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RESUMO 

SANTOS, LFG. A influência da ocitocina e do antagonista do receptor de 

ocitocina no metabolismo ósseo, estresse oxidativo, padrões da marcha e 

análise do tipo ansioso de ratas senescentes. 2020. 80 f. Dissertação (Mestrado) 

– Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Araçatuba, 2020. 

 

RESUMO 
O objetivo deste estudo foi avaliar a ação da ocitocina (OT) endógena, bem como o 
efeito potencializador da OT exógena sobre o metabolismo ósseo, estresse 
oxidativo, marcha e análise do tipo ansioso de ratas na periestropausa. Ao completar 
19 meses, os animais receberam injeções de solução salina (0,15M/ip), Atosiban 
(AT) (At; 300 μg/Kg/ip), OT (Ot; 134 μg/Kg/ip) ou At+Ot (injeções de OT 5 minutos 
após AT), sendo duas injeções de cada substância por dia, com intervalos de 12 
horas entre elas, a cada 30 dias até a idade de 21 meses. Após trinta dias sem 
tratamentos, foi realizada a coleta de amostras biológicas. Aspartato 
aminotransferase (AST), marcador de dano hepático, foi menor em Ot e At+Ot. 
Substância ácida reativa ao ácido tiobarbitúrico (TBARs ɥmol/L), marcador do dano 
oxidativo lipídico, foi maior no grupo Ot comparado ao At (p = 0,0093), e menor no 
At+Ot em relação ao Ot (p = 0,0040). Houve maior defesa antioxidante enzimática 
avaliada por meio da superóxido dismutase (SOD) no grupo Ot em comparação ao 
Veh (p < 0,0312). Por sua vez, no grupo At houve maior atividade enzimática da 
fosfatase alcalina (FAL) em relação ao Veh e Ot (p < 0,0001; At+Ot: p = 0,0015). A 
espessura do tecido ósseo compacto foi menor no grupo At em relação ao Veh (p = 
0,0228), no entanto, foi maior no grupo Ot em relação ao Veh e At (p = 0,0132, p < 
0,0001); no grupo At+Ot foi menor quando comparado ao grupo Ot (p = 0,0003). O 
número de trabéculas ósseas foi menor no grupo At comparado ao Veh (p = 0,0240), 
e maior em Ot em relação ao At (p = 0,0084). Quanto a análise imunoistoquímica 
realizada no osso cortical do colo do fêmur, o grupo Ot apresentou maior expressão 
de osteocalcina (OCN) em comparação aos grupos Veh e At (p = 0,05 e 0,0033), e 
menor expressão no grupo At+Ot em relação ao grupo Ot (p = 0,05). A expressão de 
fosfatase ácida resistente ao tartarato (TRAP) foi menor no grupo Ot comparado aos 
grupos Veh e At (p = 0,05 e 0,0033), contudo foi maior no grupo At+Ot comparado 
ao Ot (p = 0,05). A densidade mineral óssea areal (DMO) foi significativamente maior 
nos grupos Ot e At+Ot em relação à Veh (p < 0,0001) e grupo At (p = 0,0231, p = 

0,0418). Por sua vez, a relação mineral-matriz (𝛎1PO4/Proline) foi maior e a 

substituição de carbonato tipo B (CO3/𝛎1PO4) foi menor no grupo Veh. O teste de 
deambulação por comprimento (cm) usado para avaliar função musculoesquelética, 
aumentou em última análise no grupo Ot em relação ao grupo Veh - F (p = 0,0078), 
At - F (p = 0,0023), bem como aumentou sobre Ot - I (p = 0,0094). O teste do 
labirinto, usado para estudar o comportamento chamado "tipo ansioso", demonstrou 
que a OT inverte a redução nas entradas dos braços fechados, reduz o tempo gasto 
no centro causado pelo At. Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a 
OT ajuda a modular o ciclo de remodelação óssea de ratas senescentes, 
melhorando os parâmetros de densitometria óssea e os parâmetros funcionais 
musculoesquelético. 
 
Palavras-chave: envelhecimento, feminino, osteoporose, perimenopausa, ocitocina, 
tocólise, colo do fêmur. 



ABSTRACT 

SANTOS, LFG. The influence of oxytocin and the oxytocin receptor antagonist 

on bone metabolism, oxidative stress, gait and analysis of the anxious type of 

senescent rats. 2020. 80 f. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Odontologia, 

Universidade Estadual Paulista, Araçatuba, 2020. 

 

ABSTRACT 
The objective of this study was to evaluate the endogenous oxytocin (OT) action, as 
well as the potentiating effect of exogenous OT on the bone metabolism, oxidative 
stress, gait and analysis of the anxious type of rats in periestropause. Upon 
completing 19 months, the animals received injections of saline solution (0.15M/ip), 
Atosiban (AT) (At; 300 μg/Kg/ip), OT (Ot; 134 μg/Kg/ip) or At+Ot (OT injections 5 
minutes after AT), being two injections of each substance per day, with intervals of 
12 hours between them, every 30 days until the age of 21 months. After thirty days 
without treatment, biological samples were collected. Aspartate aminotransferase 
(AST), a marker of liver damage, was lower after Ot and At+Ot. Acid reactive 
substance to thiobarbituric acid (TBARs µmol/L), marker of lipid oxidative damage, 
was higher in the Ot group compared to At (p = 0.0093), and lower in At+Ot 
compared to Ot (p = 0.0040). There was a higher antioxidant enzymatic defense 
evaluated by means of superoxide dismutase (SOD) in the Ot group compared to 
Veh (p < 0.0312). In turn, in the At group there was greater alkaline phosphatase 
(FAL) enzymatic activity in relation to Veh and Ot (p < 0.0001; At+Ot: p = 0.0015). 
The thickness of the compact bone tissue was smaller in the At group in relation to 
Veh (p = 0.0228), however, it was greater in the Ot group in relation to Veh and At (p 
= 0.0132, p < 0.0001); in the At+Ot group it was smaller when compared to Ot (p = 
0.0003). The number of bone trabecules was smaller in the At group compared to the 
Veh (p = 0.0240), and greater in Ot in relation to the At (p = 0.0084). As for the 
immunohistochemical analysis performed on the cortical bone of the femoral neck, 
the Ot group presented a higher expression of osteocalcin (OCN) compared to the 
Veh and At groups (p = 0.05 and 0.0033), and lower expression in the At+Ot group 
compared to the Ot group (p = 0.05). The tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) 
expression was lower in the Ot group compared to the Veh and At groups (p = 0.05 
and 0.0033), however it was higher in the At+Ot group compared to Ot (p = 0.05). 
The sandal mineral density (BMD) was significantly higher in the Ot and At+Ot 
groups compared to Veh (p < 0.0001) and At group (p = 0.0231, p = 0.0418). In turn, 

the parent mineral ratio (𝛎1PO4/Proline) was higher and the replacement of 

carbonate type B (CO3/𝛎1PO4) was lower in the Veh group. The walking test per 
length (cm) used to evaluate musculoskeletal function was ultimately increased in 
group Ot in relation to group Veh - F (p = 0.0078), At - F (p = 0.0023), as well as 
increased over Ot - I (p = 0.0094). The labyrinth test, used to study the so-called 
"anxious type" behavior, demonstrated that the OT reverses the reduction in the 
entries of the closed arms, reducing the time spent in the center caused by At. The 
results obtained in this study show that the OT helps to modulate the cycle of bone 
remodeling of senescent rats, improving the parameters of bone densitometry and 
the musculoskeletal functional parameters. 
 
Keywords: aging, female, osteoporosis, perimenopausal, oxytocin, tocolysis, femoral 
neck. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O acelerado processo de envelhecimento populacional e o recente aumento 

na expectativa de vida tem chamado atenção para doenças integradas ao processo 

do envelhecimento, como a demência senil, aterosclerose, muitos tipos de cânceres 

e osteoporose (ROSSI, 2008). Esta última está associada à incidência de fraturas 

acarretando morbidade, morbidade múltipla, disfuncionalidade e mortalidade entre 

idosos (PARAHYBA; SIMÕES, 2006). Visando proporcionar melhor qualidade de 

vida a esta população, estudos acerca do metabolismo ósseo e da osteoporose 

estão sendo prioridade em saúde pública, em decorrência das altas taxas de 

fraturas, morbidade e mortalidade (AMADEI et al., 2006; SAÚDE, 2014). 

O metabolismo ósseo depende do equilíbrio entre os processos anabólicos 

realizado por osteoblastos secretando proteínas, como a fosfatase alcalina (FAL) 

(CAPULLI; PAONE; RUCCI, 2014) e catabólicos realizados por osteoclastos, 

sintetizando proteínas ácidas na matriz óssea, como a fosfatase ácida resistente ao 

tartarato (TRAP) (BOYCE BF, HUGHES DE, WRIGHT KR, XING L, 1999; 

LJUSBERG et al., 2005). A mecanotransdução, também envolvida no metabolismo 

ósseo, é realizada pelos osteócitos, os quais detectam estímulos mecânicos e 

enviam sinais às células osteoblásticas e osteoclásticas (FLORENCIO-SILVA et al., 

2015; FRANZ-ODENDAAL; HALL; WITTEN, 2006; KNOTHE TATE, 2003; 

RAGGATT; PARTRIDGE, 2010). 

A presença de receptores estrogênicos e a interação estrógeno-osteoblastos 

possibilita a diferenciação celular, estimula a síntese e a mineralização da matriz 

óssea, regulando a expressão de genes codificantes do colágeno tipo I e proteínas 

não colagênicas como osteopontina (OPN), osteocalcina (OCN), osteonectina 

(BLAND, 2000; TOMKINSON et al., 1998). Além desses, os efeitos na diminuição da 

apoptose de osteoblastos, estresse oxidativo e a atividade de NF-kB osteoblástica 

parecem ser mediadores chave da capacidade do estrogênio em manter a formação 

óssea (CALLEWAERT et al., 2010; KHOSLA; OURSLER; MONROE, 2012). O 

hormônio esteróide também apresenta efeitos sobre: osteócitos, osteoclastos e 

células-T, modulando a ativação do remodelamento ósseo, mediado pelo osteócito, 

e a reabsorção óssea, por ações diretas nos osteoclastos (CALLEWAERT et al., 

2010; CAULEY, 2015). 
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Após o pico de massa óssea ser atingido, em torno de 30 anos de idade em 

ambos os sexos, a reabsorção óssea começa a exceder a formação óssea, 

lentamente, e o risco de fratura osteoporótica duplica dentro de 7 - 8 anos após os 

50 anos de idade (PARDHE et al., 2017). Essa diminuição é mais expressiva em 

mulheres em período de menopausa, pois sofrem perda imediata de massa e 

densidade óssea já no primeiro ano, estabiliza-se 10 anos após a menopausa 

(HUNTER; SAMBROOK, 2000) (Figura 1). Está bem evidenciado que alterações 

hormonais como o declínio na concentração plasmática de estrogênio ovariano 

(WŁODAREK et al., 2014), torna-se crucial no desenvolvimento da osteoporose 

(COXAM, 2008). Alteração no remodelamento ósseo leva à osteoporose e a outras 

doenças ósseas metabólicas, com consequente diminuição na densidade mineral 

óssea (DMO), aumento da incidência de fraturas, diminuição da qualidade de vida, 

além de risco de mortalidade (AHN et al., 2018; LEVIN; JIANG; KAGAN, 2018; 

PARDHE et al., 2017; PORFÍRIO; FANARO, 2016; WŁODAREK et al., 2014).  

 

 
Figura 1. Gráfico referente ao ciclo de remodelação óssea feminina, em diferentes idades, com 
destaque aos períodos de pré-menopausa e menopausa. Fonte: Adaptado de Bone care for the 
postmenopausal woman, 2013. 

 

Estima-se 13,6 milhões de pessoas com osteoporose e 57,8 milhões de 

pessoas com baixa massa óssea nos EUA (PATEL et al., 2018), e que, em todo o 

mundo, 200 milhões de pessoas sejam acometidas pela osteoporose, afetando não 

somente idosos, mas também mulheres de meia-idade (AMADEI et al., 2006). A 
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análise para ocorrência de fraturas no organismo feminino revela que na faixa etária 

dos 50 anos o risco para fratura osteoporótica é de 15,6% para as vértebras, 16% 

para o rádio distal, 17,5% para o colo do fêmur, e de aproximadamente 40% em 

qualquer o outro local do esqueleto (RADOMINSKI et al., 2004). A baixa DMO tem 

como principal consequência clínica relevante à fratura de quadril, a mais debilitante 

das fraturas por fragilidade, com média de 20 a 24% de mortalidade em até 12 

meses de sua ocorrência (OSTEOPOROSIS; ANNOUNCES, 2020; PATEL et al., 

2018), sendo a mais predominante entre todas as fraturas relacionadas à 

osteoporose, com as maiores taxas de morbidade na população idosa (BOONEN et 

al., 2008). Fraturas do colo do fêmur compõem cerca de 40% a 50% de todas as 

fraturas do quadril ocorrendo até três vezes mais em mulheres, evidenciando a 

sensibilidade dessa região específica (PELLIKAAN et al., 2018) (Figura 2).  

 

 
Figura 2. Perda de função e dependência entre os sobreviventes pós-fratura de colo do fêmur 
descrito em estudo da Fundação Internacional da Osteoporose em parceria pioneira com a 
Universidade de Oxford, Amgen e UCB para combater a carga global de saúde pública da 
Osteoporose. Fonte: Adaptado de International Osteoporosis Foundation – IOF. 

 

As dificuldades para a identificação e manejo da osteoporose incluem, falta de 

triagem e diagnóstico adequados, avaliação dos efeitos colaterais, custo dos 

medicamentos e educação do paciente (PATEL et al., 2018). Atentos ao grupo etário 

que tem gradativamente aumentado, buscamos na literatura intervenções para 

manutenção da DMO ou reversão da diminuição. A literatura apresenta conjunto de 

substâncias para o tratamento de osteopenia e osteoporose, como pode ser 
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visualizado na figura 3. Estudos descrevem que a terapia estrogênica normaliza a 

reabsorção óssea e a massa gordurosa intra-abdominal em animais e humanos 

(LJUSBERG et al., 2005; WEIGT et al., 2012). Porém, os efeitos colaterais dos 

estrogênios em órgãos não gordurosos dificultam a possibilidade de uso deste 

hormônio terapeuticamente (BERANGER et al., 2015), podendo levar a doenças 

cardiovasculares e câncer de mama, entre outras (VICKERS et al., 2007).  

 

 
Figura 3. Conjunto de substâncias para o tratamento de osteopenia e osteoporose estudadas ao 
longo dos anos. Fonte: Adaptado de Das and Crockett, (2013). 

 

Diante dos riscos relatados, buscamos alternativas para controle da 

remodelação óssea no período de intensa variabilidade hormonal no organismo 

feminino: perimenopausa nas mulheres e periestropausa nas ratas.  

Estudos tem demonstrado participação da ocitocina (OT), um nonapeptídeo, 

na remodelação óssea (BREUIL et al., 2014; COLLI et al., 2012a; ELABD et al., 

2007; FERNANDES et al., 2020; SANTOS et al., 2018; TAMMA et al., 2009b). 

Produzida em neurônios de núcleos hipotalâmicos, como o núcleo supraóptico e 

núcleo paraventricular, a OT é distribuída para outras partes do cérebro e para a 

neurohipófise, de onde é liberada na circulação sanguínea, indispensável na 

contração do útero durante o parto e ejeção do leite durante a lactação, período em 

que a concentração plasmática de OT é elevada ao máximo (PETERSSON et al., 

2002). No entanto, receptores de ocitocina (Oxtr), e a síntese deste hormônio 

ocorrem em muitos tecidos diferentes, como: útero, ovário, timo, glândula 

suprarrenal e pâncreas (JENKINS; NUSSEY, 1991), demonstrados também em 

células humanas semelhantes a osteoblastos, estimulando-as e atuando na 

diferenciação dos adipócitos (ELABD et al., 2008).  

Estudo in vitro, realizado em nosso grupo, mostrou ação importante da OT no 

processo de mineralização biológica realizada pelos osteoblastos, provenientes de 
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ratas acíclicas (24 meses) e cíclicas (12 meses), antecipando este processo 

(SANTOS et al., 2018). In vivo a OT demonstra ação regulando a formação e a 

função de osteoblastos e osteoclastos, controlando a remodelação e atuando como 

agente anabólico ósseo (COLLI et al., 2012a; COPLAND et al., 1999; FERNANDES 

et al., 2020; SANTOS et al., 2018; SUN et al., 2016; TAMMA et al., 2009a). Estudo 

realizado também em nosso laboratório revelou atuação positiva da OT no 

metabolismo ósseo de fêmeas Wistar, pela diminuição na porcentagem de poros na 

região cortical do colo do fêmur bem como em melhores parâmetros biomecânicos 

(força máxima e rigidez óssea), durante o período de periestropausa (18 meses), 

sugerindo diminuição do risco de fraturas (FERNANDES et al., 2020) (Figura 4). 

 

 
Figura 4. Resumo dos resultados da atuação positiva da Ot no metabolismo ósseo do colo de fêmur 
de fêmeas Wistar em periestropausa. Fonte: Adaptado de Fernandes et al., (2020). 

 

Estudos de Breuil e colaboradores (2008; 2014) mostram que em mulheres na 

pós-menopausa e com osteoporose, a concentração de OT plasmática é menor 

quando comparada àquelas saudáveis. O mesmo ocorre com ratas 

ovariectomizadas que apresentam osteopenia: diminuição significante na 

concentração plasmática de OT quando comparadas as ratas sham (BERANGER et 

al., 2014; TAMMA et al., 2009a). A relação entre os hormônios (estradiol e OT) 

parece importante na fisiopatologia da osteoporose. Estudo relata que o estrógeno 

medeia à síntese de OT e Oxtr, e que a OT é também mediadora da ação do 

estrógeno no tecido ósseo (COLAIANNI et al., 2014a). Estes autores demonstraram 

que as células osteoblásticas são capazes de sintetizar e secretar OT após 
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tratamento com estradiol, evidenciando atividade reguladora do estrógeno através 

da OT (COLAIANNI et al., 2014b) (Figura 5).   

 

 
Figura 5. Imagem ilustrativa das vias de ação estrogênica ❶ genômica e ❷ não-genômica sobre a 
estimulação da síntese de OT e seu receptor (Oxtr). Fonte: Adaptado de Colaianni et al., (2014b). 

 

No que se diz respeito à ação da OT, vale destacar que em sua ação 

clássica, em parturientes, o aumento na concentração circulante de OT causa 

contrações coordenadas e fortes que levam à expulsão do feto. Em qualquer caso, a 

ativação do OTR é etapa obrigatória para a estimulação de células ativadas pela OT 

como as células do útero. Portanto, a abordagem mais indicada para a prevenção do 

trabalho de parto prematuro é a regulação negativa ou o bloqueio do OTR (GIMPL; 

FAHRENHOLZ; GENE, 2001). O nonapeptídeo Atosiban (AT) é análogo desamino-

OT e antagonista competitivo do receptor da vasopressina / ocitocina (VOTra) (KAM; 

LAMONT, 2008; LAMONT; KAM, 2008), que inibe a liberação de IP3 mediada por OT 

da membrana celular miometrial (KAM; LAMONT, 2008). Como resultado, há 

redução da liberação de cálcio (Ca2+) intracelular armazenado do retículo 

sarcoplasmático das células miometriais e redução do influxo de Ca2+ ao espaço 

extracelular através de canais controlados por voltagem. Além disso, o AT suprime a 

liberação de PGE e PGF mediada por OT da decídua (DAWOOD et al., 1981; 

JENKINS; NUSSEY, 1991). 

Confirmando a especificidade de AT também em células ósseas,  Tamma e 

colaboradores (2009b), incubaram osteoclastos maduros com partículas ósseas 

marcadas com prolina e verificaram os níveis sobrenadantes de marcador de 

reabsorção. Constataram redução de 30% em reabsorção óssea com o OT. A 

inibição foi totalmente revertida pelo AT, antagonista específico da Oxtr, confirmando 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2861440/#b74-tcrm-6-191
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a especificidade de AT e a ação antirreabsortiva de OT. Análise realizada 

posteriormente Colaianni e colaboradores (2012) revelou que a estimulação 

autócrina putativa da OT foi abolida pelo AT estabelecendo que a expressão de OT 

induzida por OT requer ativação de Oxtr. Isto é, o 17β-estradiol induz a expressão 

de OT e Oxtr em osteoblastos, pois a expressão de mRNA de OT em resposta ao 

17β-estradiol foi revogada nos osteoblastos MC3T3-E1 silenciados para Oxtr 

(fêmea), sugerindo que os Oxtr são necessários para a produção de OT induzida por 

estrogênio. De acordo com isso, os camundongos Oxtr(-) falharam em mostrar 

aumento sérico de OT em resposta ao 17β-estradiol. A necessidade dos Oxtr para a 

expressão do OT induzida por estrogênio foi evidenciado com a utilização de AT. 

Diante do exposto, a hipótese básica deste estudo é que o antagonista de OT 

(endógena) potencializa a ocorrência de osteopenia na região do colo do fêmur em 

ratas na periestropausa e o tratamento com OT reverte este quadro.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

Avaliar a atuação da OT endógena, bem como efeito exercido pela OT 

exógena sobre o metabolismo ósseo de ratas na periestropausa. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

Com base nas evidências obtidas na revisão de literatura sistemática e 

resultados preliminares, os objetivos específicos foram formulados para melhor 

compreender a ação da OT no metabolismo ósseo durante o processo de 

envelhecimento, no período da periestropausa: 

 Testar atuação do antagonista de OT, in vivo, e a possível ocorrência de 

osteopenia e osteoporose em ratas periestropausadas;  

 Verificar se ocitocina endógena, em ratas no período da periestropausa, 

favorece a estrutura óssea; 

 Analisar se OT exógena reverte à ação de seu antagonista e estabelece a 

qualidade óssea em ratas no período da periestropausa; 

 Analisar OT e AT no estresse oxidativo e defesa antioxidante, padrões da 

marcha e análise da ansiedade em ratas no período da periestropausa. 
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3 METODOLOGIA 

 

3.1. Animais 

 

Estudo realizado com 40 ratas saudáveis e multíparas da linhagem Wistar, 

inicialmente com 19 meses, mantidas em gaiolas coletivas (n=4/caixa) em ambiente 

controlado com temperatura (22°C ± 2°C), ciclo de luz (7:00h/19:00h), umidade (55% 

± 10%) e acesso à água e ração ad libitum (Figura 6). 

 
Figura 6.  ❶ Estante do biotério com gaiolas devidamente identificadas ❷ Gaiola contendo 4 
animais com acesso livre à água e ração. Fonte: Biotério Departamento de Ciências Básicas - 
UNESP. 

 

O protocolo experimental deste estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética no 

Uso de Animais (processo 00688-2018) da Faculdade de Odontologia da UNESP, 

campus de Araçatuba. As fêmeas foram distribuídas aleatoriamente e constituíram 

os grupos experimentais, com 10 cada: 1- Controle (Veh), 2- Atosiban (At), 3- 

Ocitocina (Ot) e 4- Atosiban + Ocitocina (At+Ot). As injeções foram realizadas às 7h 

e às 19h, no 150 dia dos meses 19 e 20 das ratas. O grupo 1 recebeu duas injeções 

de solução salina (Veh 0,15M/ip); os animais dos grupos 2 e 3 receberam injeções 

de AT (300 µg/Kg/ip) ou OT (134 µg/Kg/ip); os animais do grupo 4 receberam 

injeções de AT e, 5 minutos depois, injeções de OT (COLLI et al., 2012; PARK et al., 

2014; TAMMA et al., 2009b). Todos os animais receberam duas injeções por dia, 

com intervalos de 12 h entre as injeções, no 190 mês e 200 mês. Após 30 dias sem 

tratamento foram eutanasiados (210 mês) (Figura 7). 
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Figura 7. Descrição metodológica do período experimental. Coleta de ciclo estral, distribuição de 40 
ratas fêmes Wistar em quatro grupos, sendo 1- Controle (Veh), 2- Atosiban (At), 3- Ocitocina (Ot) e 4- 
Atosiban + Ocitocina (At+Ot). Os grupos seguiram para tratamento, eutanásia e coleta de materiais 
para análises.  

 

3.2. Coleta de Ciclo Estral  

 

O esfregaço vaginal foi coletado e colocado em lâmina de vidro às 9 horas da 

manhã, e analisado fresco sob o microscópio ótico para checar o período do ciclo 

estral, por 15 dias, para acompanhamento dos grupos experimentais, de acordo com 

a técnica de Long & Evans (1922). Como critério de inclusão somente participaram 

deste estudo ratas com 19 meses, com ciclo estral irregular em diestro persistente e 

multíparas (NICOLA et al., 2016) (Figura 8). Após a confirmação da irregularidade 

(19 meses) do ciclo estral, 40 ratas foram submetidas aos tratamentos. 

 

 
Figura 8. ❶ Coleta do esfregaço vaginal ❷ colocado em lâmina ❸ analisado fresco em microscópio 

ótico ❹ análise dos períodos do ciclo estral ❺ critério de inclusão e exclusão das 40 ratas 
submetidas aos tratamentos. 
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3.3. Coleta de materiais  

 

Trinta dias após a última administração de Veh, At, Ot ou At+Ot, os animais 

foram anestesiados com mistura de cloridrato de xilazina (10 mg/kg de m.c., IP) e 

cloridrato de cetamina (75 mg/kg m.c., IP) e posteriormente decapitados para a 

coleta sanguínea. O sangue foi centrifugado (2.500 RPM; 15min; 20C) e o plasma foi 

armazenado para medições de marcadores da atividade celular do metabolismo 

ósseo. Os fêmures foram retirados assepticamente e imediatamente processados 

para análise histomorfométrica e imunoistoquímica (Figura 9).  

 

 
Figura 9. ❶ Eutanásia por exsanguinação sob anestesia geral com cloridrato de xilazina (10 mg/kg 

de m.c., IP) e cloridrato de cetamina (75 mg/kg m.c., IP) ❷ Coleta do sangue em tubo heparinizado 

❸ Centrifugação do sangue para obtenção do plasma (2.500 RPM por 15 min à 2ºC) ❹ Coleta dos 
sobrenadante para análises posteriores e ❺ Retirada asséptica dos fêmures. 

 

3.4. Determinação da Atividade da Alanina Aminotransferase (ALT) e 

Aspartato Aminotransferase (AST) 

 

As enzimas Aspartato Aminotransferase (AST) e Alanina Aminotransferase 

(ALT) foram avaliadas usando kits Bioclin.  A atividade AST foi medida pelo método 

baseado na transferência de aminogrupo de L-aspartate para 2-α-ketoglutarato com 

formação de oxaloacetato e L-glutamato e depois oxaloacetato foi reduzido para 

malato por desidrogenase de malato com oxidação simultânea de NADH para 

NAD+. A atividade ALT, semelhante à AST, foi analisada pelo método baseado na 

transferência de aminogrupo de L-alanina para 2-α-ketoglutarato com formação de 

piruvato, que depois foi reduzido para L-lactato por LDH com oxidação simultânea 

de NADH para NAD+  (HENRY et al., 1960; KARMEN, 1955). Em ambos os casos, a 

redução da absorção a 340 nm, resultante da oxidação do NADH, foi proporcional à 

atividade ALT e AST na amostra. Os valores da atividade de ALT e AST foram 
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expressos como atividade específica (U/mg de proteína total) (HUIJGEN, 

SANDERS, KOSTER, VREEKEN, 1997). 

 

3.5. Marcadores do Estresse Oxidativo 

 

Determinação do dano oxidativo lipídico por meio de substâncias reativas ao 

ácido tiobarbitúrico (TBARs): a peroxidação foi realizada através da medição de 

TBARs. O sobrenadante foi suavemente agitado com mistura de reação contendo 

15% (p/v) de ácido tricloroacético, 0,67% (p/v) de ácido tiobarbitúrico e 0,25 mol/L 

HCl. As amostras foram incubadas em banho-maria a 95°C por 45 minutos e depois 

resfriadas em gelo (BIRD; DRAPER, 1984). Finalmente, as amostras foram 

centrifugadas a 1000 x g durante 10 minutos. Após a centrifugação, o TBARs no 

sobrenadante foi determinado a 532 nm em leitor de microplaca (Biotek Powerwave 

340, EUA) (BOSE; SUTHERLAND; PINSKY, 1989). A quantidade de aldeídos 

formada foi calculada utilizando seu coeficiente de extinção (ε532 = 1,56 ×1 05 M-1 

cm-1).  

 

3.6. Defesa antioxidante não-enzimática 

 

A capacidade antioxidante total (FRAP) foi determinada 

espectrofotometricamente pelo método de redução do ferro, conforme descrito 

anteriormente por Benzie & Strain (1996). Os resultados foram calculados utilizando 

curva padrão com diferentes concentrações de soluções de FeSO4.  

 

3.7. Determinação da defesa antioxidante enzimática 

 

A atividade da superóxido dismutase (SOD) foi determinada 

espectrofotometricamente (420 nm) mensurando a taxa de inibição da autoxidação 

do pirogalol em 50 mmol/L de tampão Tris-HCl (pH 8,2), contendo 1 mmol/L de ácido 

dietilenotriamina pentacético (DTPA). Uma unidade de SOD foi definida como a 

quantidade de enzima necessária para inibir a taxa de autoxidação do pirogalol em 

50% 3. A atividade da glutationa peroxidase (GPx) foi determinada pelo método que 

utiliza o peróxido de di-terc-butila como substrato da reação, ocorrendo oxidação da 

GSH pela GPx gerando GSSG, que é convertido em GSH pela glutationa redutase 
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(GR), consumindo nessa reação uma molécula de NADPH. A atividade da enzima 

foi determinada espectrofotometricamente monitorando o consumo de NADPH a 340 

nm em meio contendo 50 mmol/L de tampão fosfato de sódio (pH 7,5), 1 mmol/L de 

EDTA, 0,1 mmol/L de NADPH, 0,4 mmol/L de azida de sódio, 0,1 U/mL de GR, 1 

mmol/L de GSH, 0,5 mmol/L de peróxido de terc-butila e amostras. A azida de sódio 

foi usada para bloquear a atividade da catalase. Uma U da atividade da GPx foi 

definida como 1 mmol de NADPH consumido por minuto, usando o coeficiente de 

extinção molar (ε340 = 6,2 mM−1 cm−1). 

  

3.8. Análises dos marcadores de formação óssea, Fosfatase Alcalina Total 

(FAL), e de reabsorção óssea, Fosfatase Ácida Resistente Ao Tartarato (TRAP) 

 

A análise bioquímica da fosfatase alcalina (FAL) em amostras de plasma foi 

determinada pelo método colorimétrico adaptado (GRANJEIRO; TAGA; AOYAMA, 

1997; ZHANG et al., 2012). A atividade enzimática foi determinada a 37 ºC em 

tampão glicina (pH 9,4), contendo 2,0 mM de substrato p-NPP e 2,5 mM de cloreto 

de magnésio Sigma, St. Louis, EUA. A formação de p - NP foi determinada 

colorimetricamente pela leitura da absorvância a 405 nm usando um coeficiente de 

extinção molar de 18.000 M-1 cm-1. A atividade residual correspondente ao FAL foi 

expressa em Unidades Internacionais por litro (U/L), onde uma unidade corresponde 

à quantidade necessária de enzima que catalisa a transformação de 1 μmol de 

substrato por minuto por litro de plasma. A análise bioquímica da fosfatase ácida 

resistente ao tartarato (TRAP) em amostras de plasma foi determinada pelo método 

colorimétrico adaptado de (BENZIE; STRAIN, 1996; ZHANG et al., 2012). A 

atividade enzimática do TRAP foi determinada a 37º C em tampão de acetato de 

sódio (pH 5,8), contendo 5 mM de substrato de p-nitrofenilfosfato na presença de 50 

mM de tartarato de sódio e 1 mM de p-hidroximercribenzoato, inibidor de fosfatase 

ácida de baixo peso molecular (LAIDLER; TAGA; VAN ETTEN, 1982; LAU et al., 

1987), (p-HMB, Sigma, St. Louis, EUA). A formação de pnitrofenil (p-NP) foi 

colorimetricamente determinada pela leitura da absorvância a 405 nm usando 

coeficiente de extinção molar de 18.000 M-1 cm-1. A atividade residual 

correspondente ao TRAP foi expressa em (U/L), onde uma unidade corresponde à 

quantidade necessária de enzima que catalisa a transformação de 1 μmol de 

substrato por minuto por litro de plasma. 
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3.9. Análise Histomorfométrica 

 

Para análise histológica, os fêmures foram fixados em formalina neutra (10%) 

por 24 horas em temperatura ambiente. Em seguida, foram lavados em água 

corrente (24 horas) e descalcificados em solução de EDTA (10%). Após a 

descalcificação, lavados em água corrente (24 horas), desidratados e diafanizados, 

e incluídos em parafina pelo método de rotina. Posteriormente foram confeccionados 

cortes semi-seriados de 03 micrômetros de espessura corados com hematoxilina e 

eosina para análise histológica da região epifisária proximal. 

Imagens da região do colo do fêmur foram obtidas com auxílio de microscópio 

óptico (Axio Scope®, Carl Zeiss Microscopy) e programa de imagem ZEN 2® (Blue 

edition; versão 6.1.7601; Carl Zeiss Microscopy). O programa IMAGE J foi utilizado 

para efetuar as mensurações nas fotomicrografias. No tecido ósseo compacto foi 

mensurada a espessura média da cortical óssea, em μm. No tecido ósseo esponjoso 

foram mensuradas a espessura média das trabéculas ósseas, em μm, e a 

quantidade média de trabéculas ósseas por mm².  

 

 
Figura 10. Região de interesse da análise histomorfométrica – tecido ósseo trabecular e cortical do 
colo do fêmur.  

 

3.10. Análise Imunoistoquímica 

 

O processamento imunoistoquímico foi realizado através do método de 

imunoperoxidase indireta, conforme descrito por Ervolino e colaboradores (2019). As 

lâminas histológicas contendo amostras de todos os grupos experimentais foram 

divididas em oito lotes, e cada lote foi incubado com um dos seguintes anticorpos 

primários: anti-OCN de coelho (1:200; ab-93876, Abcam®) e anti-TRAP (1:400; SC-

376875, Santa Cruz Biotecnologia®). 
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As seções histológicas foram examinadas cegamente sob iluminação 

brilhante field em microscópio de luz (Optiphot-2, Nikon, Japão) por examinadores 

histologista certificado (E.E.) com grande experiência neste tipo de avaliação. A 

atribuição da pontuação foi executada cegamente duas vezes e em dias diferentes 

para aumentar a confiabilidade dos dados obtidos. Duas áreas foram analisadas na 

porção cortical e na porção medular do tecido ósseo do colo do fêmur. Cada uma 

destas áreas foi 300 × 400 μm e foi realizada com ampliação de x400. O padrão de 

marcação imunológica foi avaliado através de escores, adaptados a partir dos 

critérios estabelecidos por Stringhetta-Garcia e colaboradores (2016). Para TRAP: 

SCORE 0 indica ausência de imunomarcação; SCORE 1 indica padrão de 

imunomarcação baixo, menos de três células de imunoreatividade por área; SCORE 

2 indica padrão de imunomarcação moderado, entre três e sete células de 

imunoreatividade por área; SCORE 3 indica padrão de imunomarcação alto, mais de 

sete células de imunoreatividade por área. Somente células multinucleadas TRAP-

positivas perto de superfície óssea foram consideradas. Para OCN: SCORE 0 

significa ausência total de imunomarcação; SCORE 1 significa baixa rotulagem, 

considerando que aproximadamente 1/3 das células eram imunoreativas e que havia 

uma rotulagem leve na matriz extracelular; SCORE 2 significa rotulagem moderada, 

considerando que aproximadamente 1/2 das células eram imunoreativas e que havia 

uma rotulagem moderada na matriz extracelular; SCORE 3 significa rotulagem alta, 

considerando que aproximadamente 2/3 das células eram imunoreativas e que havia 

uma rotulagem forte na matriz extracelular (Figura 11). 

 

 
Figura 11. ❶ Lavagem das lâminas silanizadas em PBS e PBStx durante o procedimento de 

imunoistoquímica ❷ Etapa de recuperação do antígeno em tampão citrato na panela de pressão 
durante o procedimento de imunoistoquímica ❸ Lâminas coradas em hematoxilina e em fast green. 
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3.11. Densitometria Óssea 

 

A densidade mineral ósseo areal (DMOa; g/cm²) foi determinada no fêmur 

direito (colo do fêmur e fêmur total) dos animais, utilizando densitômetro DPX-

ALPHA, com software especial para pequenos animais (Figura 12). A avaliação 

densitométrica foi realizada no início do período experimental, ou seja, no momento 

da separação dos grupos e após o sacrifício dos animais e dissecação dos fêmures.  

 

 
Figura 12. ❶ Densitômetro DPX-ALPHA para análise de densitometria óssea ❷ Software de análise 
para pequenos animais. 

 

3.12. Microspectroscopia Raman 

 

A composição mineral-matriz do tecido ósseo foi analisada pela 

microspectroscopia de Raman utilizando o espectrógrafo micro-Raman (Renishaw, 

modelo inVia). O comprimento de onda do laser utilizado foi de 633 nm a 50% da 

potência do laser (microwatts-μW). Os ajustes foram realizados a 1800 linhas por 

mm com tempo de exposição de 30 segundos, e o número de acúmulo foi de três. 

Durante o processo de análise, foi utilizado microscópio óptico Leica (série DMLM) 

acoplado ao espectrógrafo e a objetiva de 50x (Figura 13). Três espectros 

(varreduras) de cada amostra foram coletados para determinar a composição e as 

intensidades relativas do mineral e da matriz no colo do fêmur direito (PERES-UENO 

et al., 2017). Os espectros Raman de cada amostra foram truncados (200 a 2000 

cm-1), corrigidos na linha de base e na média. As faixas utilizadas neste estudo 

foram fosfato (1PO4: 959-960 cm-1), colágeno específico (prolina: 855 cm-1) e 

carbonato (CO3: 1070-1077 cm-1)  (BI et al., 2011; KHALID et al., 2018). Com base 
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nas relações de intensidades de pico, foram calculadas a relação mineral/colágeno 

(1PO4/Proline) e a substituição de carbonato tipo B (CO3/1PO4) (KHALID et al., 

2018). A cristalinidade foi determinada como o inverso da largura total na metade do 

máximo, na qual o máximo foi a intensidade de pico normalizada (um) em relação à 

linha de base (zero) do pico 1PO4 (AKKUS; ADAR; SCHAFFLER, 2004). 

 

 
Figura 13. ❶ Espectrógrafo micro-Raman (Renishaw, modelo inVia) ❷ Software de reprodução dos 
dados. Parceria UNESP – Campus Presidente Prudente, Laboratório de Física. 

 

3.13. Avaliação e correlação com a força e função do músculo esquelético 

Teste de Caminhada Funcional 

 

 O teste de caminhada permitiu a avaliação funcional da marcha de roedores 

e foi indicativo do estado da função do músculo esquelético (KENNEL et al., 1996). 

Neste teste, as patas traseiras dos animais foram colocadas em contato com tinta 

preta não tóxica (guache) e as patas dianteiras com tinta marrom com as mesmas 

especificações. Os animais foram então suavemente posicionados em caixa 

retangular de madeira (45 cm de comprimento, 8 cm de largura e 20 cm de altura; 

sem teto e forrados com papel branco) (Figura 14). Antes de terem suas patas 

pintadas, os animais caminharam pela caixa três vezes. Em seguida, foi medido o 

comprimento da caminhada. Os dados foram obtidos previamente antes do início 

dos tratamentos (19 meses de idade) e ao final do período experimental (21 meses 

de idade).  
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Figura 14. ❶ As patas traseiras e dianteiras dos animais foram colocadas em contato com tinta 

(guache) atóxica de cores marrom (dianteiras) preta (traseiras) em seguida, ❷ os animais foram 
posicionados em caixa retangular de madeira (45 cm de comprimento, 8 cm de largura e 20 cm de 

altura; sem teto e forrada com papel branco) para ❸ caminharem por três tentativas. Dados obtidos 

previamente (19 meses de idade) e ao fim do período experimental (21 meses de idade). ❹ e ❺ 
Largura e comprimento de passos por centímetro, medidos por paquímetro. 

 

3.14.  Teste Comportamental de Ansiedade "Labirinto em Cruz Elevada" - 

Frequência – Duração em avaliação espaço temporal 

 

  Teste foi realizado no labirinto de cruz elevada (LCE), fabricado em material 

de fibra de densidade média (MDF) revestido com fórmica branca e com quatro 

braços com as mesmas dimensões de (50 cm x 10 cm) dispostos em forma de cruz. 

Os braços partiram do quadrado central (10 cm x 10 cm) levantados 50 cm acima do 

solo. Dois braços opostos foram abertos (sem nenhuma proteção), enquanto os 

outros dois foram fechados por paredes de MDF de 40 cm de altura. O teste foi 

realizado na fase clara do animal. Cada animal foi gentilmente colocado na praça 

central e pôde explorar livremente o labirinto por 5 min (FERREIRA, 2005). Uma 

primeira sessão de habituação e segunda sessão para o teste eficaz foram 

realizadas, com intervalo de uma hora entre elas (Figura 15). A sessão foi gravada 

com câmera de vídeo e estes vídeos seguiram para análise comportamental 

detalhada.  

Variáveis de espaço-tempo estudadas - duração e frequência:  

 Número de entradas em braços abertos e braços fechados: Frequência 

das entradas, confirmada a partir da colocação das quatro patas dos animais 

em cada braço.  

 Número total de entradas: Soma do número de entradas nos braços abertos 

e fechados.  
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 Número de entradas em braços abertos (%): Cálculo da porcentagem do 

número de entradas em braços abertos (Número de entradas em braços 

abertos x 100 / Número total de entradas).  

 Duração da permanência em braços abertos: Duração da estadia em 

braços abertos, começando a contar a partir da colocação das quatro patas 

dos animais em cada um dos braços.  

 Tempo de permanência em braços fechados: Tempo de permanência nos 

braços fechados, iniciando a contagem a partir da colocação das quatro patas 

dos animais em cada um dos braços. 

 
 

 
Figura 15. Animal do grupo experimental, explorando um dos braços abertos durante a realização do 
teste comportamental do tipo ansioso no Labirinto De Cruz Elevada.  

 
3.15.  Análise estatística 

 

A normalidade e homocedasticidade dos dados foram coletados e verificados 

e os resultados foram analisados usando o GraphPad Prism 6.0 (Figura 16), 

expressos como média ± erro padrão da média (EPM) e considerados 

estatisticamente significativos quando 5% (p < 0,05) do nível de rejeição da hipótese 

de nulidade. Os dados foram submetidos ao teste t, análise de variância (ANOVA) 

One-way seguido pelo pós-teste de Tukey. Os dados imunoistoquímicos foram 

submetidos ao teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do pós-teste de 

Student-Newman-Keuls não pareado. 
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Figura 16. GraphPad Prism 6.0 para a análise da normalidade e homocedasticidade dos dados 
coletados. Fonte: google - GraphPad Prism 6.0 - imagem, (2020). 
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4 RESULTADOS 

 

4.1. A análise do ciclo estral 

 

Para caracterizar o modelo experimental apropriado ao estudo da 

senescência, analisamos as alterações que ocorrem no ciclo estral de ratas 

multíparas com 19 meses de idade. As análises mostraram que a alteração inicial foi 

o aumento da variabilidade na duração das fases do ciclo estral com diestro 

persistente (69,50%) com duração de 10-12 dias a mais com recorrência dentro de 3 

ou 4 ciclos, seguido por 20,04% metaestro, 7,19% proestro e 3,27% estro. Esta 

variabilidade na duração das fases e a persistência em diestro, caracterizaram o 

período de periestropausa nestes animais. Após as injeções de Veh, AT, OT ou 

AT+OT, a irregularidade do ciclo estral não foi significativamente alterada e, 

portanto, o período experimental foi continuado (Figura 17). 

 

 
Figura 17. Porcentagem das fases do ciclo estral das ratas com 18 meses: 7,19% proestro, 3,27% 
estro, 20,04% metaestro e 69,50% diestro, evidenciando a irregularidade no ciclo estral 
(periestropausa).  

 

4.2. Peso corporal final, uterino e ovariano 

 

As análises do peso corporal (Figura 18-1), uterino (Figura 18-2) e ovariano 

(Figura 18-3) mostraram que após o tratamento com Veh, AT, OT e AT+OT, não 

houveram alterações nos pesos entre os diferentes grupos experimentais. 
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Figura 18. Análise do peso corporal ❶, uterino ❷ e ovariano ❸ por gramas (g), de animais dos 
grupos Veículo (Veh), tratados com AT (At), tratados com OT (Ot) e tratados com AT e OT (At+Ot). 
Dados analisados pelo teste ANOVA, descrito na coluna como média ± erro padrão de média.   

 

4.3. Determinação da atividade AST e ALT 

 

A determinação bioquímica plasmática de marcadores de danos hepáticos 

evidenciou que atividade de AST, nos animais dos grupos tratados com Ot, foi 

menor em relação aos dos grupos At (p = 0,0282) e Veh (p = 0,0066). Também foi 

verificado menor atividade de AST nos animais do grupo At + Ot em relação aos 

grupos At (p = 0,0353) e Veh (p = 0,0080) (Figura 19- 1). Em ALT, não foram 

observadas alterações significantes (Figura 19- 2). 
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Figura 19. Análise plasmática dos marcadores de dano hepático: atividade (U/L) da Aspartato 

Aminotransferase (AST) e ❶ e Alanina Aminotransferase (ALT) ALT ❷ de animais dos grupos 
Veículo (Veh), tratados com AT (At), tratados com OT (Ot) e tratados com AT e OT (At+Ot). Dados 
analisados pelo teste ANOVA, seguido pelo pós-teste de Tukey, descrito na coluna como média ± 
erro padrão de média e significância de 5% (p < 0,05): **p < 0,01 vs Veh; +p < 0,05 vs At. 

 

4.4. Análise do conteúdo plasmático de TBARs 

 

Análise plasmática dos danos oxidativos lipídicos: TBARs (ɥmol/L), foi 

possível observar aumento significante no grupo Ot quando comparado ao grupo At 

(p = 0,0093), e diminuição no grupo At + Ot em relação ao grupo Ot (p = 0,0040) 

(Figura 20).  

 
Figura 20. Análise plasmática dos marcadores de dano oxidativo lipídico: atividade (ɥmol/L) das 
substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARs) de animais dos grupos Veículo (Veh), tratados 
com AT (At), tratados com OT (Ot) e tratados com AT e OT (At+Ot). Dados analisados pelo teste 
ANOVA, seguido pelo pós-teste de Tukey, descrito na coluna como média ± erro padrão de média e 
significância de 5% (p < 0,05): ++p < 0,01 vs At; ••p < 0,01 vs Ot. 

 
4.5. Determinação da defesa antioxidante não-enzimática  

 

 Na análise plasmática de determinação da FRAP, não houve diferença 

estatisticamente significante entre os grupos tratados (Figura 21).  
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Figura 21. Análise plasmática dos marcadores de defesa antioxidante não-enzimática: capacidade 
antioxidante total (FRAP) Fe2+ mmol/L, de animais dos grupos Veículo (Veh), tratados com AT (At), 
tratados com OT (Ot) e tratados com AT e OT (At+Ot). Dados analisados pelo teste ANOVA, descrito 
na coluna como média ± erro padrão de média e significância de 5% (p < 0,05). 

 

4.6. Determinação da defesa antioxidante enzimática 

 

Foram observadas diferenças entre os grupos nas atividades da SOD no 

grupo OT quando comparado ao grupo Veh (p < 0,0312) (Figura 22- 1).  Já na 

análise enzimática de GPx, não observamos diferença significante entre os grupos 

(Figura 22- 2).    

 

 
Figura 22. Análise plasmática dos marcadores de defesa antioxidante enzimática: superóxido 

dismutase (SOD) U/min/mg de proteína ❶ capacidade de glutationa peroxidase (GPx) ɥmol/min/g de 
proteína ❷ de animais dos grupos Veículo (Veh), tratados com AT (At), tratados com OT (Ot) e 
tratados com AT e OT (At+Ot). Dados analisados pelo teste ANOVA, seguido pelo pós-teste de 
Tukey, descrito na coluna como média ± erro padrão de média e significância de 5% (p < 0,05): *p < 
0,05 vs Veh. 

 
4.7. Determinação da atividade FAL e TRAP 

 

Na análise plasmática dos marcadores bioquímicos de remodelação óssea a 

FAL (U/L), foi observado aumento no grupo At quando comparado ao grupo Veh (p = 
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0,0001), e a diminuição nos grupos Ot e At+Ot em relação ao grupo At (p < 0,0001, 

p = 0,0015) (Figura 23- 1). Na análise de TRAP (U/L) não foram encontradas 

diferenças significantes entre os grupos (Figura 23- 2). 

 

 
Figura 23. Análise plasmática dos marcadores bioquímicos de remodelação óssea: atividade (U/L) de 

fosfatase alcalina (FAL) ❶ e fosfatase ácida resistente ao tartarato (TRAP) ❷, de animais dos 
grupos Veículo (Veh), tratados com AT (At), tratados com OT (Ot) e tratados com AT e OT (At+Ot). 
Dados analisados pelo teste ANOVA, seguido pelo pós-teste de Tukey, descrito na coluna como 
média ± erro padrão de média e significância de 5% (p < 0,05): ***p < 0,001 vs Veh; ++p < 0,01 e +++p 
< 0,0001 vs At. 

 

4.8. Histomorfometria do colo do fêmur 

 

A histomorfometria do colo do fêmur das ratas Wistar, demonstrou diminuição 

significante na espessura do tecido ósseo compacto dos animais do grupo At, em 

relação ao grupo Veh (p = 0,0228). Nesta mesma análise houve aumento 

significante nos animais do grupo tratado com OT em relação ao grupo Veh e At (p = 

0,0132, p < 0,0001). Nos animais do grupo At+Ot há diminuição significante quando 

comparado ao grupo Ot (p = 0,0003) (figura 24- 1). A análise de espessura das 

trabéculas ósseas não evidenciou diferenças significantes entre os grupos tratados 

(figura 24-2). Já o número de trabéculas ósseas evidenciou diminuição nos animais 

do grupo At comparado ao grupo Veh (p = 0,0240), e aumento do grupo Ot em 

relação ao grupo At (p = 0,0084) (figura 24-3). 
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Figura 24. Fotomicrografia com coloração Hematoxilina e Eosina (H&E) demostrando a morfologia 
óssea (250 µm) de animais dos grupos Veículo (Veh) (a), tratados com AT (At) (b), tratados com OT 
(Ot) (c) e tratados com AT e OT (At+Ot) (d). Análise histomorfométrica do colo do fêmur de ratas 

Wistar (19 meses), espessura do tecido ósseo compacto ❶, espessura das trabéculas ósseas ❷, 

número de trabéculas ósseas ❸ de animais dos grupos Veículo (Veh), tratados com AT (At), tratados 
com OT (Ot) e tratados com AT e OT (At+Ot). Dados analisados pelo teste ANOVA, seguido pelo 
pós-teste de Tukey, descrito na coluna como média ± erro padrão de média e significância de 5% (p < 
0,05): *p < 0,05 vs Veh; ++p < 0,01. •••p < 0,001 vs Ot e +++p < 0,0001 vs At. sb:osso esponjoso; cb: 
osso cortical. 

 
4.9. Análise imunoistoquímica 

 

Os anticorpos utilizados no método imunoistoquímico apresentaram alta 

especificidade para as proteínas estudadas, o que foi confirmado pela ausência 

completa de imunomarcação no controle negativo. O osso cortical do colo do fêmur 

dos animais que receberam OT apresentou maior expressão cortical de osteocalcina 

(OCN) no grupo Ot em relação aos grupos Veh e At (p = 0,05 e 0,0033), e menor 

expressão no grupo At+Ot em relação aos animais do grupo Ot (p = 0,05) (Figura 

25- 1; Figura 26- b, d, f, h). Quanto à expressão TRAP, houve menor expressão no 

grupo Ot em relação aos grupos Veh e At (p = 0,05 e 0,0033) e maior expressão de 

TRAP no grupo At+Ot em relação aos animais do grupo Ot (p = 0,05) (Figura 25- 3; 
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Figura 26- a, c, e, g). As mesmas proteínas no osso trabecular não mostraram 

quaisquer alterações significantes (Figura 25- 2 e 4). 

 

 
Figura 25. Gráficos de imunoistoquímica do colo do fêmur nas regiões cortical e trabecular. Osso 

cortical: ❶ osteocalcina (OCN) e ❸ fosfatase ácida resistente ao tartarato (TRAP). Trabecular: ❷ 
osteocalcina (OCN) e ❹ fosfatase ácida resistente ao tartarato (TRAP) de animais dos grupos 
Veículo (Veh), tratados com AT (At), tratados com OT (Ot) e tratados com AT e OT (At+Ot). A análise 
estatística foi realizada usando o teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do pós-teste de 
Student-Newman-Keuls não pareado, descrito em coluna com média ± erro padrão de média e 
significância de 5%: */• p < 0,05, ++p < 0,01. *vs Veh, +vs At, •vs Ot. 
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Figura 26. Fotomicrografias mostrando o padrão de imunomarcação para TRAP (a, c, e, g) e OCN 
(b, d, f, h) no colo do fêmur nos grupos Veh (a, b), At + Veh (c, d), Ot (e, f) e At + Ot (g, h). 
Abreviaturas e símbolos: cb, osso cortical; setas, células imunorreativas. Ampliação original: a, c, e, 
g: 400x; b, d, f, h: 1000x. Barras de escala: a, c, e, g: 150 µm; b, d, f, h: 50 µm. Contra-coloração: 
Harris Hematoxylin. 

 
4.10. Densitometria óssea 

 

Na análise da densitometria óssea do fêmur total, foi possível observar que o 

DMO (DMO g/cm2) nos grupos At, Ot e At+Ot foi maior em relação ao Veh (p = 

0,0116, p < 0,0001, p < 0,0001), enquanto que os grupos Ot e At+Ot apresentaram 

DMO maior em relação ao grupo At (p = 0,0231, p = 0,0418) (Figura 27- 1). A 
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densitometria óssea areal do colo do fêmur foi mais alto dos grupos At, Ot e At + Ot 

em comparação com o grupo Veh (p = 0,0103, p < 0,0001 e p < 0,0001) enquanto 

que o grupo Ot foi mais alto em comparação com o grupo At (p < 0,0001). O DMOa 

foi menor no grupo At+Ot em comparação com o grupo Ot (p = 0,0010) (Figura 27- 

2). 

 

 
Figura 27. Análise da densidade óssea do fêmur: densidade mineral óssea (DMO g/cm2) do fêmur 

(osso inteiro - ❶) e DMOa (g/cm2) do colo do fêmur ❷ de animais dos grupos Veículo (Veh), 
tratados com AT (At), tratados com OT (Ot) e tratados com AT e OT (At+Ot). Dados analisados pelo 
teste ANOVA, seguido pelo pós-teste de Tukey, descrito na coluna como média ± erro padrão de 
média e significância de 5% (p < 0,05): */+p < 0,05, •••p < 0,001, ++++/****p < 0,0001. *vs Veh, +vs At, 
•vs Ot. 
 
4.11. Espectroscopia de Raman 

 

Para a composição mineral-matriz do tecido ósseo da região do colo do fêmur 

analisada pela microspectroscopia de Raman, obtivemos os resultados em Razão 

Mineral-matriz (√1PO4/Prolina - Figura 28-1). Os grupos At, Ot e At+Ot apresentaram 

menor razão mineral-matriz em relação ao grupo Veh (p = 0,0195, p < 0,0001, p < 

0,0001). Nesta mesma análise, o grupo que recebeu Ot apresentou diminuição 

significante quando comparado ao grupo At (p = 0,0342). A substituição de 

carbonato tipo B (CO3/ √1PO4 - Figura 28- 2) nos grupos Ot e At+Ot foi maior em 

relação ao grupo Veh (p < 0,0001, p = 0,0070) e o grupo Ot apresentou aumento em 

relação ao At (p = 0,0073). A análise da Cristalinidade [√1PO4 FWHM]-1, não 

apresentou resultados com diferença significantes entre os diferentes tratamentos 

(Figura 28- 3). A representação das bandas utilizadas está ilustrada na figura 29.  
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Figura 28. Análise da composição mineral e matricial do tecido ósseo, analisada pela 

microspectroscopia Raman: a relação Mineral/matriz (𝛎1PO4/Prolina - ❶), a substituição de carbonato 
tipo B (CO3/𝛎1PO4 - ❷) e Cristalinidade [√1PO4 FWHM]-1 ❸ de animais dos grupos Veículo (Veh), 
tratados com AT (At), tratados com OT (Ot) e tratados com AT e OT (At+Ot). Dados analisados pelo 
teste ANOVA, seguido pelo pós-teste de Tukey, descrito na coluna como média ± erro padrão de 
média e significância de 5% (p < 0,05): *p < 0,05, **/++p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 *vs Veh, 
+vs At. 

 
Figura 29. Espectro de fêmur representativo realizado pela microspectroscopia Raman: bandas de 

fosfato (𝛎1PO4), prolina, carbonato (CO3) de animais dos grupos Veículo (Veh) (banda preta), tratados 
com AT (At) (banda vermelha), tratados com OT (Ot) (banda laranja) e tratados com AT e OT (At+Ot) 
(banda azul). 

 

4.12. Teste de deambulação 

 

No teste de avaliação e correlação com a força e a função do músculo 

esquelético, não foi possível observar alterações significantes em relação à 

interação dos grupos (Figura 30-1). No teste do comprimento dos passos por 

centímetro de caminhada, podemos observar aumento no comprimento dos passos 

por centímetro do grupo Ot - F em comparação com Veh - F (p = 0,0078), At - F (p = 

0,0023), e mostrou aumento sobre Ot - I (p = 0,0094) (Figura 30- 2). 
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Figura 30. Análise de caminhada funcional: caminhada por largura (cm) ❶ e comprimento (cm) ❷ 
de animais dos grupos Veículo (Veh), tratados com AT (At), tratados com OT (Ot) e tratados com AT 
e OT (At+Ot), analisados aos 19 meses de idade do animal - teste inicial (I), novamente aplicado o 
teste aos 21 meses - teste final (F). Dados analisados pelo teste ANOVA, seguido pelo pós-teste de 
Tukey, descrito na coluna como média ± erro padrão de média e significância de 5% (p < 0,05): p < 
0,01 **vs Veh-F, ++vs At-F, ••vs Ot-I. 
 

 
4.13. Teste Comportamental das variáveis espaço-tempo "Tipo-Ansioso, 

Labirinto Cruzado Alto" - Frequência - Duração 

 

As análises do número de entradas nos braços abertos, número de 

frequências no centro do labirinto e número de entradas totais, não demonstraram 

diferenças significantes (Figura 31-1, 3 e 4). Entretanto, o número de entradas nos 

braços fechados apresentou redução significante do grupo Veh-F em relação ao 

Veh-I (p = 0 0256), redução significante do grupo At-F em relação ao At-I (p = 

0,0407), e redução do grupo At+Ot-F em relação ao grupo At+Ot-I (p=0,0051) 

(Figura 31-2). Nas variáveis de duração, foi possível observar diminuição no tempo 

de permanência de braços abertos no grupo At-F em relação ao grupo At-I (p = 

0,0137), e diminuição significante no grupo Ot em relação ao grupo Ot-I (p = 0,0034) 

(Figura 31-5), enquanto no tempo de permanência nos braços fechados não foi 

verificado resultado significante (Figura 31-6). No período de permanência no centro, 

foi possível observar diminuição no grupo Veh-F em relação ao grupo Veh-I (p = 

0,0311) e também diminuição no grupo At-F em relação ao grupo At-I (p = 0,0439) 

(Figura 31-7). 
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Figura 31. Análise comportamental de variáveis espaço-temporais “tipo-ansioso, labirinto em cruz 

elevada”, analisado em frequência e duração: número de entradas nos braços abertos ❶, número de 

entradas nos braços fechados ❷, número de frequência no centro do labirinto ❸, número de 
entradas totais ❹, tempo de permanência nos braços abertos ❺, tempo de permanência nos braços 

fechados ❻ e tempo de permanência no centro do labirinto ❼, de animais dos grupos Veículo (Veh), 
tratados com AT (At), tratados com OT (Ot) e tratados com AT e OT (At+Ot). Dados analisados pelo 
teste ANOVA, seguido pelo pós-teste de Tukey, descrito na coluna como média ± erro padrão de 
média e significância de 5% (p < 0,05): *vs Veh-I e At-I, p < 0,01 **vs Veh-I e Ot-I. 
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5 DISCUSSÃO 

 

Neste estudo comprovamos a hipótese de que o uso do antagonista de OT, 

AT, potencializa a ocorrência de osteopenia e pode ser revertido pela administração 

de OT em ratas senescentes. Os resultados mostraram que a OT modulou o ciclo de 

remodelação óssea, melhorando os marcadores bioquímicos de remodelação óssea, 

defesa antioxidante, expressão de proteínas, densidade e propriedades físico-

químicas. Nossos resultados mostram importante ação da OT endógena no 

processo de remodelação óssea em ratas durante o período de senescência. Além 

disso, a administração de OT melhora a estrutura óssea neste período da vida, 

quando alterações biológicas estão ocorrendo e determinando a periestropausa. 

Este estudo foi realizado em ratas com irregularidade no ciclo estral (19 - 21 

meses), que caracteriza o início da senescência reprodutiva. Estudos realizados em 

nosso laboratório mostraram alterações no eixo hipotálamo-hipófise-gônadas e na 

regularidade do ciclo estral de ratas Wistar aos 17 e 18 meses, descrevendo assim, 

o período de periestropausa (FERREIRA et al., 2015; NICOLA et al., 2016), que 

corresponde ao período de perimenopausa nas mulheres (ANDREOLLO et al., 

2012). A menor concentração plasmática de estrogênio, além de contribuir para a 

senescência reprodutiva feminina, está diretamente relacionada à diminuição da 

massa óssea, deterioração da microarquitetura óssea, associada ao aumento da 

reabsorção óssea e mudanças no ciclo fisiológico da remodelação óssea, 

favorecendo a instalação da osteoporose (STRINGHETTA-GARCIA et al., 2017). 

A fim de verificar a interação dos tratamentos utilizados neste estudo, com 

especial atenção imposta ao AT, droga potente utilizada principalmente como agente 

tocolítico (GOLICHOWSKI et al., 1985), analisamos marcadores de lesão hepática. A 

literatura mostra aumento na atividade de AST e ALT durante ou após o uso de AT 

em organismos maternos (KLUMPER et al., 2019), porém, em nosso estudo não 

observamos modificação na atividade destas enzimas no grupo At, mas redução 

significante na atividade da AST nos grupos Ot e At+Ot em comparação com o 

grupo Veh. Estes dados corroboram com estudo em que a administração de OT em 

ratas ovariectomizadas de quatro semanas reduziu os níveis séricos de AST (IWASA 

et al., 2019). Em nossa análise enzimática da ALT, não obtivemos resultado 

significante, que difere de Iwasa e colaboradores (2019), o qual mostra redução na 
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atividade da ALT. Diferença entre os achados é possivelmente explicada em 

detrimento das diferentes metodologias dos estudos, entretanto, reforçamos a 

adequada metodologia utilizada neste estudo, uma vez que não houveram danos 

hepático nos animais. 

Achado importante deste estudo refere-se a maior concentração plasmática 

de TBARs. Embora o aumento do estresse oxidativo possa estar associado à 

osteoporose (TU et al., 2020; ZHANG et al., 2011), o aumento controlado de radicais 

livres pode estimular a proliferação e diferenciação osteoblástica (MANDAL et al., 

2011; YOUNGJI CHOE et al., 2012), o que pode ser relacionado ao aumento da 

área óssea do colo do fêmur nos animais que receberam OT. De fato, a maior 

atividade de TBARs no grupo Ot sugere aumento do estresse oxidativo, porém, este 

efeito pode ser resposta inerente ao tratamento com OT como observado nos 

modelos animais em lactação in vivo e ex vivo, onde a ação da OT na regulação da 

excreção de proteínas pelas células secretoras mamárias tem sido associada ao 

aumento da peroxidação lipídica no plasma (IQBAL et al., 2013) e glândula mamária 

(GALANTSEV et al., 1993). Além disso, estudos mostram a relação da ação da OT 

por meio do seu receptor expresso em tecido adiposo com aumento na expressão 

de genes relacionados ao metabolismo lipídico e à lipólise, o que pode também 

explicar o aumento da atividade de TBARs (DEBLON et al., 2011; GAJDOSECHOVA 

et al., 2014; YI et al., 2015). Por outro lado, a OT aumentou a atividade de SOD no 

plasma, enquanto que não alterou a FRAP e GPx. Este efeito é importante, já que os 

níveis de GPx séricos, SOD e FRAP foram encontrados significativamente menores 

em mulheres osteoporóticas pós-menopausadas (SHARMA et al., 2015). No 

entanto, no grupo At não observamos resultados significantes, o que pode estar 

associado ao fato de que os efeitos antioxidantes da OT seriam mediados por 

Oxtr (ÇETINEL et al., 2010). 

A atividade da FAL, marcador da atividade osteoblástica analisada no plasma 

sanguíneo, mostrou aumento significante no grupo At quando comparado ao grupo 

Veh, e diminuição nos grupos Ot e At+Ot quando comparado ao grupo At. Na 

análise da TRAP, marcador da ação osteoclástica, não foram detectados resultados 

significantes. Já se sabe que o OT age como agente ósseo anabólico (COLLI et al., 

2012; COPLAND et al., 1999; FERNANDES et al., 2020; SANTOS et al., 2018; SUN 

et al., 2016; TAMMA et al., 2009a) e o aumento plasmático da atividade da FAL 

produzida é excelente indicador de estágios iniciais da formação óssea (EPSTEIN, 
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1988; BECK, 2003). Estudo realizado em nosso laboratório mostrou aumento 

significante da FAL e da OCN plasmática, sugerindo que a OT estimula a atividade 

osteoblástica e a formação óssea em ratas de 24 meses (COLLI et al., 2012). No 

entanto, nossos resultados diferem, apresentando o aumento da FAL nos grupos 

tratados com antagonista do Oxtr, enquanto que os grupos Ot e At+Ot houve 

diminuição em comparação ao At.  

Ratas senescentes apresentam características interessantes para a análise 

da perda óssea após irregularidade do ciclo estral (GORE, 2001). A histomorfometria 

do colo do fêmur mostra que a espessura do tecido ósseo compacto foi menor no 

grupo At, e maior no Ot, contribuindo para maior resistência óssea, pois análise da 

microestrutura óssea mostrou influência mais pronunciada do tecido ósseo cortical 

na rigidez do que o trabecular, sendo forte preditor de resistência óssea e fraturas 

(AUGAT; SCHORLEMMER, 2006; HEMMATIAN et al., 2018). Os animais do grupo 

At+Ot apresentaram diminuição da espessura do tecido ósseo compacto, o que 

descreve que na microaquitetura do tecido ósseo dos animais tratados com AT 

ocorreu bloqueio da ação da OT endógena. Além disso, o número de trabéculas 

ósseas foi menor no grupo At e maior no grupo Ot, evidenciando efeito benéfico da 

OT. Estudos relatam que o Oxtr é funcional e que o hormônio pode modular tanto a 

osteoclastogênese quanto a osteoblastogênese, o que explica as modificações em 

relação ao tecido cortical e trabecular (COPLAND et al., 1999; COLAIANNI et al., 

2014a). 

Ao observar a expressão de proteínas relacionadas ao metabolismo ósseo, 

OCN e TRAP, destaca-se o remodelamento ósseo dos animais tratados com OT, 

uma vez que a OCN, sintetizada pelos osteoblastos, incorpora-se à matriz óssea por 

ligação à hidroxiapatita de forma dependente do Ca2+, participando da mineralização 

(PRAKASH; BEHARI, 2009).  A TRAP é marcador de origem osteoclástica, liberada 

durante a reabsorção óssea e após a remoção dos osteoclastos de seu local de 

trabalho (AZRIA, 1989).  A diminuição significante na imunomarcação de TRAP após 

o tratamento com OT, sugere que em ratas senescentes, a OT atua controlando a 

reabsorção óssea. Tamma e colaboradores (2009a) descreveram que apesar de a 

OT favorecer a osteoclastogênese, pode também inibir a função de reabsorção dos 

osteoclastos maduros via mecanismo de sinalização de Ca2+ ativado por Oxtr. Uma 

vez que o tratamento com OT induz o aumento do Ca2+ intracelular, isto pode estar 

associado à diminuição de TRAP no grupo Ot, enquanto que animais do grupo At+Ot 
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apresentam aumento de TRAP quando comparado ao grupo Ot, possivelmente 

devido à ação do AT, não permitindo a ativação do mecanismo de sinalização de 

Ca2+, em decorrência do bloqueio do Oxtr. Nossos resultados corroboram com Colli 

e colaboradores (2012) que descrevem maior marcação de OCN e menor de TRAP 

no reparo ósseo alveolar de ratas Wistar com 24 meses tratadas com OT. 

Corroborando com estes resultados, Tamma e colaboradores (2009a), descrevem 

que a OT apresentou 30% de redução na reabsorção óssea, sendo totalmente 

revertida pelo AT, confirmando a especificidade do AT. Portanto, em nossos 

resultados, a maior expressão de OCN e a menor expressão de TRAP observada na 

área óssea cortical de ratas tratadas com OT, sugerem que a mineralização ocorreu 

com maior veracidade, elencando a possibilidade de osso mais maduro pela 

expressão de OCN. 

Diante disto, é válido destacar a importância da análise mais aprofundada do 

tecido ósseo por espectroscopia de Raman. A diminuição significante da razão 

𝛎1PO4/Prolina e a maior substituição do carbonato tipo B (CO3/𝛎1PO4) nos grupos At, 

Ot e At+Ot podem estar associadas a maior maturação óssea. Porém, a 

cristalinidade [𝛎1PO4/FWHM]-1 permaneceu inalterada, mostrando equilíbrio de 

rigidez. Portanto, estes resultados descrevem balanço positivo entre matriz orgânica 

e inorgânica sem influência na quantidade e deformações dos cristais, divergindo de 

parâmetros que ocorrem com o envelhecimento, como descrito por Boskey (2013), 

em que estas variáveis são aumentadas com a idade. Além do mais, neste mesmo 

estudo, foi descrito que a razão mineral/matriz e a cristalinidade estão aumentadas 

na osteoporose em humanos.  

Estudo transversal realizado por Breuil e colaboradores (2014), analisaram a 

concentração de OT, leptina e estradiol foram de 1097 mulheres na pós-menopausa 

e compararam com a DMO, incidência de fraturas e marcadores de renovação óssea 

(FAL). No subgrupo de mulheres com nível sérico indetectável de estradiol 

verificaram que o nível sérico de OT correlacionou positivamente com DMO na 

coluna vertebral, colo do fêmur, quadril e negativamente com marcadores 

remodeladores ósseos (FAL). No subgrupo de mulheres com estradiol elevado, a OT 

se correlacionou fracamente com a DMO do quadril e não com os marcadores 

ósseos. Isto descreve o perfil dos resultados de nosso estudo, uma vez que nossos 

animais, de acordo com a coleta do ciclo estral, apresentaram período de diestro 

persistente que apresenta a menor concentração de estrogênio circulante (NICOLA 
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et al., 2016; SRINGHETTA-GARCIA et al., 2017) junto com o aumento da FAL no 

grupo At. 

A análise DEXA do quadril e da coluna lombar é a ferramenta de diagnóstico 

mais utilizada para avaliar a osteoporose (MOYER; LE FEVRE; SIU, 2011). Nossas 

análises de densitometria óssea mostraram aumento da DMO no colo do fêmur e no 

fêmur total nos grupos At, Ot e At+Ot em relação ao grupo Veh. Um estudo realizado 

por Colaianni e colaboradores (2014b) mostrou aumento na DMO em animais 

tratados com OT, com possível sinalização na massa óssea mediada por estrogênio 

em camundongos, pois encontraram DMO inferior na coluna lombar e no fêmur após 

ovariectomia em camundongos e KO para OT (COLAIANNI et al., 2014a). A 

associação destes resultados mostra possível diferença cronológica no ciclo de 

remodelação óssea nos diferentes grupos experimentais. A maior atividade do FAL 

no grupo At sugere atraso no estágio de mineralização do tecido ósseo neste grupo 

de animais. Entretanto, o grupo de animais que recebeu OT, FAL não alterou 

atividade em relação ao grupo veículo e a DMO foi significativamente maior. Este 

resultado sugere maior mineralização do tecido, destacando a maior expressão de 

OCN nestes animais, que pode ter sido influenciada pela ação da OT. No grupo de 

animais que recebeu o OT após seu antagonista, a DMO foi ligeiramente menor, 

corroborando com as informações apresentadas acima. 

Além disso, durante o processo de envelhecimento, a perda de força 

muscular está associada à redução progressiva da massa muscular esquelética, 

relacionada à sarcopenia, fatores como aumento do tecido não-contratável, redução 

da capacidade de recrutamento neural e mudanças nas propriedades de contração 

muscular (SOUZA et al., 2017). Estudos de parâmetros bioquímicos plasmáticos e 

histológicos são fundamentais para descrever as ações da terapia utilizada em 

nosso estudo, porém para nós, também é importante conhecer o grau de 

recuperação funcional que esta terapia implica, pois estímulos mecânicos são 

fundamentais para garantir o desempenho do esqueleto humano, já que a carga 

mecânica resulta em ajustes no tamanho e forma do osso, aumentando sua força 

(KLEIN-NULEND; BACABAC, 2012). As avaliações funcionais são mais utilizadas 

em humanos quando comparadas à sua aplicação em animais, pois não são 

invasivas. Entretanto, buscando a influência da aplicação de Veh, AT, OT e AT+OT, 

avaliamos o estado funcional da marcha, utilizando análise de largura e 

comprimento, verificamos o padrão da caminhada dos animais. 
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Os animais do grupo Ot, mostraram resultados positivos na função muscular, 

em relação ao teste de marcha onde apresentaram em seu teste final, melhora após 

a intervenção em relação ao mesmo grupo em seu teste inicial e os outros grupos 

em seus testes finais. Nossos resultados de avaliação funcional no teste de marcha 

corroboram com estudos que descrevem que os dois hormônios neurohipofisários 

parecem regular positivamente a homeostase muscular em diferentes modelos: OT 

atuando em modelos de envelhecimento e ratos KO (ELABD et al., 2014), o que 

apoia a melhoria da função muscular obtida no grupo Ot. Os resultados verificados 

em animais que receberam AT ou AT+OT mostram a ação do AT, pois não permite o 

resgate feito pelo OT para manutenção da homeostase muscular. Os ratos Null OT e 

Oxtr desenvolveram obesidade e diminuição da massa muscular independente da 

ingestão de alimentos (SCHORR et al., 2017). A aparente sobreposição entre os 

efeitos observados por OT e vasopressina na regulação da diferenciação muscular e 

do trofismo pode depender do fato de que V1a-R e OT-R cruzam-se com seus 

hormônios, embora com afinidades diferentes. Estas considerações sugerem o 

potencial uso terapêutico de OT e vasopressina, juntamente com análogos mais 

seletivos e poderosos, em condições atróficas e de redução da massa muscular, 

como sarcopenia e caquexia, e como ferramenta em terapias adjuvantes contra 

distrofias musculares e doenças neuromusculares (ADAMO et al., 2019). 

No teste do labirinto em cruz elevada, nosso estudo mostrou em frequência 

variável, que nenhum dos tratamentos utilizados por nós mudou o número de 

entradas nos braços abertos e no centro do labirinto, e que os grupos tratados com 

Veh, AT e AT+OT reduziram o número de entradas nos braços fechados. Estes 

resultados indicam redução na exploração protetora e estado de "apatia", o que está 

relacionado ao aumento no comportamento do tipo ansioso. Estes resultados 

apoiam o estudo que diz que o aumento do estresse e da ansiedade são queixas 

comuns em mulheres perimenopausadas (FREEMAN et al., 2008). O grupo que 

recebeu OT não apresentou alterações significantes, sugerindo que a OT reverte o 

efeito e pode ser considerado fator de melhoria do comportamento ansioso ou efeito 

ansiolítico. 

Com relação aos resultados do tempo em cada espaço, o OT e o AT reduzem 

o tempo em braços abertos. Estudo de Marcondes e colaboradores (2001) mostra a 

influência do ciclo estral com o aumento da exploração de braços abertos no 

proestro, que é quando o estradiol se apresenta mais alto que o período do diestro, 
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(SMITH; FREEMAN; NEILL, 1975). Quanto ao tempo nos braços fechados, não 

houve resultados significantes. Por outro lado, o tempo passado no centro do 

labirinto mostrou diminuição nos grupos Veh e At, relacionando com aumento do 

comportamento ansioso, enquanto o grupo Ot não apresentou resultados 

significante, revertendo este comportamento. Nossos resultados descrevem que o 

modelo não leva ao aumento no comportamento do tipo ansioso. Os resultados 

relacionados aos braços fechados (exploração de proteção) e o tempo no centro do 

labirinto sugerem efeito ansiolítico do OT. Por outro lado, os dados de tempo nos 

braços abertos são controversos, pois o OT reduz o tempo, o que indica aumento no 

comportamento do tipo ansioso, o que corrobora com Szawka e colaboradores 

(2013), que relataram que o estradiol, a progesterona e seus metabólitos modulam 

os sistemas neurotransmissores, e estes estão envolvidos no controle central dos 

estados emocionais. E, como já descrito, nossos animais estavam em diestro 

persistente, portanto, baixo estradiol. 

Os resultados da atividade locomotora no labirinto e no teste de deambulação 

podem sugerir que os animais tratados com OT apresentaram melhor desempenho 

em comparação com todos os outros grupos, com diminuição do estado de 

ansiedade causado pela apatia apresentada pela diminuição locomotora. Com isso, 

o efeito ansiolítico da OT pode ser mais ativo opondo-se ao estado ansiogênico. 

Assim, embora a perimenopausa esteja associado ao aumento do risco de sintomas 

de ansiedade e mudanças de humor nas mulheres (FREEMAN et al., 2005), nossos 

resultados mostram que em ratas durante a periestropausa, a OT pode ajudar a 

melhorar este quadro. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Os resultados obtidos neste estudo mostram que a OT é importante para o 

ciclo de remodelação óssea de ratas senescentes, melhorando os parâmetros de 

densitometria óssea, melhorando os marcadores bioquímicos de remodelação 

óssea, defesa antioxidante, expressão de proteínas, densidade e propriedades 

físico-químicas, além do estado de ansiedade e parâmetros funcionais 

musculoesqueléticos. Portanto, os resultados deste estudo mostram que a OT óssea 

atua no ciclo de remodelação óssea, controlando a reabsorção óssea em ratas 

durante o período da periestropausa. Estes resultados mostram modulação da OT 

endógena no colo do fêmur, ação na prevenção da osteoporose primária durante a 

senescência e sugerem efeito ansiolítico da OT no período de periestropausa. 
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