34%, 0,71% e 28,07%, respectivamente) do grupo Controle

Ovariectomizado em relacdo ao grupo Controle Intacto.

Tabela 8: Comparag@es entre 0s grupos para os parametros: volume tecidual (TV), volume 6sseo (BV),
percentual de volume 6sseo (BV/TV) e espessura trabecular (Th.Th) dos achados microtomograficos das
vértebras dos animais dos diferentes grupos experimentais: Controle Intacto (INT), Controle Ovariectomizado
(OVX) e Ovariectomizado + Resveratrol (OVX + RES).

Parametros
Microtomograficos

TV BV BV/TV Tb.Th
Grupos
INT x OVX V11,73% | 12,34% | 0,71% | 28.07%
INT x OVX + RES 110,89%  19.32%  11,70% 10,94%
10.89%  1345%  12,42% 1 40,33%

OVX x OVX + RES

Porcentagem da média de 2 amostras de vértebras (L4). Porcentagem da diferenca do segundo grupo em relacdo
ao primeiro na comparagéo.

4.6 DENSIDADE RADIOGRAFICA

Na figura 14 estdo apresentados os valores das densidades radiograficas (mmAl) das
quartas vértebras lombares dos animais dos diferentes grupos experimentais: Controle Intacto,
Ovariectomizado Controle (OVX) e Ovariectomizado + Resveratrol (OVX + RES). Houve
diminuicdo deste parametro nos grupos OVX e OVX + RES em relacdo ao grupo Controle
Intacto. Entretanto, também foi observado aumento da densidade radiografica do grupo OVX

+ RES quando comparado ao grupo OVX.



52

g

= 2.5-

£

@ 2.04 | * #
) *

% *
5 1.54 I

k)

T

g 1.0

Q

2 0.5-

T

©

% 0.0 T ] ]
(] Controle Intacto ovX OVX+RES

Figura 14: Representacédo grafica dos valores de densidade radiografica (mmAl) das quartas vértebras lombares
dos animais dos diferentes grupos experimentais: Controle Intacto (INT), Controle Ovariectomizado (OVX) e
Ovariectomizado + Resveratrol (OVX + RES), respectivamente. Os dados estdo expressos como média + desvio

padrdo: *p<0,05 vs. Controle Intacto, # P<0,05 vs. OVX.

Na tabela 9 estdo apresentados os valores médios, com os respectivos desvios padréo, do
parametro descrito acima

Tabela 9: Valores de Densidade radiografica (mmAl), das quartas vértebras lombares dos animais dos diferentes
grupos experimentais: Controle Intacto (INT), Controle Ovariectomizado (OVX) e Ovariectomizado +
Resveratrol (OVX + RES).

Grupos Experimentais

Parimetros INT (10) OVX (10) OVX + RES (10)

Densidade Radiografica(mmAl) 1,938 + 0,190 1,516 + 0,148 1,703 + 0,090*#

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

O estudo analisou os efeitos do resveratrol sobre o tecido 6sseo de ratas adultas jovens
ovariectomizadas osteopénicas. O modelo de ovariectomia foi valido e eficiente para induzir a
osteopenia nas ratas estudadas, uma vez que, na eutanasia, foi observada atrofia uterina em
todas que sofreram a cirurgia e foi observado ganho de massa corporal, diminuicdo da
densidade oOssea tanto em fémures quanto nas veértebras e diminuicdo da densidade
radiogréafica e alteracGes da microarquitetura das vértebras condizentes com as observadas na
osteopenia por deficiéncia de estrogeno. Foi também evidenciado que o tratamento com
resveratrol foi capaz de prevenir esta diminuicdo da densidade Ossea, radiografica e as
alteracfes da microarquitetura das vértebras. Portanto, nosso objetivo é discutir os principais
provaveis mecanismos pelos quais resveratrol foi capaz de prevenir a osteopenia,
principalmente em vértebras.

E comprovado que, ao realizar a ovariectomia em ratas, é possivel mimetizar os
efeitos da deficiéncia de estrégeno em humanos, além desta deficiéncia induzida ser
responsiva a tratamentos e prevencfes tambem aplicaveis aos humanos, com eficacia
comprovada. Outrossim, a realizacdo da cirurgia em ratas de trés meses de idade permite
considerar os efeitos da cirurgia significativos, conforme indicado por KALU (1991) e
PATLAS et al. (2000).

A vantagem de estudos em animais é a capacidade de se obter um sistema biol6gico
completo e uniforme que permite a avaliagcdo dos efeitos gerais de mudancas antes observadas
em sistemas celulares. Um estudo com animais controlado cuidadosamente constitui um passo
essencial para a extrapolacdo de efeitos bioldgicos para a seguranca da salide humana. A
similaridade da estrutura celular e bioquimica entre animais e humanos proporciona uma base
de validacdo geral para a predicdo de efeitos semelhantes aos quimicos em populacdes
humanas (TURNER, 2001; CELIK,OGENLER,COMELEKOGLU, 2005). Deste modo,
sendo o rato um bom modelo para o estudo de efeitos da osteoporose por deficiéncia de
estrogeno, assim como ha a possibilidade de extrapolar tratamentos ou sua prevencdo em
humanos, é possivel verificar a hipotese de que o resveratrol pode atuar como preventivo de
osteopenia no periodo pds-menopausa.

No nosso modelo de tratamento preventivo, houve facil adaptacdo dos animais ao
sistema proposto, ndo acarretando em qualquer alteracdo comportamental ou reagdo adversa
no animal. A dose e ciclo de administracdo do resveratrol escolhida e o inicio do tratamento

segue de acordo com o estudo de LIU et al. (2005), uma vez que estes comprovaram 0S
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efeitos dele como protetor da osteopenia. Porém, o modo de administracdo divergiu do
proposto por eles uma vez que WALLE et al. (2004), através do estudo do resveratrol em
humanos, indicaram que a administracdo via oral diminui a biodisponibilidade do resveratrol
enquanto DO AMARAL et al. (2008) indicam que a administracdo por meio de injecéo
intraperitoneal aumenta a absorcéo e biodisponibilidade do mesmo.

Sabe-se da importancia da massa corporal para estudos do tecido 6sseo uma vez que
esta variavel exerce estresse mecanico sobre os 0ssos e contribui para 0 ganho de massa
0ssea, tornando essencial a padronizacdo e homogeneidade de massa corporal no inicio do
trabalho (BERG,HARMISON, 1957; BURR,ROBLING,TURNER, 2002). Dada tal
importancia da homogeneidade da massa corporal inicial, verificou-se a padronizacdo
adequada desta variavel nos animais dos diferentes grupos experimentais (figura 4, tabela 1),
processo este fundamental para o controle do ensaio proposto.

O maior ganho de massa corporal de ambos os grupos ovariectomizados frente ao
grupo intacto e, consequentemente, suas maiores massas corporais finais (figura 4, tabela 1) é
uma caracteristica frequentemente encontrada em casos de deficiéncia de estrogeno. Apesar
dos mecanismos que permeiam tal aumento ainda ndo estarem claros, ha confirmagdo bem
consolidada na literatura desta resposta, mostrando uma maior deposicéo hidrica e lipidica nos
individuos (tanto em modelo animal quanto em humanos) com a diminui¢cdo hormonal
(REBUFFE-SCRIVE et al., 1986; KALU, 1991; DANIELSEN,MOSEKILDE,SVENSTRUP,
1993; JIANG,SACCO,WARD, 2008).

Um dos provaveis mecanismos deste ganho de massa corporal baseia-se na sua relacéo
com receptores de estrégeno (ERs), ampla familia de receptores hormonais presentes em
varios tecidos, considerado um dos meios pelo qual o estrogeno afeta sua fisiologia. HEINE et
al. (2000) observaram o ganho de massa corporal em ratas knockout para o receptor de
estrogeno o (ERa), enquanto OHLSSON et al. (2000) ndo observaram esta alteracdo em
animais knockout para o receptor de estrogeno  (ERf). Uma vez que o hormonio ativa ambos
os receptores, sua diminui¢ao levaria a uma menor ativacdo de ERa, aumentando o ganho de
massa corporal. Ademais, foi observado também em ratas ovariectomizadas, uma diminuicdo
do gasto energético (levando a uma maior deposi¢cdo de gordura) e uma maior ingesta de
alimento relacionada com uma diminuicdo dos receptores de leptina (horménio relacionado a
saciedade) no cérebro (RICHARD et al., 1987; KIMURA et al., 2002). Ainda, ¢é evidenciado
na literatura que, em mulheres menopausadas, quase a totalidade de hormdnios provem da
sintese extragonadal e, sendo o tecido adiposo um dos tecidos mais relacionados com esta

sintese (por acdo da aromatase sobre androgenos), uma maior deposicdo lipidica pode ser
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considerada uma tentativa de suprir a deficiéncia ovariana de produgdo dos hormonios
(LABRIE et al., 1997; RIGGS,KHOSLA,MELTON, 2002).

Independentemente do ganho de massa corporal caracteristico e a importancia desta
para 0 metabolismo 6sseo, JIANG,SACCO;WARD (2008) comprovaram gue este ndo é o
suficiente para protecdo dos efeitos da osteopenia em ratas.

O tratamento com resveratrol ndo foi capaz de prevenir 0 aumento de massa corporal
no nosso estudo (figura 4, tabela 1). HENRY;WITT (2002) indicam que o resveratrol age de
forma antagbnica em tecidos com maiores concentracdes de ERa. Uma vez que ja foi
observada a relacdo entre baixa expressdo do ERa e 0 ganho de massa, tal acdo antagbnica
pode estar relacionada com a ndo manutencdo desta com o tratamento frente ao grupo
controle. Independente do mecanismo, este resultado corrobora com os apresentados por
TURNER et al. (1999), SEHMISCH et al. (2008) e ZHAO et al. (2012) enquanto, nesses
mesmos estudos, o tratamento com estrogeno foi capaz de reverter tal ganho. Tal fato
demonstra que, independente dos efeitos relacionados ao estrégeno que o resveratrol possa
ter, ele ndo age de forma homogénea em todos os tecidos responsiveis ao hormonio,
reforcando sua classificagdo como um SERM.

A osteoporose apresenta como sintoma clinico mais importante a fratura dssea (uma
vez que ela é responsavel por maior parte das comorbidades e mortalidade), relacionada a
uma diminui¢do da densidade mineral dssea e degradacdo da microarquitetura trabecular,
levando a fragilidade do osso. Ademais, sabe-se que ela ocasiona efeitos diferentes nos
contingentes cortical e trabecular do osso e a distingdo de ambos possui grande importancia
mecénica (PARFITT et al., 1983; DEMPSTER, 2000; CURREY, 2002; AKHTER et al.,
2007; COMPSTON, 2010; ARMAS,RECKER, 2012; BONUCCI,BALLANTI, 2013; KANIS
et al., 2013). Portanto é de grande valia, ao avaliar os efeitos de uma substancia para
prevencdo da osteoporose, observar a densidade Ossea, alteracGes biofisicas (como sua
composi¢do e outros parametros relacionados a densidade) e alteragdes biomecénicas (para
avaliar a resisténcia do o0sso a fraturas) de 0ssos com maior contingente cortical e trabecular,
além da microarquitetura trabecular do osso (DEMPSTER, 2000; SEHMISCH et al., 2008).

N&o obstante, 0s 0ssos mais comuns para estudo dos efeitos da osteoporose no tecido
Osseo sao: fémur, tibia e vértebras, sendo os dois primeiros com predominancia de
contingente cortical em sua estrutura e as vértebras com predominancia de contingente
trabecular (PATLAS et al., 2000). Desta forma, utilizando fémures e vértebras neste trabalho,
pode-se ampliar o estudo dos efeitos, ndo so da osteoporose em si, como do resveratrol sobre

0ss0s com predominancia de ambos os contigentes.
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Nas medidas biométricas e biofisicas (figuras 5, 6, 7 e 8 tabelas 2, 3, 4 e 5), ndo foram
observadas diferencas entre 0s grupos para os parametros de desenvolvimento 6sseo tanto dos
fémures (comprimento, diametro maior, didmetro menor e volume 0sseo), quanto das
vertebras (altura e volume 06sseo). Tais resultados demonstram que a ovariectomia nao foi
capaz de alterar o crescimento 6sseo. PATLAS et al. (2000), ao compararem o efeito da
ovariectomia em ratas nas quais a cirurgia foi realizada em grupos com 1, 3, 6 e 10 meses de
idade, supuseram que, aos 3 meses de idade ainda ha o processo de formacdo Ossea
acentuado, podendo mascarar possiveis efeitos sobre o crescimento 6sseo. FRANCISCO et al.
(2011), apds avaliarem os efeitos da ovariectomia realizada em ratas com diversas faixas
etarias, através da andlise de diferentes sitios dsseos (coluna, fémur proximal, fémur distal,
tibia proximal e tibia distal), observaram que as ratas operadas aos 3 meses de idade (mesma
idade utilizada neste trabalho) apresentavam uma resposta diminuida a osteopenia. Estes
estudos permitem supor que na rata, aos 3 meses de idade (adulta jovem), a formagdo dssea
ndo esta diminuida o suficiente para que a maior reabsorcdo Ossea caracteristica da
ovariectomia seja o suficiente para alterar o desenvolvimento dos 0ssos.

Os testes de flexdo a trés pontos (fémures) e o0 de compressdo vertebral possibilitam a
observacdo das principais propriedades biomecéanicas do tecido 6sseo e suas subsequentes
alteracOes (forca e resisténcia do tecido) causadas por fatores externos. Ainda, é possivel
avaliar a resisténcia mecanica, e assim, a qualidade dssea dos animais estudados por meio
destes parametros (PENG et al., 1994). Assim, é possivel testar a capacidade do 0sso resistir a
carga e, consequentemente, resistir a fraturas.

Nos ensaios biomecénicos deste estudo, ndo foram observadas diferencas entre os
grupos (figuras 9 e 10, tabelas 6 e 7) tanto em fémures, quanto em vértebras mostrando que a
ovariectomia e o tratamento com o resveratrol ndo foram capazes de alterar a resisténcia
mecanica do 0sso. RIGGS,KHOSLA;MELTON (2002) relatam que as mulheres apresentam a
perda Ossea (e consequente osteoporose) dividida em duas fases: a fase rapida, na qual ela se
da devido a deficiéncia de estrégeno apds a menopausa; e a fase lenta, na qual ela esta
relacionada ao envelhecimento. Na fase rapida, a perda Ossea se concentra mais no
contingente trabecular (contingente mais metabolicamente ativo), chegando a 20-30%, ja no
contingente cortical a perda € muito menor, sendo de 5-10%. Em nosso estudo, as ratas
utilizadas possuiam trés meses de vida, sendo consideradas adultas-jovens e, conforme
SEHMISCH et al. (2008), utilizando ratas Sprague-Dawley na mesma idade, relataram que o

efeito da osteoporose € maior no contingente trabecular e ha um aumento do didmetro da
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diéfise associado ao aumento da espessura cortical em 0ssos longos visando aprimorar a forga
biomecénica do 0sso.

Embasando tais resultados, ITO et al. (2002) relataram que a deterioracdo
microarquitetural trabecular devido a ovariectomia diminui a contribuicdo mecanica da
porcao trabecular em todo o 0sso, fazendo a forca ser distribuida majoritariamente na porcéao
cortical do mesmo. Logo, acrescentando tal informacdo ao fato de haver o aumento da
espessura cortical do 0sso neste caso, € possivel propor que houve uma atenuacéo dos efeitos
da ovariectomia sobre os parametros biomecanicos apresentados.

Contudo, apesar da ndo apresentacdo de diferengas significativas, a diminuicdo da
carga maxima com a ovariectomia e o aumento desta com o tratamento com resveratrol nas
vertebras é visivel e ndo se pode indicar que esses 0ss0s estdo tdo propensos a fraturas quanto
0s osteopordticos, principalmente ao relaciond-los com os dados apresentados da
microarquitetura trabecular das vértebras. Esta apresenta degradagcdo com a ovariectomia e o
tratamento com resveratrol evita parcialmente tal degradacao (figuras 11, 12 e 13, tabela 8).
Estas alteracdes estdo relacionadas as maiores incidéncias de fraturas pds-menopausicas,
sendo sua reparacdo benéfica para diminuicdo da incidéncia de fraturas (DEMPSTER, 2000).

Ainda sobre a andlise da microarquitetura trabecular dos 0ssos, dentre 0s meios de se
estuda-la, assim como as patologias ésseas, vem sendo usada a microtomografia
computadorizada (microCT) e a andlise de reconstrucdes em 3D apropriada para avaliar
mudancas da estrutura (LAIB et al., 2001; YANG,PHAM,CRABBE, 2003). Assim sendo, ao
focar apenas no contingente trabecular das vértebras estudadas, foi possivel obter dados
importantes sobre apenas a microarquitetura trabecular dos ossos, considerada tdo importante.
Nestes resultados (tabela 8), foi observada uma diminuigdo dos parametros volume tecidual
(TV), volume désseo (BV), percentual de volume dsseo (BV/TV, parametro este que
representa a quantidade de tecido 6sseo relacionado ao volume trabecular, ou seja, se houver
mais tecido 0sseo do que espago trabecular, sua estrutura esta mais integra) e da espessura da
trabécula (Tb.Th, denota a possivel resisténcia da trabécula) no grupo OVX vs. Controle
Intacto. Tais resultados ndo sO comprovam os efeitos da ovariectomia sobre a
microarquitetura ja relatados pela literatura, como também corroboram outros ensaios com
ovariectomia de ratas (YANG,PHAM,CRABBE, 2003; CANO et al., 2008; PERILLI et al.,
2010; FRANCISCO et al., 2011; ARMAS,RECKER, 2012; BONUCCI,BALLANTI, 2013).

Além disso, o tratamento com resveratrol foi capaz de aumentar os parametros
alterados pela ovariectomia (TV, BV, BT/TV e TB.Th), quando comparados ao grupo OVX
(tabela 8), sendo observados valores até maiores do que do grupo Controle Intacto (no caso do
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BV/TV e Th.Th). Nossos resultados corroboram os encontrados por ZHAO et al. (2013) que
observaram o resveratrol protegendo contra o decréscimo da espessura trabecular (Th.Th) em
analises histomorfometricas da porcéo distal de fémures direitos de ratas Wistar (3-4 meses de
idade) ovariectomizadas. HABOLD et al. (2011) também observaram efeito protetor do
resveratrol sobre a estrutura trabecular de metafises de fémures e tibias, impedindo o
decréscimo da BV/TV em ratos Wistar de 5 meses suspensos pela cauda (modelo
experimental da osteoporose por desuso, cujos mecanismos vém sendo considerados similares
aos da osteoporose por deficiéncia de estrégeno, na literatura). Entretanto, a espessura
trabecular apresentou resultados discrepantes, uma vez que ndo foram observados efeitos nas
tibias tanto da suspensdo quanto do tratamento e, nos fémures, a suspensdo levou a uma
diminuicdo e o tratamento ndo surtiu efeito. Neste caso, o tratamento com o resveratrol foi
iniciado antes da suspensao pela cauda, podendo haver alguma relacdo com o efeito, além de
gue os proprios autores do artigo supuseram que o0 modelo de suspensao pela cauda em ratos
pode apresentar algumas falhas ao mimetizar a osteoporose por desuso em humanos, pois o
padrédo de descarga de peso nos ratos € diferente do dos humanos (4 apoios vs. 2 apoios).

Ainda, ZHAO et al. (2013) também encontraram protecdo contra a diminui¢do da
Th.Th com o tratamento com 17-B-Estradiol, hormonio comumente indicado para a reposi¢éo
hormonal. CANO et al. (2008) obtiveram aumento da BV/TV e Tb.Th em imagens
microtomograficas das regides distais de fémures de camundongos do sexo feminino
C57BL/6 com 3 meses de idade, tratadas com raloxifeno, um SERM (assim como o
resveratrol é considerado). SIMS et al. (1996) observaram protecdo do estradiol contra a
diminuicdo da BV/TV e Th.Th em imagens histomorfométricas de diafises de fémures de
ratas Sprague-Dawley com 6 meses de idade ovariectomizadas. Isto posto, com os resultados
apresentados neste estudo e sua comparacdo com outros estudos envolvendo tanto o
tratamento com resveratrol, como com outras substancias de eficacia comprovada, € possivel
inferir ndo s6 que o resveratrol é capaz de proteger contra a degrada¢do microarquitetural
trabecular (também comprovada de forma qualitativa pelas figuras 11,12 e 13) ocasionada
pela deficiéncia de estrégeno, como também seu efeito é similar ao apresentando por outros
tratamentos utilizados atualmente.

O tecido dsseo € basicamente composto pela combinacdo de agua, material orgénico e
mineral. Assim, alteragGes da densidade deste tecido podem estar associadas a mudangas das
propriedades fisicas dsseas. Desta forma, os parametros fisicos dos fémures e vertebras dos
animais do estudo foram analisados a partir da determinacdo do volume 06sseo, de forma

indireta por meio do principio de Arquimedes, um método de alta confiabilidade (MARTIN,
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1990; KEENAN et al., 1997; RENNO et al., 2007; MUHAMMAD et al., 2013). Neste estudo
foram observadas diferencas entre os grupos para alguns parametros fisicos (figuras 7 e 8,
tabelas 4 e 5). Nos fémures, foi observada diminuicdo da porcentagem de material mineral,
densidade mineral e densidade Gssea entre ambos 0s grupos ovariectomizados (OVX e OVX
+ RES) e o grupo Controle Intacto (INT) enquanto a porcentagem de agua aumentou no grupo
OVX vs. Controle Intacto. Nas vértebras, foi observada diminuicdo do material mineral e
porcentagem de material mineral no grupo tratado com resveratrol (OVX+RES) vs. Controle
Intacto, diminuicdo da densidade Ossea no grupo controle ovariectomizado (OVX) vs.
Controle Intacto e aumento desta densidade no grupo tratado com resveratrol (OVX+RES) vs.
Controle Intacto, ndo havendo diferencas entre o grupo OVX+RES e o Controle Intacto.

Segundo MARTIN (1990), ha uma relacdo direta entra a densidade mineral e o
conteudo mineral (porcentagem de material mineral) e uma relacéo inversa da primeira com o
volume désseo. Posto que o volume 6sseo ndo foi alterado em nenhum dos grupos, a
diminuicdo da densidade mineral seria devido a diminuicdo do conteddo mineral, resultado
este que foi observado (figuras 7 e 8, tabelas 4 e 5), comprovando a formula utilizada. Tal
diminuicdo nos fémures dos grupos ovariectomizados condiz com os resultados encontrados
na literatura observando o Contetido Mineral Osseo (BMC, Bone Mineral Content) de ratas
ovariectomizadas através de outros métodos de anélise como o DEXA (Dual Energy X-Ray
Absorptiometry), padrdo-ouro para andlise da densidade Ossea, e a microtomografia
computadorizada (RAHNAMA, 2004; LAl et al., 2011; ZHANG et al., 2013).

O resveratrol ndo foi capaz de prevenir esta diminuicdo do conteddo mineral dos
fémures e, nas vértebras, tornou o grupo tratado o Unico com diminuicdo deste pardmetro em
questdo. Apesar de LIU et al. (2005) também terem observado a ndo protecdo do resveratrol
contra a diminuicdo do conteddo mineral em sitios 6sseos com maior contingente cortical
(ponto central de fémures) e trabecular (epifises de fémures), ndo foram encontrados na
literatura resultados semelhantes aos nossos. Entretanto, KUPISIEWICZ et al. (2010)
supuseram que o DMSO (veiculo utilizado com o resveratrol, assim como o utilizado no
nosso estudo) ocasiona um quadro inflamatério no individuo, podendo afetar o o0sso.
Adicionando isto ao fato de que ¢é observada diminuicdo do conteddo mineral 0sseo em
estudos de inflamac&o cronica além de desmineralizagdo em doengas altamente inflamatdrias
(como o lapus eritematoso sistémico) (WALSH et al., 2005; SHEN et al., 2010). Sendo o
contigente trabecular (presente em maior quantidade nas vértebras) metabolicamente mais

ativo (CURREY, 2002), € possivel supor que o responsavel pela diminuicdo do material
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mineral das veértebras é a inflamagdo causada pelo DMSO e este ser o motivo dos resultados
discrepantes.

Quanto a densidade 0Ossea, o grupo Controle Ovariectomizado (OVX) apresentou
diminuicdo deste parametro frente ao grupo Controle Intacto em ambos 0s 0ssos,
comprovando os relatos da literatura. Entretanto, os efeitos protetores do resveratrol (aumento
no grupo OVX + RES vs. OVX) foram apenas observados nas vertebras no pardmetro obtido
pelo método de Arquimedes (figura 8, tabela 5) confirmado pelo método da Densidade
Radiografica (figura 14, tabela 9). Nossos resultados corroboram os apresentados por LIU et
al. (2005) que, ao tratarem com resveratrol via gavagem gastrica ha mesma concentracao
utilizadas pelo nosso estudo (0,7 mg/kg MC) e pelo mesmo periodo de tempo (trés meses)
ratas Wistar ovariectomizadas, observaram aumento da densidade mineral 6ssea (BMD, Bone
Mineral Density) apenas nas epifises de fémures (com predominancia do contingente
trabecular). Contudo, LIN et al. (2005) ao tratarem com diferentes doses de resveratrol (5, 15
e 45 mg/kg MC) através da alimentagdo, ratas Sprague-Dawley ovariectomizadas de trés
meses de idade, observaram protecdo contra diminuicdo da BMD com as trés doses em todas
as veértebras analisadas (L4, L5 e L6); nas regides de interesse de tibias e fémures com maior
contingente cortical, apenas as duas doses maiores (15 e 45 mg/kg MC) foram capazes de
proteger. Portanto, a0 comparar com estes estudos, também é possivel comprovar o efeito
protetor do resveratrol contra a diminuicdo da densidade 6ssea em tecidos com predominéncia
de contingente trabecular na dose utilizada (0,7 mg/kg MC) e, para que este efeito se estenda
para 0ssos com maior predominancia cortical, seria necessario o teste de doses maiores da
substancia.

O resveratrol é uma substancia com uma grande gama de efeitos benéficos ao
organismo, desde efeitos antioxidantes até potencial efeito anti-carcinogénico (FREMONT,
2000; BHAT,KOSMEDER,PEZZUTO, 2001; DO AMARAL et al, 2008
COTTART,NIVET-ANTOINE,BEAUDEUX, 2014). Entre essas caracteristicas, ha a que o
permite ser considerado um fitoestrdgeno, uma vez que, além de possuir similaridade com o
dietilestilbestrol (um estrogeno sintético), sua acdo € bloqueada por tamoxifeno, um anti-
estrogénico, indicando sua possivel acdo em receptores de estrogeno. Esta possivel acdo sobre
receptores de estrogeno é tecido-especifica, permitindo classifica-lo também como um SERM
(EVANS, TURNER, 1995; TURNER et al., 1999; BHAT,KOSMEDER,PEZZUTO, 2001;
HARIKUMAR,AGGARWAL, 2008). Exemplo para esta funcdo tecido-especifica do
resveratrol pode ser retirada deste nosso trabalho, dado que a substancia foi capaz de proteger

o0 tecido dsseo (principalmente com predominancia de contingente trabecular) contra os
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efeitos da ovariectomia, enquanto ndo foi capaz de prevenir o ganho de massa caracteristico
da deficiéncia de estrégeno.

Dentre as a¢des do resveratrol em tecidos responsivos ao estrogeno, seus efeitos sobre
o0 tecido 6sseo vem sendo bastante estudados com o objetivo de utiliza-lo como possivel
tratamento para a osteoporose, principalmente a pds-menopausica. Apesar dos mecanismos
pelos quais ele age sobre o 0sso ainda permanecerem incertos, diversos estudos observaram
aumento de substancias relacionadas a maior formacdo d6ssea (como a fosfatase alcalina) e
diminuicdo de substancias relacionadas a reabsorcdo éssea (como as IL1, IL6 e TNFa),
demonstrando que o resveratrol pode possuir potencial de evitar a perda 0ssea tanto pela
maior formagdo (e maior nimero de osteoblastos), quanto pela menor reabsorcdo dssea (e
menor numero de osteoclastos) (LIU et al., 2005; SHEN et al., 2012; ZHAO et al., 2013).
Corroborando com tais informacdes, MIZUTANI et al. (1998), observaram que o resveratrol
estimula células MC3T3-E1 (linhagem de pré-osteoblastos de ratos, usada como modelo de
osteoblasto na medula Ossea em pesquisas in vitro), aumentando sua proliferagdo e
diferenciacdo em osteoblastos. Por outro lado, HE et al. (2010) observaram o resveratrol
inibindo a atividade, proliferacdo e diferenciacdo de células murinas progenitoras de
osteoclasto RAW 264.7.

Para explicar tais acdes sobre a formacéo e reabsorgdo Ossea, diversos mecanismos sdo
propostos na literatura em experimentos in vitro. DAI et al. (2007) descreveram, em cultura
de células, que pequenas concentracdes de resveratrol sdo capazes de induzir uma rapida
estimulacdo da proliferacdo celular, diferenciacdo osteoblastica e a expressdao dos genes
osteogénicos, por meio de mecanismos que envolvem o ERs e proteina quinase ativada por
mitdgeno (MAPKSs). J& HE et al. (2010), em cultura de células progenitoras de osteoclastos,
observaram que a inibicdo da proliferacdo e diferenciacdo delas em osteoclastos ndo €
dependente de receptores de estrogeno (como esperado) e sim através da inibicdo de Espécies
Reativas de Oxigénio (EROs) liberadas ap6s a estimulacéo das células por RANKL, sendo as
EROs consideradas bastante importantes na osteoclastogénese.

Estudos recentes relacionam os efeitos do resveratrol a ativacdo da Sirtl (Sirtuina 1),
substancia de uma familia de proteinas regulatérias (em mamiferos) que apresenta uma série
de efeitos, incluindo neuroprotecgdo, supressdo de tumor, diferenciacéo e inflamacéo, alem de
estar associada a aumento da producdo da enzima superoxido dismutase, uma enzima
antioxidante que suprime a morte celular de cardiomiocitos e outras células
(MICHAN,SINCLAIR, 2007; CARDELLINI et al., 2009; MUKHERJEE et al., 2009). No
tecido 0sseo, a Sirtl pode exercer efeito sobre o sistema RANK/RANKL/OPG, inibindo a
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translocacdo nuclear de NF-xB (fator que esta inativamente presente em todos os tipos
celulares e é considerado um mediador da resposta inflamatdria e resposta imune, sendo um
fator essencial da osteoclastogénese) através da sua associacdo com a substancia p300 (uma
acetiltrasferase, responsavel pela acetilacdo e translocacdo nuclear de NF-kB), inutilizando-a
(SHAKIBAEI,BUHRMANN,MOBASHERI, 2011). Também, a ativacdo de Sirtl pelo
resveratrol é capaz de aumentar a osteoblastogénese através do aumento da expressdo de
Runx2, um fator de transcri¢cdo especifico do osso relacionado a diferenciacdo de células
tronco mesenquimais (SHISHODIA,AGGARWAL, 2002; SHAKIBAEI et al., 2012).

Outras evidéncias da agdo do resveratrol também envolvem vias de ativagdo do fator
nuclear kB (NF-xB). Além das ja citadas neste texto, o resveratrol é capaz de agir
diretamente sobre receptores RANKL (ligante do receptor ativador do NF-xB) em
células precursoras de osteoclastos, diminuindo a ativacdo do NF-xB, e diminuindo a
osteoclastogénese (BOISSY et al.,, 2005). MENG et al. (2005) estudaram o efeito do
resveratrol sobre a ativacdo do fator NF-xB e fatores inflamatdrios e observaram que a
ativacdo do fator esta presente na resposta inflamatoria e que o resveratrol pode efetivamente
inibir sua expressdo e ativacdo, atenuando a gravidade da pancreatite aguda. LEI,LIU;LIU
(2008) investigaram os efeitos do resveratrol sobre interleucinas em cultura de células
mesenquimais da medula déssea derivadas de condrécitos e evidenciaram que o resveratrol
atua como um inibidor do fator NF-xB, indicando um efeito protetor neste tipo celular via
inibicdo de interleucinas, mediado por integrinas. Em adicdo, o significativo efeito do
resveratrol sobre o processo inflamatorio, reduzindo a expressdo de citocinas inflamatorias,
pode possuir relacdo com a protecdo a perda 6ssea, visto que o processo inflamatério esta a
ela ligado (a exemplo das varias citocinas inflamatdrias relacionadas com a maior reabsor¢ao
e menor formacéo 6ssea) (WALSH et al., 2005).

Em suma, nos revisamos 0s mecanismos que podem envolver ndo s6 o efeito da
ovariectomia no tecido 6sseo, como também o efeito do resveratrol neste. O principal foco do
estudo foi discutir o efeito do tratamento com resveratrol em ossos com diferentes
predominancias de contingentes &sseos, de essencial importancia para o estudo da
osteoporose, além de tentar consolida-lo como um SERM que apresenta efeito protetor sobre
0 0SS0 na osteoporose pés-menopausa. Desta forma, os mecanismos apontados na discussdo
deste estudo, demonstram fortes evidéncias da potencialidade do resveratrol como protetor do
dano 6sseo caracteristico na osteoporose, com efeitos comparaveis aos de substancias bastante
utilizadas para o0 mesmo fim. Sugerimos que diversos mecanismos moleculares, diretos ou

indiretos, podem estar relacionados com esta protecdo. Entretanto, ainda ndo ha uma dose e
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meio de uso da substancia considerados melhores para um efeito mais homogéneo sobre todo
o tecido 6sseo, sendo ainda necessaria a realizagdo de mais estudos para melhor consolida-lo

como protetor altamente efetivo na doenca em questéo.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, foi possivel concluir que o resveratrol apresentou, na
dose e meio de aplicacdo utilizados, efeito protetor do tecido 6sseo com predominancia do
contingente trabecular contra as principais alteragdes caracteristicas da osteopenia por
deficiéncia de estrégeno, como a deterioracdo microarquitetural trabecular e diminui¢do da
densidade OGssea. Ainda, a substancia apresentou efeito tecido-especifico em tecidos
responsiveis ao estrogeno, podendo confirmar a sua classificagdo como SERM. Entretanto, foi
utilizado apenas um meio de aplicacdo e um regime de tratamento com o resveratrol, o que
pode limitar o escopo de efeitos observados.

Desta forma, apesar dos resultados apontarem o resveratrol como potencial preventor
da osteopenia por deficiéncia de estrogeno, ainda sdo necessarios estudos com doses e

veiculos diferentes, visando obter um efeito mais expressivo em todo o tecido 0sseo.
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