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SILVA, R. A. S. Efeitos de trés diferentes métodos de treinamento fisico sobre os
biomarcadores do estresse oxidativo e qualidade 6ssea de ratas no periodo da
periestropausa. 2021. 74f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Odontologia,
Universidade Estatual Paulista, Aragatuba, 2021.

RESUMO

O sedentarismo associado a diminuigcdo da concentracdo plasmética de estrogénio
aumenta o estresse oxidativo e promove alteracbes na homeostase 0ssea,
culminando na osteopenia, que pode evoluir para osteoporose, aumentar a fragilidade
Ossea e o risco de fraturas. Assim, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar a
qualidade Ossea de ratas Wistar naturalmente envelhecidas, no periodo da
periestropausa submetidas a pratica de trés diferentes métodos de treinamento fisico.
Quarenta e oito ratas multiparas da linhagem Wistar com idade inicial de 18 meses
foram submetidas trés vezes por semana durante 120 dias a treinamento aerébio (TA,;
corrida em esteira), treinamento resistido (TR; subir escadas), treinamento
concorrente (TC; subir escadas + corrida em esteira) ou permanecer sedentario. Apés
o periodo experimental, aos 21 meses, foi realizado a coleta do material biologico para
analises. Os diferentes métodos de treinamento propiciaram reducdo de estresse
oxidativo, aumento no desempenho fisico, densidade mineral 6ssea, melhor
microarquitetura éssea, resisténcia mecanica, locomoc¢édo e deambulacdo de ratas
envelhecidas naturalmente durante o periodo da periestropausa. Além de confirmar
qgue o TR é boa estratégia de intervencgdo, verificamos também que a realizacdo de
TA e TC desencadeou beneficios importantes para a estrutura 6ssea e qualidade da
marcha, sendo alternativas de baixo custo financeiro e de facil acesso a comunidade,
que pode ser adotada como estratégia de prevencao de fraturas osteoporaoticas.

Palavras-chave: Perimenopausa. Envelhecimento. Osteoporose. Qualidade de vida.



SILVA, R. A. S. Effect of three different methods of physical training on oxidative
stress biomarkers and bone quality of female rats during the periestropause
period. 2021. 74p. Thesis (Master's degree) - Faculty of Dentistry, Sdo Paulo State
University, Aracatuba, 2021.

ABSTRACT

A sedentary lifestyle associated with a decrease in the plasma concentration of
estrogen increases oxidative stress and promotes changes in bone homeostasis,
culminating in osteopenia, which can progress to osteoporosis, increase bone fragility
and the risk of fractures. Thus, the present study aimed to evaluate the bone quality of
naturally aged Wistar female rats, in the period of peristropause, submitted to the
practice of three different methods of physical training. Forty-eight multiparous Wistar
rats with an initial age of 18 months were submitted three times a week for 120 days
to aerobic training (AT; treadmill running), resistance training (RT; stair climbing),
concurrent training (CT; stair climbing + treadmill running) or remain sedentary. After
the experimental period, at 21 months, the collection of biological material for analysis
was performed. The different training methods provided reduced oxidative stress,
increased physical performance, bone mineral density, better bone microarchitecture,
mechanical strength, locomotion and walking of naturally aged rats during the period
of periestropause. In addition to confirming that the RT is a good intervention strategy,
we also verified that the performance of AT and CT triggered important benefits for
bone structure and gait quality, being alternatives of low financial cost and easy access
to the community, which can be adopted as a prevention strategy for osteoporotic
fractures.

Keywords: Perimenopause. Aging. Osteoporosis. Quality of life.
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1 INTRODUCAO

O envelhecimento é processo fisiologico complexo, multifatorial, natural e
irreversivel, acompanhado do declinio das habilidades fisicas, funcionais e cognitivas,
de ordem sistémica. As proje¢des populacionais apontam para aumento significativo
do numero de idosos, que chegard a dois bilhdes de habitantes em 2050, onde as
mulheres estardo em maior nimero. No Brasil, dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2018), indicam que em 2060 a populacdo idosa
ultrapassara a quantidade de jovens de 0 a 15 anos, onde 67,2% da populacdo estara
fora da idade produtiva.

Os hormonios sexuais tém grande importancia no processo maturacao e
desenvolvimento de diversos nossos 6rgaos e sistemas nas diferentes fases da vida.
Alteracdes neuroenddcrinas propiciam o envelhecimento, como a diminuicdo
gradativa da atividade folicular ovariana resultando na cessacdo da ovulagédo no
organismo feminino (HALL, 2007). O climatério € a fase do envelhecimento que marca
a transicdo da fase reprodutiva para a fase nao reprodutiva, que abrange a pré-
menopausa (fase anterior do evento da menopausa), a perimenopausa (periodo
imediatamente anterior & menopausa), a menopausa (evento marcado pela
amenorreia por 12 meses consecutivos) e a pds-menopausa (periodo posterior ao
evento da menopausa), onde essas diferentes fases apresentam alteracbes
fisioldgicas distintas (BLUMEL et al., 2014; IMS, 2021; WHO, 1996).

A partir dos 29-30 anos de idade as mulheres experimentam alteracbes
graduais nas concentra¢cdes hormonais, como o aumento do hormdnio foliculo
estimulante (FSH) e do horménio luteinizante (LH) e reducéo das concentracdes de
estradiol. Essas alteracbes vao se potencializando e culminam com o cessar dos

ciclos menstruais, como sinais e sintomas caracteristicos da menopausa (ondas de
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calor, sudorese, insonia, dor musculoesquelética, fadiga, formigamento) (BLUMEL et
al., 2014). A diminuicdo da densidade mineral 60ssea e a osteoporose, doenca
cardiaca coronaria, aumento do estresse oxidativo, doenca de Alzheimer, depressao,
ansiedade, sdo ocorréncias que poderao comprometer as atividades de vida diarias e
qualidade de vida destas mulheres (TAECHAKRAICHANA et al., 2002; ZHANG et al.,
2014). Essas alteracdes hormonais também podem serem observadas no modelo
animal de ratas Wistar, o que faz deste um 6timo modelo para o estudo dos efeitos
destas alteracdes (FERREIRA et al., 2015; NICOLA et al., 2016, 2021).

Assim como demonstrado por Bonaccorsi e colaboradores (2018), as
disfuncbes enddcrinas, alteracdes do tecido muscular e a instalacdo do estresse
oxidativo formam ciclo negativo e altamente prejudicial (Fig. 1), podendo ser
precursores e agentes intensificadores de doencas e sindromes, como a osteoporose
e a sarcopenia, comumente observadas no periodo do envelhecimento

(BONACCORSI et al., 2018; LANE; HILSABECK; REA, 2015).

Figura 1 — Menopausa, estresse oxidativo e osteoporose
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Fig. 1 — Relacéo de causa-efeito entre o declinio do estrogénio, estresse oxidativo e osteoporose pos-
menopausa. Adaptado do artigo “Oxidative stress as a possible pathogenic cofactor of post-menopausal
osteoporosis: Existing evidence in support of the axis oestrogen deficiency-redox imbalance-bone loss”,
de Bonaccorsi et al., (2018). Abreviac@es: E2 (estrogeno); EROs (Espécie Reativa de Oxigénio).

As células estromais da medula 6ssea sao progenitoras somaticas da linhagem
mesenquimal, e essas células tem a capacidade de se diferenciar em osteoblastos e

condrocitos. A disfungdo mitocondrial, reduz a capacidade oxidativa, aumenta o
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extravasamento de espécies reativas de oxigénio (EROs), reduz a producdo de
enzimas antioxidantes, desfavorecendo os osteoprogenitores, por outro lado, o
aumento de EROs circulante favorece a diferenciacdo de células osteoclasticas,
favorecendo a instalacéo da osteoporose (BIANCO et al., 2013; CALLAWAY; JIANG,
2015; HOLLENBERG et al., 2020).

A osteoporose € doenca esquelética/metabdlica multifatorial, em que a
reabsorcdo 6ssea promovida pelos osteoclastos e ndo compensada pela formacao
Ossea osteoblastica resulta na deterioracdo da microarquitetura 6ssea (FOGER-
SAMWALD et al., 2020; LI et al., 2020). Atualmente, a osteoporose afeta mais de 200
milhdes de mulheres e causa mais de 8,9 milhdes de fraturas anualmente, sendo a
mais recorrente a fratura de quadril. Os dados estatisticos mundiais revelam obito de
740.000 pessoas/ano em decorréncia das fraturas 6sseas, sendo 75% em mulheres
(GULLBERG; JOHNELL; KANIS, 1997; JOHNELL; KANIS, 2004, 2006; KANIS, 2007).

As fraturas causam grande impacto na qualidade de vida desses individuos,
como o aumento da dependéncia, aumento de reclusdo em casas de repousos, maior
inatividade, maior frequéncia e tempo de internacdes, relato frequente de dores, além
das altas taxas de morbidade e mortalidade, sendo superior & 20% no primeiro ano
apos fratura (CENTER et al., 1999; REID, 2020). Além do sofrimento dos individuos e
familiares afetados diretamente pela doenca, a osteoporose promove gastos colossais
do poder publico, em 2018 os gastos de quatro paises latino-americanos (Brasil,
México, Coldmbia e Argentina) foi estimado em 1,17 bilhdo de délares (AZIZIYEH et
al., 2019). Em paises desenvolvidos, como Estados Unidos e Reino Unido, esse
namero é ainda mais assustador, chegando em 63,23 bilhdes de dolares (LEWIECKI

et al., 2019). Conforme 0 exposto, € evidente a urgéncia de conhecimentos sobre
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mecanismos para prevencao de osteoporose bem como implementacéo de politicas
publicas para a prevencéo de fraturas osteoporaoticas.

A prética do exercicio fisico tem sido descrito como agente antagdnico de
diversas doencas, atuando de forma preventiva, corretiva e/ou retardando a
velocidade de evolucdo de doencas irreversiveis, propiciando assim melhor saude e
qualidade de vida aos seus praticantes, no entanto, o exercicio fisico ainda &
subutilizado como método preventivo (BENEDETTI et al., 2018; CHEKROUD et al.,
2018; CHODZKO-ZAJKO et al., 2009; MAZZEO et al., 1998; NELSON et al., 2007;
PEREIRA et al., 2020; PINHEIRO et al., 2020; WATSON et al., 2018). Em contraponto,
o sedentarismo favorece a reducéo da qualidade 0ssea, além de aumentar o risco de
guedas e fraturas em adultos mais velhos (MCMICHAN et al., 2021; RUNGE et al.,
2004; STATTIN et al., 2021).

Entre as modalidades de exercicio fisico destacamos o treinamento de forca, o
qual tem sido empregado como agente profilatico de diversas doencas e patologias,
como a osteoporose, sarcopenia, cancer, depressao, hipertensdo e diabetes
(HURLEY; HANSON; SHEAFF, 2011; KRASCHNEWSKI et al., 2016). E o tipo de
exercicio que exige contracdo, que pode ser isométrica (sem movimento articular) ou
isotdnica (com movimento articular), contra resisténcia (pesos livres, aparelhos,
elasticos, molas ou o peso do préprio corpo) e é caracterizado por menor volume e
maior intensidade (FLECK; KRAEMER, 2017).

E consenso na literatura que exercicios com sobrecarga, como o treinamento
resistido (TR), € capaz de promover estimulos osteogénicos devido ao aumento do
estresse mecanico. Esse efeito osteogénico parece ser maior em individuos que
praticam exercicios de sobrecarga que envolva grande forca muscular, do que

agueles com menor ou baixa sobrecarga, como a natacdo, uma vez que a DMO é
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menor nestes individuos (MENKES et al.,, 1993). Os estimulos osteogénicos
decorrentes do aumento do estresse mecanico reduzem a perda de massa,
proporcionam osteoblastogénese (BOSKEY; COLEMAN, 2010) e atuam na
manutencdo da DMO (MENKES et al.,, 1993). Stengel e colaboradores (2005)
demonstraram que mulheres na pos-menopausa que realizaram exercicios fisicos que
envolvem a geracdo de grande forgca muscular, apresentam melhor DMO do que as
mulheres que nédo realizaram exercicio fisico ou realizaram exercicios fisicos com
menor impacto.

Estudo prévio de nosso grupo, realizado com ratas na periestropausa inicial (14
a 18 meses), em que a concentracdo de estrogeno foi abruptamente diminuida pela
ovariectomia (OVX), demonstrou que o tratamento com Raloxifeno (1mg/Kg/dia) ou
TR atuaram na prevencdo de perda de massa 6ssea e na modulacdo do ciclo de
remodelamento dsseo; entretanto, a combinacdo de TR associado ao uso de
Raloxifeno ndo desencadeou beneficios aditivos (STRINGHETTA-GARCIA et al.,
2016). Outros estudos realizados em nosso laboratorio, com ratas intactas na
periestropausa evidenciaram os efeitos benéficos do TR em estruturas ésseas destes
animais (PERES-UENO et al., 2020; SINGULANI et al.,, 2017; STRINGHETTA-
GARCIA et al., 2017).

Outra intervencdo amplamente utilizada € o treinamento aerébio (TA), cuja a
pratica de no minimo 150 minutos semanais de atividade em intensidade moderada
ou 60-70 minutos de atividades intensas durante a semana é recomendado pela
organizacdo mundial da saude (OMS) e colégio americano de medicina esportiva
(ACSM). A realizacdo indicada destes exercicios pode reduzir o risco de doenga
cronica, mortalidade prematura, limitagdes funcionais e deficiéncias, além de auxiliar

no tratamento de doencas como a fibromialgia, depressdo diabetes e doenca de
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Alzheimer (CHODZKO-ZAJKO et al., 2009; HAUSER et al., 2010; MORRIS et al.,
2017; NELSON et al., 2007; SMITH et al., 2010; WHO, 2010).

O exercicio aerobio refere-se a toda atividade que requer oxigénio por periodo
prolongado, utilizando-se de varios grupamentos musculares, que agem de maneira
ritmica durante todo o periodo exigido, como caminhadas corridas, natacao, danca,
entre outros (COOPER, 1982; NELSON et al., 2007). Zhang e colaboradores (2014)
avaliaram a qualidade de vida relacionada a saude de 154 mulheres com idade entre
40 e 55 anos, e concluiram que o exercicio aerdbio pode reduzir substancialmente a
maioria dos sintomas da perimenopausa. Revisdo realizada para analise da eficacia
de exercicio fisico com ratas em esteira, mostrou que esta modalidade de exercicio
propicia aumento de massa 6ssea em ratas jovens e adultas. Os autores verificaram
também acdo de prevencdo para perda 6ssea apds a ovariectomia e aumento de
massa e resisténcia 0ssea em ratas osteopénicas, principalmente em 0ssos longos
apendiculares. Entretanto, quando o exercicio foi descontinuado, ocorreu perda dos
beneficios 6sseos (IWAMOTO; TAKEDA; SATO, 2005).

O treinamento concorrente (TC) é outra metodologia onde sdo empregados
dois tipos distintos de atividades no mesmo programa, sendo mais comumente
utilizados o treinamento de forca e a corrida em esteira. Este tipo de treinamento tem
obtido resultados benéficos a saude, como a reducao da resisténcia a insulina, melhor
controle da diabetes tipo 2, melhora da limitag&o funcional, melhora na velocidade de
marcha e forca de membros inferiores em idosos, no entanto, ainda sdo vagos 0s
dados sobre os efeitos sobre o metabolismo 6sseo (DAVIDSON et al., 2009; SIGAL
et al., 2007; SILVA et al., 2012; TIMMONS et al., 2018). Em estudo realizado com
idosos obesos, utilizando o treinamento concorrente, Armamento-Villareal e

colaboradores (2020) observaram que o treinamento de forca foi eficaz para o
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aumento da DMO destes individuos, apesar de nao ter diferencas significantes em
relacdo aos marcadores do turnover 6sseo (ARMAMENTO-VILLAREAL et al., 2020).

Existem incontaveis metodologias de treinamentos e talvez por isso, ainda nédo
temos consenso a respeito da melhor metodologia a ser aplicada como método
profilatico a osteoporose (ARMAMENTO-VILLAREAL et al., 2020; PEREIRA et al.,
2020; WATSON et al., 2018), porém diante da proporcao epidémica que esta doenca
atingiu, faz-se necessério encontrar estratégias eficientes e de facil acesso a grande
massa para a prevencdo de fraturas osteoporéticas e suas mazelas associadas.
Nossa hip6tese é que o TC promove efeitos positivos sobre a qualidade 6ssea, de

forma superior aos treinamentos isolados.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar o estresse oxidativo, qualidade de marcha e qualidade 6ssea de ratas
Wistar no periodo da periestropausa, submetidas a pratica de trés diferentes métodos

de treinamento fisico.

2.2 Objetivos especificos

e Analisar 0 estresse oxidativo e defesa antioxidante dos diferentes tipos de
treinamento;

e Analisar as respostas da qualidade 6ssea, frente aos diferentes métodos de treino,
através dos testes de densitometria 6ssea, microtomografia 6ssea e ensaio
mecanico.

e Analisar as respostas comportamentais como locomo¢do em campo aberto e

qualidade de marcha,;
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e Verificar efeito do exercicio fisico no periodo bioldgico nas variaveis analisadas
anteriormente;
e Verificar, neste estudo, se algum dos métodos de treinamento fisico apresenta

resultado superior ao outro.

3 METODOLOGIA

3.1 Animais

Todos os procedimentos foram aprovados (Protocolo 00826-2018) pelo Comité
de Etica da Faculdade de Odontologia de Aracatuba (Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” — UNESP, Aracatuba, SP, Brasil). Todos os animais foram
criados e transportados nas condicdes especificadas na Lei brasileira 11.794/2008 de
Bem-Estar Animal e estdo de acordo com o guia brasileiro de producédo, manutencgao
ou utilizacdo de animais em atividade de ensino ou pesquisa cientifica do conselho
nacional de controle de experimentagéao animal (CONCEA).

Quarenta e oito ratas multiparas da linhagem Wistar (Rattus norvergicus
albinus) foram mantidas, desde os 12 meses, no biotério do departamento de ciéncias
basicas da Faculdade de Odontologia de Aracatuba. Os animais foram alojados em
gaiolas coletivas (4 animais por caixa) em sala com controle de temperatura (22°C *
2), umidade (55% = 10%) e ciclo claro/escuro invertido de 12:12 horas, com inicio da
fase escura as 07h00. Os animais tiveram livre acesso a agua e ragdo (Presence®
Ratos e Camundongos, Paulinia, SP, Brasil). As caracteristicas gerais de salde dos
animais foram monitoradas diariamente e com supervisdo de médico veterinario.
Com excegéo da coleta do ciclo estral, todos os procedimentos foram realizados
durante a fase escura do animal, sob luz de LED (light-emitting diode) de baixa

intensidade (menor do que 1 LUX) vermelha.
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3.2 Determinacado dos grupos de trabalho e critério de incluséo e

exclusao

O esfregaco vaginal de ratas com 17 meses foi analisado a fresco, ao
microscopio Optico durante 2 semanas, para verificacdo das fases do ciclo estral
(LONG; EVANS, 1922) e confirmacao do periodo de irregularidade, com periodo longo
em diestro (FERREIRA et al., 2015; NICOLA et al., 2016). ApGs a confirmacédo da
irregularidade do ciclo estral, foi verificada a aderéncia das ratas ao treinamento fisico,
afim de minimizar diferencas entre os niveis de estresse diante ao exercicio e inclusao,
em todos 0s grupos experimentais, somente dos animais que realizaram o exercicio

fisico durante o periodo de familiarizacéao (Fig. 2).

Figura 2 — Delineamento experimental

Coleta do ciclo estral; Testes de Testes de
Teste de aderéncia ao desempenho desempenho
exercicio; (CCVM e TIV); (CCVM e TIV);
Formagao de grupos. Reajuste de carga. Reajuste de carga.
17 18 19 20 21
Meses } Meses } Meses } Meses | Meses J
Teste de deambulagao; ox ool Lot o
Testes de desempenho (CCVM & TIV): (CCVM e TIV):
(CCVM e TIV). : Soe
Reajuste de carga. Eutanasia.

Fonte: Elaborado pelo autor (2021)

Fig. 2 — Delineamento experimental resumido. Abreviacdes: CCVM (Teste de Capacidade de
Carregamento Voluntario Maximo); TIV (Teste Incremental de Velocidade).

Foram incluidos nos grupos experimentais 0s animais que escalaram a escada
(equipamento utilizado para a realizagéo do treinamento resistido) e realizaram corrida
em esteira (equipamento utilizado para a realizacdo do treinamento aerdbio) com

classificacdo adequada, sendo animais considerados aderentes ao exercicio fisico,
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durante o periodo de familiarizacdo. Os animais ndo aderentes ao exercicio fisico
foram excluidos do estudo. Ao fim do processo de inclusdo e excluséo, as ratas foram
distribuidas aleatoriamente em quatro grupos:

Ratas aderentes e ndo submetidas ao treinamento fisico (NT), n=12

Treinamento Aerébio (TA), n=12

Treinamento Resistido (TR), n=12

Treinamento Concorrente (TC), n=12

3.3 Protocolo de treinamento fisico
3.3.1 Treinamento Aerdbio

A familiarizacdo na esteira das ratas do treinamento aerébio (TA) (Fig. 3) foi
realizada por trés dias consecutivos, por 10 minutos/dia em velocidade de 6 metros
por minuto (m/min) (NOKIA et al., 2016). Apos a familiarizacdo, as ratas tiveram 24
horas sem atividades e posteriormente realizaram o teste incremental de velocidade
(TIV) proposto por Picoli e colaboradores (PICOLI et al., 2018) a fim de determinar a
velocidade de trabalho de cada animal estando associado com o VO2 maximo. O teste
consistiu em periodo inicial de aguecimento com duracdo de 5 minutos a velocidade
de 6 m/min. Posteriormente, a velocidade foi aumentada para 11,4 m/min seguido por
acréscimo de 54 m/min a cada 3 minutos de corrida até atingir a exaustao,
caracterizada pela incapacidade do animal continuar por mais de 10 segundos,
chegando assim ao VO:2 pico (PICOLI et al., 2018). A inclinagéo foi mantida em 0°. O
programa de treinamento foi realizado em sessdes de 40 minutos ininterrupto, a 70%
do VOz2 pico obtido no teste incremental, caracterizando a utilizagado predominante da

via aerébia (DE MELO MONTENEGRO et al., 2012) por trés vezes na semana durante
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o periodo de 120 dias. A cada quatro semanas de treino foi realizado novo teste
incremental de velocidade maxima, a fim de adequar a intensidade do exercicio.

Para o protocolo do exercicio aerébio, foi adotada escala em que o
desempenho do animal na esteira € pontuado com score de 1 a 5 (DISHMAN et al.,
1988; HENRIQUE et al., 2018):

1= 0 animal se recusa a correr;

2= corrida sem constancia (corre e para ou corre em direcao errada);

3= corrida irregular;

4= corrida boa (ocasionalmente corre na parte de tras da esteira);

5= corrida excelente (corre permanentemente na parte da frente da esteira).

Figura 3 — Esteira ergométrica utilizada em treinamento

Fig. 3 — Esteira composta por quatro baias utilizadas durante a realizacéo do treinamento aerébio e
do treinamento concorrente.

3.3.2 Treinamento Resistido

Os animais do grupo treinamento resistido (TR) realizaram a escalada em
escada (Fig. 4) [1.13 x 0.18 m, 2 cm, com angulacdo de 80°, area de descanso no
topo [(20 x 20 x 20 cm de diametro)] (HORNBERGER JR.; FARRAR, 2004;
SINGULANI et al., 2017; STRINGHETTA-GARCIA et al.,, 2016), trés vezes por
semana durante 120 dias. Na primeira semana do 18° més, 0s animais passaram
pela habituagcdo a escada. No dia 1 da segunda semana a capacidade de

carregamento voluntario maximo (CCVM) de cada animal foi avaliada com uso de
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tubos e esferas de acos acoplados a cauda do animal. Para avaliar a CCVM, o peso
inicial da carga foi correspondente a 75% do peso corporal do animal, e a cada nova
subida (a cada subida o animal tinha 3 minutos de descanso) eram acrescidas 30
gramas de peso. Este procedimento foi realizado até que o animal ndo completasse
uma repeticdo completa e assim, o peso obtido na subida completa anterior era
considerado a CCVM, e base para calculo da forca maxima utilizada durante o periodo
de treino. Apods 48 horas da realizacao do teste de CCMV, os animais realizavam a
escalada na escada.

Durante 120 dias, os animais do grupo TR realizaram trés vezes por semana a
escalada na escada, em dias alternados. Cada sesséo de treino consistia em 10 séries
(escaladas completas na escada) e 3 minutos de intervalo entre as séries. Durante a
primeira semana foi utilizada como carga de treino 60% da carga obtida na CCVM,
aumentada para 70% na segunda semana e 80% na terceira semana. A partir da
guarta semana de treino até o final do periodo experimental foi utilizada a carga de
treino de 80% da CCVM, sendo que esta era reavaliada mensalmente para
readequacéo da CCVM.

Figura 4 — Escada utilizada em treinamento

Fig. 4 — Modelo de escada utilizado durante a execuc¢éo de treinamento de forga e treinamento
concorrente.
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3.3.3 Treinamento Concorrente

A familiarizacdo foi realizada durante trés dias consecutivos, na semana
anterior ao inicio do programa. Esta foi composta pela escalada na escada sem carga
e corrida na esteira ergométrica por 10 minutos com velocidade de 6 m/min. Apés o
passar destes trés dias foi concedido um dia de descanso e ao término deste periodo,
foi aplicado o teste de CCVM e apds 24 horas foi realizado o TIV, seguindo 0s mesmos
protocolos descritos anteriormente. O programa foi composto pela execucdo do
treinamento resistido e treinamento aerdbio, sendo executados nesta respectiva
ordem, realizados trés vezes na semana (terca, quinta e sdbado) durante 120 dias. O
treinamento resistido foi realizado por escalada na escada em 5 séries (escaladas
completas na escada) inicialmente a 60% da CCVM, sendo elevado 10% a cada
semana até alcancarmos a carga de trabalho definitiva de 80% da CCVM.
Imediatamente ap0s a fase anaerdbia as ratas foram colocadas na esteira ergométrica
dando inicio a fase aerobia, sendo esta composta por 20 minutos (ininterruptos) de
corrida & 70% VO: pico. A partir da quarta semana foram realizados novos testes de

CCVM e de velocidade na esteira, sendo repetidos a cada quatro semanas.

3.4 Teste comportamental

O conjunto de teste para analise comportamental foi realizado antes do inicio
de cada protocolo de treinamento (18 meses) e ao final dos treinamentos (21 meses),
todos os testes foram realizados na fase escura do animal, com ambiente iluminado

por luz vermelha de baixa intensidade (menor que 1 LUX).

3.4.1 Avaliacéo da Atividade Locomotora em Campo Aberto
O aparelho foi feito de MDF (fibra de média densidade) com férmica branca

cercada por paredes brancas (40 cm de altura). A base de 100 cm x 100 cm foi dividida
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por linhas pretas em 25 quadrados de 20 cm x 20 cm, em ambiente iluminado por LED
vermelho de baixa intensidade. Cada rata foi colocada no centro do aparato e os
seguintes comportamentos foram registrados por 5 min: locomocgao periférica
(adjacente as paredes), locomocao central (aléem das paredes) e tempo gasto no
centro do aparelho, a fim de verificar o grau de locomoc¢do ou comportamento
sedentario do animal. O aparelho foi limpo com solucdo de etanol a 5% apos cada
teste. Uma camera (Logitech® C270) posicionada acima do aparelho registrou os
testes e os comportamentos quantificados por observador treinado. Os métodos de
limpeza e registro foram idénticos para todos os testes. Foi realizado uma sesséo de
habituacdo de 5 minutos e uma sessao principal de 5 minutos com intervalo entre elas

de 1 hora (MAZUR et al., 2017; PRUT; BELZUNG, 2003).

3.4.2 Teste de Deambulacéao

O teste de deambulacdo possibilita avaliacdo funcional da marcha de
roedores e indicativo do estado da fungdo muscular esquelética (KENNEL et al.,
1996). Neste teste, as patas traseiras dos animais foram colocadas em contato com
tinta (guache) atoxica da cor preta e em seguida, 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 caminharem por trés tentativas.
Antes de terem as patas pintadas, os animais caminharam pela caixa trés vezes
(ambientacdo). Em seguida, o comprimento da passada foi mensurado. Os dados
foram obtidos previamente (18 meses de idade) e ao fim do periodo experimental (21

meses de idade).

3.5 Coleta do material bioldgico
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Apos os 120 dias de treinamento e dos testes comportamentais finais, 0s
animais foram decapitados e a coleta sanguinea foi realizada para dosagem
plasmatica de marcadores de estresse oxidativo e metabdlicos. Apos coleta
sanguinea, o Utero, ovarios e tibias foram retirados e os pesos registrados; os fémures
foram coletados e armazenados em solucdo de NaCl 0,9% em freezer -20 °C. O peso

corporal dos animais foi registrado mensalmente durante o periodo de treinamento.

3.6 Andlise bioquimica

A coleta do sangue foi realizada por decapitacdo apds 48 horas da ultima
sesséo de treinamento. O sangue foi centrifugado (3000 rpm; 15 min; 4 °C) e o plasma

foi fracionado e armazenado em freezer a -80 ° C para posterior analise bioquimica.

3.6.1 Fosfatase Acida Resistente ao Tartarato e Fosfatase Alcalina

A atividade enzimatica da fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP), pelo
método colorimétrico adaptado (GRANJEIRO et al., 1997; JANCKILA et al., 2005), foi
fornecida a 37 °C em acetato de sodio (pH 5,8), contendo 5 mmol/L do substrato p-
nitrofenilfosfato na presenca de 50 mmol/L tartarato de sédio e 1 mmol/L p-
hidroximercuribenzoato, inibidor de fosfatases &cidas de baixo peso molecular
(LAIDLER; TAGA; VAN ETTEN, 1982; LAU et al., 1987), (p-HMB, Sigma, St. Louis,
EUA). A formacédo de pnitrofenil (p-NP) foi fornecida colorimetricamente pela leitura
da absorbancia a 405 nm, usando o coeficiente de extingdo molar de 18.000 M- cm-
1. A atividade residual correspondente a TRAP foi expressa em Unidades
Internacionais (U/L), onde uma unidade corresponde a quantidade necessaria de
enzima que catalisa a transformagéo de 1 umol de substrato por minuto, por litro de
plasma. A analise bioquimica da FAL (Fosfatase alcalina) plasmatica também foi

realizado pelo método colorimétrico adaptado (GRANJEIRO et al., 1997). A atividade
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enzimatica foi fornecida a 37 °C em tampao glicina (pH 9,4), contendo 2,0 mmol/L do
substrato p-NPP e 2,5 mmol/L de cloreto de magnésio Sigma, St. Louis, EUA). A
formacéo de p-NP foi fornecida colorimetricamente pela leitura da absorbancia a 405
nm, usando o coeficiente de extincdo molar de 18.000 M1 cm™. A atividade enzimatica

da FAL foi expressa em UJL.

3.6.2 Lactato

A Desidrogenase Lactica (LDH) catalisa a oxidacdo do L-Lactato a Piruvato,
com consequente reducdo do NAD* a NADH. As andlises foram realizadas com o kit
comercial (K084-2-lactato-50 mL), adquiridos da Quibasa Quimica Basica Ltda (Santa
Branca — Belo Horizonte/MG, Brasil). A concentracdo de L-Lactato foi medida pelo
aumento da absorbancia a 340 nm, a partir da formacdo de NADH para a
determinacdo da concentracdo plasmatica de lactato (DOS SANTOS et al., 2018).
Todos os procedimentos seguiram as orientacdes recomendadas pelo fabricante.

L-Lactato + NAD* LPH_ Piruvato + NADH + H*.

3.6.3 Lactato Desidrogenase (LDH)

As analises foram realizadas com kit comercial (k014-2 desidrogenase latica
Idh uv - 50 mL), adquiridos da Quibasa Quimica Basica Ltda (Santa Branca — Belo
Horizonte/MG, Brasil). A atividade da LDH no sobrenadante foi determinada
enzimaticamente, catalisada na interconversao de piruvato e lactato na presenca de
NADH. A reducgdo na absorbéncia a 340 nm, resultante da oxidacdo do NADH, foi
proporcional a atividade do LDH na amostra (DOS SANTOS et al., 2018; HUIJGEN et
al., 1997). Todos os procedimentos seguiram as orientacdes recomendadas pelo

fabricante.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/lactic-acid
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3.6.4 Determinacdo da Atividade da Aminotransferase (AST) e Alanina

Aminotransferase (ALT)

Os kits comerciais, transaminase ALT cinética (k 049) e transaminase AST
cinética (k 048) foram adquiridos da Bioclin®, Quibasa Quimica Basica Ltda (Santa
Branca — Belo Horizonte/MG, Brasil), cujas metodologias foram baseadas nos
protocolos adaptados de Karmen (1955) e Henry et al.,, (1960). A ALT catalisa
especificamente a transferéncia do grupo amina da alanina para o cetoglutarato com
formacao de glutamato e piruvato. Este ultimo é reduzido a lactato por acdo da lactato
desidrogenase, enquanto a coenzima NADH € oxidada a NAD*. A reducdo da
absorbancia em 340 nm, consequente da oxidacdo da coenzima NADH, é monitorada
colorimetricamente, sendo diretamente proporcional a atividade da ALT no plasma. A
AST catalisa especificamente a transferéncia do grupo amina do acido aspartico para
o cetoglutarato com formacéao de glutamato e oxaloacetato. O oxaloacetato é reduzido
a malato por acdo da malato desidrogenase, enquanto a coenzima NADH é oxidada
a NAD. A reducéo da absorbancia em 340 nm, consequente da oxidacao da coenzima
NADH, é monitorada colorimetricamente, sendo diretamente proporcional a atividade
da AST no plasma. As atividades da ALT e AST foram expressas em U/L (DOS

SANTOS et al., 2018; HENRY et al., 1960; KARMEN; WROBLEWSKI; LADUE, 1955).

3.6.5 Concentracdo de Proteina Total (PT)
A concentracdo de PT foi determinada usando o método de Hartree-Lowry
(HARTREE, 1972), usando albumina de soro bovino como padr&o. As concentragfes

plasmaticas de PT foram utilizadas para normalizacdo das atividades das enzimas.

3.6.6 Parametros de Estresse Oxidativo
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A peroxidacéo foi realizada pela dosagem de TBARS (BUEGE; AUST, 1978).
O sobrenadante foi agitado suavemente com a mistura de reacdo contendo 15% (p/
v) &cido tricloroacético, acido tiobarbittrico 0,67% (p/v) e HCI 0,25 mol / L. As amostras
foram incubadas em banho-maria a 95 ° C por 45 minutos e depois resfriadas em gelo.
Finalmente, as amostras foram centrifugadas a 1000 x rpm durante 10 minutos. Apos
a centrifugacdo, o TBARS no sobrenadante foi determinado a 532 nm em leitor de
microplaca (Biotek Powerwave 340, EUA). A guantidade de aldeidos formados foi
calculado usando seu coeficiente de extingdo (€532 = 1,56 x 105 M1 cm) e expresso

como pmol / L.

3.6.7 Capacidade Antioxidante Nao Enzimatica

A capacidade antioxidante total (TAC) foi determinada
espectrofotometricamente usando o ensaio FRAP, conforme descrito anteriormente
por Benzie e Strain (1996) com base em a reducdo de Fe3* para Fe?* que é quelatado
por 2,4,6-tri (2-piridil) -s-triazina (TPTZ) para formam o complexo Fe?* -TPTZ com
absorbancia maxima a 593 nm (BENZIE; STRAIN, 1996). Os resultados foram
calculados usando curva padrao construida com diferentes concentracdes de FeSOa.
As concentracdes plasmaticas de GSH (glutationa) foram medidas de acordo com o
método de Beutler et al.,, (1963), usando &cido cloridrico para precipitacdo de
proteinas e acido 5'-5'-ditio-bis-2-nitrobenzdico para desenvolvimento de cor
(BEUTLER; DURON; KELLY, 1963). As concentracfes de AU (acido arico) foram
medidas com kit comercial (Labtest, Brasil). A uricase foi usada no ensaio para
transformar o AU em alantoina e peréxido de hidrogénio (H202). Na presenca de
peroxidase, o peroxido de hidrogénio reage com 4-aminoantipirina e 3,5-dicloro-2-
hidroxi-benzenossulfonato de sddio, formando o cromogeno antipirilqguinonimina

(TRIVEDI et al.,1978).
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3.6.8 Atividade Antioxidante Enzimatica

A atividade de SOD (superoxido dismutase) foi determinada
espectrofotometricamente (420 nm) medindo a inibicdo da taxa de autoxidacdo de
pirogalol em 50 mmol / L de tampé&o Tris-HCI (pH 8,2), contendo 1 mmol / L de DTPA.
Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima necesséria para inibir
a taxa de autoxidacdo do pirogalol em 50% (MARKLUND; MARKLUND, 1974). A
atividade da CAT (catasale) foi determinada espectrofotometricamente (240 nm)
medindo a taxa de decomposi¢éo do peréxido de hidrogénio em 50 mmo/L de tampao
de fosfato de potassio (pH 7,0) (AEBI, 1984). As unidades de atividade enzimatica
foram determinadas usando o coeficiente de extingcdo molar de H202 (€240 = 0,0394
mM- cm1). Uma unidade de atividade CAT foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para decompor 1 mmol de perdxido de hidrogénio por 1 minuto. Azida de
sodio foi usada para bloquear a atividade da catalase. A atividade da GPx (glutationa
peroxidase) foi avaliada em ensaio acoplado com a oxidacao catalisada por glutationa
redutase (GR) de NADPH usando terc-butil hidroperéxido como substrato (WENDEL,
1981). A atividade da enzima foi determinada espectrofotometricamente monitorando
o desaparecimento de NADPH a 340 nm em meio contendo tampéao fosfato de sédio
50 mmol/L (pH 7,5), EDTA 1 mmol/L, NADPH 0,1 mmol/L, azida de s6dio 0,4 mmol/L,
0,1 U/mL GR, 1 mmol/L GSH, 0,5 mmol/L terc-butil hidroperéxido e homogenatos de
tecido. Um U da atividade da GPx foi definido como 1 mmol de NADPH consumido

por minuto, usando o coeficiente de extingdo molar NADPH (£340 = 6,2 mM™t cm™).

3.6.9 Melatonina
Para as medicbes de melatonina no plasma, foi utilizado kit Ensaio
Imunoabsorvente Enziméatico (ELISA) comercial do fabricante LSBio® (MyBioSource).

A placa foi pré-revestida com anticorpo melatonina geral. A melatonina presente na
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amostra € adicionada e se liga aos anticorpos que revestem 0S pocos, € entdo o
anticorpo melatonina biotinilado é adicionado e se liga a melatonina na amostra. Em
seguida, estreptavidina-HRP €& adicionada e se liga ao anticorpo de melatonina
biotinilada. ApGs a incubacao, a estreptavidina-HRP néo ligada é eliminada durante
uma etapa de lavagem. A solucdo de substrato é entdo adicionada e a cor se
desenvolve em proporcédo a quantidade de melatonina geral. A reacdo é terminada
pela adicdo de solucdo de parada acida e a absorbancia é medida a 450 nm

(MYBIOSOURCE, 2015).

3.7 Microtomografia computadorizada (Micro-CT)

Os fémures foram escaneados por micro-CT Skyscan 1272 (Skyscan,
Aartselaar, Bélgica) e conduzidos com filtro de aluminio de 0,5 mm, rotac&o de 180 °,
degrau de 0,5 °, 70 kV e configuracdo de 142 mA. O fémur total foi escaneado com
resolucdo de pixel de 8 um, resultando em 600 fatias de uCT por espécime. As
imagens foram reconstruidas usando o software NRecon (SkyScan, Leuven, Bélgica)
e o software CTAN (Bruker-microCT), versao 2.2.1, foi utilizado para a determinacao
do limiar ideal dos histogramas de imagem e foi definido para delimitar o0 0sso com
mineralizacao baixa (1-120) do tecido altamente mineralizado com osso cortical (121-
255) para analise tridimensional (3D). O mesmo limite foi usado em todos os volumes
de amostra de interesse (VOI). Os parametros analisados para o 0sso do colo do
fémur: Parametros corticais: area do osso cortical (Ct Ar; mm?), porcentagem de
porosidade cortical (Ct.Po; %), momento polar de inércia (J, mm#) e momento polar
maximo e minimo de inércia (I max e | min; mm#). Parametros trabeculares: fracédo de
volume 6sseo (BV/TV;%), indice de modelo de estrutura (SMI), densidade de

conectividade (Conn.Dn, 1/mm?3), numero trabecular (Tb.N; 1/mm), separacéo
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trabecular (Tb. Sp; mm), espessura trabecular (Th.Th) (FERNANDES et al., 2020;

STRINGHETTA-GARCIA et al., 2016).

3.8 Absortometria de raios-x de dupla energia (DEXA)

Para avaliar se os exercicios fisicos (TR, TA e TC) realizados poderiam
influenciar na resisténcia 6ssea, avaliamos a densidade mineral 6ssea da area
(aDMO) de fémures por absortometria de raios-X de dupla energia (Lunar DPX Alpha,
WI, EUA), com software para mensuracdo da DMO em pequenos animais. O
equipamento foi calibrado de acordo com as instru¢des do fabricante. Desta forma, 0s
fémures descongelados foram posicionados no plano frontal e vista anteroposterior
na mesa do scanner, orientados na mesma dire¢do, e totalmente digitalizados em
recipiente com 2 cm de agua. A regido de interesse (ROI) no colo do fémur foi
delimitada com &rea quadrada de 0,72 mm, e todas as andlises foram realizadas pelo

mesmo pesquisador (FERNANDES et al., 2020; PERES-UENO et al., 2020).

3.9 Teste biomecanico

A avaliacéo das propriedades biomecéanicas do fémur direito foi realizada por
meio de testes de compressédo do colo do fémur e flexdo de trés pontos na diafise do
fémur (Universal Testing Machine; DL3000, EMIC, SP, Brasil) (FERNANDES et al.,
2020; TURNER; BURR, 1993). Os ossos foram colocados em aparato metélico e
fixados verticalmente (eixo longo) e forca de compressédo aplicada na cabeca do
fémur. Esse posicionamento permite que a forca gerada seja paralela ao longo eixo
do fémur, o que resulta em movimento de flexdo da cabeca e do colo do fémur. Desta
forma, a carga maxima e a rigidez puderam ser analisadas. Foram realizados testes
biomecanicos com distancia de 20 mm entre a superficie de apoio e velocidade de

aplicacéo de carga (forca) de 0,25 mm/min. A analise biomecéanica avaliou a curva
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deslocamento x forca, resisténcia 0ssea, carga maxima (N) aceita pelo tecido 6sseo
e rigidez (x 10° N/m); a distancia entre a superficie de apoio era de 20 mm e célula de
carga de 2.000 N foi usada. Os valores foram registrados no préprio sistema de
computador do fabricante (Instron), que fornece diretamente a forca maxima admitida

pelo fémur.

3.10 Analises Estatisticas

A normalidade e a homocedasticidade dos dados foram analisadas com o teste
Shapiro-Wilk. Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média
(EPM) e considerados estatisticamente significantes quando 5% (p< 0,05),
representados por (*) quando diferenca entre grupos e (3*°d) quando comparados
intragrupo. Os dados foram submetidos ao Teste de andlise de Variancia (ANOVA)
ONE-WAY seguida por pos-teste de Tukey. Para analise intragrupo (18-21meses) 0s
dados foram submetidos a teste t pareado, com significancia representada pelo

simbolo (*).

4 RESULTADOS

4.1 Parametros fisioldgicos

O periodo de analise do ciclo estral de ratas Wistar com 17 meses de idade
evidenciou irregularidade nas fases do ciclo, com citologia vaginal leucocitaria
caracterizando a ocorréncia de diestro persistente. O monitoramento do ciclo estral
das ratas mostrou que 0s animais permaneceram em diestro persistente por 84,19%
do periodo equivalente a trés ciclos consecutivos, caracterizando periestropausa (Fig.
5). Durante a intervencao dos trés métodos de treinamento fisico, ndo houve diferenca
estatistica significante no peso corporal ou tecidual (Utero e ovario) entre 0s grupos

experimentais, assim como n&o houve alteragdes na perimetria tibial (Tabela 1).
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Figura 5 — Coleta de ciclo estral

5.00% Proestro
2.10% Estro

8.71% Metaestro
84.19% Diestro

IR

Fonte: Elaborado pelo autor (2021)

Fig. 5 — Incidéncia das fases do ciclo estral de ratas Wistar com 17 meses de idade apés duas
semanas de coletas e andlises do esfregaco vaginal.

Tabela.1l: Condigdes gerais: Peso corporal pré-intervencdo (18 meses) e pos-intervengéo
(21 meses); Perimetria tibial do lado direito e do lado esquerdo; peso tecidual, uterino e
ovariano ratas aderentes ao treinamento fisico, inseridas nos grupos nao treinadas (NT),
treinamento aerdbio (TA), treinamento resistido (TR) e treinamento concorrente (TC),
realizados 3x/ semana/120 dias. Os dados foram expressos como média + erro padrdo da
média, n = 12 ratas/grupo. Os resultados foram analisados pelo teste de analise de variancia
ANOVA — one way seguido do teste de Tukey.

Grupos Peso Corporal (g) Perimetria Tibial (cm) Peso Tecidual (g)
18 meses 21 meses Direito Esquerdo Utero Ovario
NT 3904 +10,57 386,5+11,61 4,060+ 0,016 4,080+ 0,032 0,990 + 0,092 0,187 + 0,013
TA 407,8 £ 10,41 3959+ 13,49 4,106 £0,029 4,094 + 0,031 1,116 +0,133 0,219 + 0,022
TR 399,7 £+ 08,43 388,4+11,39 4,112+0,022 4,106 + 0,020 1,073 + 0,086 0,202 + 0,011
TC  395,7+08,38 388,6+09,81 4,179+0,018 4,171+0,016 0,997 + 0,090 0,199 + 0,013

Fonte: Elaborado pelo autor (2021)

4.2 Capacidade de carregamento voluntario maximo (CCVM) e teste

incremental de velocidade (TIV)

As ratas que realizaram exercicio fisico no periodo da periestropausa
apresentaram melhor capacidade fisica comparada as ratas que nao realizaram o
treinamento fisico (NT) (Fig.6), seja com o aumento da forca, em media 67,14%
superior (Fig. 6b), devido a intervencdo de TR ou TC (p < 0.0001), ou pelo aumento
da velocidade, em média 28,38% superior (Fig. 6d), decorrente do TA ou intervencéo
de TC (p < 0.0001). Quando analisado a evolucao da performance durante o teste

CCVM, foi observado melhora significante tanto do TR (p < 0.0001) como do TC (p <
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0.001) guando comparado com o teste anterior (Fig. 6a). Nao foi observado diferenca
significante quando comparamos os dois grupos na mesma fase de teste. O grupo
TR apresentou maior carregamento em relagao aos grupos NT (p <0.0001) e TC (p <
0.001) (Fig. 6b). No teste de IST (Fig. 6¢), 0 TA apresentou diferenca significante no
segundo teste (p < 0.0001) e o TC apresentou diferenca significante no quarto (p <
0.001) e no quinto teste (p < 0.05). Quando observado a diferenca entre grupos na
mesma fase de treino, foi possivel notar superioridade do TA em relacdo ao TC no
terceiro teste (p < 0.05).

Figura 6 — Teste de desempenho
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021)

Fig. 6 — Testes de desempenho fisico de ratas senescentes, aderentes ao treinamento fisico e inseridas
nos grupos ndo treinadas (NT), treinamento aerdbio (TA), treinamento resistido (TR) e treinamento
concorrente (TC), realizados 3x/semana/120 dias. (a) Evolu¢cdo do desempenho durante as repeticdes
do Teste de Capacidade de Carregamento Voluntario Maximo (CCVM); (b) CCVM final de ratas dos
grupos NT, TA e TC; (c) Evolucdo do desempenho durante as repeticbes do teste de velocidade
incremental (IST); (d) IST final de ratas dos grupos NT, TA e TC. Dados analisados pelo teste One-way
ANOVA, seguido do poés-teste de Tukey, apresentados em coluna com média + erro padrdo da média
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e significancia de 5% (p <0,05). * Diferenca entre os grupos (* p <0,05, *** p <0,001, **** p <0,0001);
diferenca a-d intragrupo (2 vs 1°, P vs 2°, ¢ vs 3°, 4 vs 4°; p <0,05).

4.3 Atividade locomotora de ratas senescentes

Os grupos que realizaram os treinamentos (TA, TR e TC) apresentaram maior
locomocéo central do que o grupo NT (p <0,05) (Fig. 7a), no entanto apenas 0s grupos
TA e TC apresentaram maior frequéncia de passagens pelo centro (p <0,05) (Fig. 7b).
N&o houve diferenca entre os grupos no tempo de permanéncia na periferia (Fig. 7¢)
e nem na frequéncia de passagem pela periferia (Fig. 7d). As ratas que realizaram os
treinamentos (TA, TR e TC) tiveram maior distancia percorrida quando comparada as
ratas NT (p <0,001, p <0,05 e p <0,05 respectivamente), sendo o TA de maior
diferenca ao NT (p <0,001). Nao houve diferenca entre os grupos submetidos aos
treinamentos (Fig. 7e).

Figura 7 — Locomogdo em campo aberto
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Fig. 7 — Teste de campo aberto de ratas senescentes, aderentes ao treinamento fisico e inseridas nos
grupos nao treinadas (NT), treinamento aerdébio (TA), treinamento resistido (TR) e treinamento
concorrente (TC), realizados 3x/semana /120 dias. (a) locomoc&o central, (b) frequéncia de passagens
pelo centro, (c) locomocao periférica, (d) frequéncia de passagens pela periferia, (e) distancia total
percorrida. Dados analisados pelo teste One-way ANOVA, seguido do pos-teste de Tukey,
apresentados em coluna com média + erro padrdo da média e significancia de 5% (p <0,05). * Diferenca
entre os grupos (* p <0,05, ** p <0,005, *** p <0,001, **** p <0,0001).

4.4 Analise de marcha
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Os grupos TA e TC apresentaram maior comprimento da passada no teste final
de deambulacdo (21 meses) quando comparados ao teste inicial (18 meses),
engquanto as ratas nao treinadas (NT) apresentaram diminuicdo no comprimento da
passada (p <0,005). O comprimento da passada dos animais do grupo TR néo diferiu
do teste inicial (Fig. 8a). Aos 21 meses, 0s grupos submetidos aos treinamentos (TA,
TR e TC) tiveram em média 23,5% maior comprimento da passada em comparacao
com as ratas do grupo NT (p <0,001, p <0,005, p <0,0001 respectivamente), sem

diferenca entre os métodos de treinamento.

Figura 8 — Deambulacéo
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Fig. 8 — Deambulagdo de ratas senescentes antes (18 meses) e ap0s (21 meses) o periodo de
treinamento fisico (3x/semana/120 dias). (a) Comprimento da passada, (b) imagem da passada e
modelo de analise de ratos aderentes aos exercicios fisicos inseridas nos grupos: ndo treinadas (NT),
treinamento aerobio (TA), treinamento resistido (TR) e treinamento concorrente (TC), realizados 3x /
semana / 120 dias. Dados analisados pelo teste One-way ANOVA, seguido do poés-teste de Tukey,
apresentados em coluna com média * erro padrdo da média e significAncia de 5% (p <0,05). * Diferenca
entre os grupos (** p <0,005, *** p <0,001, **** p <0,0001); « Diferenga intragrupo 18 vs 21 meses.

4.5 Perfil bioquimico
Na analise plasmatica do perfil bioquimico (Tab. 2), ndo foi possivel observar

diferenca significante nas concentragbes da glicose no sangue (Gli), do lactato
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desidrogenase (LDH), da transaminase Aminotransferase (AST) e da Fosfatase
Alcalina (FAL). No entanto, as concentracdes de lactato e de transaminase Alanina
Aminotransferase (ALT) apresentaram maior contracdo nos grupos TR e TC quando
comparados aos grupos NT e TA (p < 0,05), porém ndo houve diferenca entre os
grupos TR e TC. As ratas submetidas ao treinamento resistido (TR), apresentaram
menor concentracdo de fosfatase acida tartarato-resistente (TRAP) quando
comparadas as ratas que realizaram o treinamento concorrente (p < 0,05).

Tabela 2: Perfil Bioquimico: Glicemia (Gli), Lactato, Lactato Desidrogenase (LDH),
Aminotransferase (AST), Alanina Aminotransferase (ALT), Fosfatase Alcalina (FAL)
e Fosfatase Acida Tartarato-Resistente (TRAP) de ratas aderentes ao treinamento fisico,
inseridas nos grupos nao treinadas (NT), treinamento aerdbio (TA), treinamento resistido (TR)
e treinamento concorrente (TC), realizados 3x / semana / 120 dias. Os dados foram expressos
como média * desvio padrao, n = 12 ratas/grupo. Os resultados foram analisados pelo teste
de andlise de variancia ANOVA — one way seguido do teste de Tukey. Simbolos: * diferenga
estatistica entre grupos (p < 0,05).

Grupos Perfil Bioquimico
Gli (mg/dL) LDH (U/L) Lactato (mg/L) AST (U/L) ALT (U/L) FAL (U/L) TRAP (U/L)
NT 109,4 +2,870 388,7+46,69 47,65+ 1,793] } 108,9+ 5,765 54,70 £ 2,453]‘| 27,92+1,572 10,87 £ 0,676

o
*

TA 1155+ 3,170 3344 +26,26 45,27 + 1,952 L, 92,70+£6,128 61,88 £2,875 28,26 +2,012 09,82 + 0,342
TR 119,6+£2,550 371,3+37,87 38,20+ 1,320 94,60+ 11,87 81,21 £ 5,684 30,76 £1,214 09,13 £ 0,499,
TC 113,6 + 1,410  359,7 + 39,98 40,95 + 1,647 101,4+10,91 76,77 £ 5,151 28,03+2,192 11,89 + 0,955

Fonte: Elaborado pelo autor (2021)

4.6 Marcadores plasmaticos do estresse oxidativo

A concentracdo plasmatica de malonaldeido (MDA) foi menor nos animais
submetidos aos treinamentos resistido (p< 0,05) e concorrente (p <0,005) comparados
aos animais do grupo NT (Fig. 9a). O grupo TC apresentou menor concentracéo de
MDA quando comparado aos grupos NT e TA (p < 0,005 e p < 0,05, respectivamente),
e nao apresentou diferenca estatistica com o grupo TR. As ratas submetidos ao TC
apresentaram maior atividade dos antioxidantes enzimaticos SOD (p < 0,001) e CAT
(p < 0,05) quando comparadas aos grupos NT e TA (Fig. 9b,c). Nao houve diferenca
estatistica na analise de GPx (Fig. 9d). Foi possivel observar que as ratas submetidas

ao treinamento fisico apresentaram maior concentracdo de marcadores antioxidantes



44

nao enzimaticos, principalmente na concentracdo de GSH (Fig. 9f). O TR apresentou
maior capacidade antioxidante total quando comparado aos grupos NT e TA (p< 0.05),
sem diferencas quando comparado ao grupo TC (Fig. 9e). Todos os grupos de animais
submetidos aos treinamentos fisicos (TA, TR e TC) apresentaram maior concentracao
de GSH quando comparados as ratas do grupo NT (p < 0,005, p < 0,001 e p<0,001,
respectivamente) (Fig. 9f). Entretanto, ndo houve diferenca entre 0s grupos
submetidos aos treinamentos fisicos na concentracdo de GSH (Fig. 9f). Nao houve
diferencas significantes na concentracao plasmatica de AU (Fig. 99). O TR apresentou
maior concentracdo de melatonina plasmatica quando comparado aos grupos NT (p

< 0,005) e TA (p < 0,001). Nao houve diferenca entre os demais grupos (Fig. 9h).

Figura 9 — Biomarcadores do estresse oxidativo
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Fig. 9 — Andlise dos biomarcadores do estresse oxidativo de ratas aderentes ao treinamento fisico,
distribuidas nos grupos nao treinadas (NT), treinamento aerdbio (TA), treinamento resistido (TR) e
treinamento concorrente (TC), realizados 3x/semana/120 dias. (a) concentragdo de malonaldeido
(MDA); (b) atividade de superéxido dismutase (SOD); (c) atividade de catalase (CAT) (d) atividade de
glutationa peroxidase (GPx); (e) capacidade antioxidante total (TAC); (f) glutationa (GSH); (g) acido
arico (AU); (h) melatonina. Dados analisados pelo teste One-way ANOVA, seguido do pés-teste de
Tukey, apresentados em coluna com média + erro padrdo da média e significAncia de 5% (p <0,05). *
Diferenca entre os grupos (* p <0,05, ** p <0,005, *** p <0,001, **** p <0,0001).
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4.7 Microarquitetura trabecular apés treinamento fisico

Qualitativamente (Fig.10), a partir de imagens representativas de micro-CT
reconstruidas em 3D, foi possivel observar melhor qualidade e quantidade de
trabéculas 6sseas nos grupos TR e TC, com o grupo TC apresentando conexdes mais

densas e menores espacgos entre as trabéculas.

Figura 10 — Analise qualitativa do osso trabecular

Fonte: Elaborado pelo autor (2021)

Fig. 10 — Analise micro-CT do osso trabecular da regido do colo do fémur de ratas senescentes com
21 meses, imagem representativa da média de cada grupo de animais aderentes ao exercicio fisico e
inseridos nos grupos: nado treinadas (NT), treinamento aerébio (TA), treinamento resistido (TR),
treinamento concorrente (TC), realizados 3x/semana/120 dias.

Na andlise quantitativa da microarquitetura trabecular (Fig.11), os animais do
grupo TC apresentaram maior BV/TV (%) (Fig.11a) em relacdo ao NT (p <0,0001), TA
(p <0,0001) e TR (p <0,05). Os grupos submetidos ao treinamento fisico (TA, TR e
TC) apresentaram, em média, SMI 68,5% menor em relacdo ao grupo nao treinado
(NT) (Fig.11b), com maior diferenca em relacdo ao grupo TC (p <0,0001). Nao foram
observadas diferencas significantes na densidade de conectividade (Conn. Dn)
(Fig.11c). O numero de trabéculas (Th.N) (Fig. 11d) foi maior nos grupos TC e TR em
relacdo aos grupos NT (p < 0,05 e p < 0,001, respectivamente) e TA (p <0,005e p <
0,0001, respectivamente). Os grupos NT e TA apresentaram maior separacao entre

as trabéculas (Tb.Sp) (Fig.11e) em comparacdo aos grupos TR (p <0,05) e TC (p
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<0,005). No presente estudo, a espessura trabecular (Tb.Th) ndo apresentou

diferenca apos o treinamento (Fig.11f).

Figura 11 — Analise quantitativa do osso trabecular
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Fig. 11 — Microtomografia da regido trabecular do colo do fémur de ratas aderentes ao exercicio fisico,
inseridas nos grupos nao treinadas (NT), treinamento aerdbio (TA), treinamento resistido (TR),
treinamento concorrente (TC), realizados 3x/semana/120 dias. (a) Fracdo de volume 6sseo (BV.TV,
%), (b) indice do modelo de estrutura (SMI), (c) densidade de conectividade (Conn.Dn, 1 / mm3), (d)
namero trabecular (Tb.N, 1 / mm), (e) separacéo trabecular (Tb.Sp, mm), (f) espessura trabecular
(Tb.Th; mm). Dados analisados pelo teste One-way ANOVA, seguido do pés-teste de Tukey,
apresentados em coluna com média + erro padréo da média e significAncia de 5% (p <0,05). * Diferenca
entre os grupos (* p <0,05, ** p <0,005, *** p <0,001, **** p <0,0001).

4.8 Osso cortical apos treinamento fisico

Qualitativamente (Fig.12), a partir das imagens representativas da micro-CT do
tecido cortical reconstruido em 3D, foi possivel observar superioridade dos grupos de
animais que realizaram os diferentes métodos de treinamento fisico em relacdo aos

animais nao treinados.

Figura 12 — Anélise qualitativa do osso cortical
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021)
Fig. 12 — Analise micro-CT do osso cortical da regido do colo do fémur de ratas senescentes com 21
meses, aderentes ao exercicio fisico, inseridas nos grupos néo treinadas (NT), treinamento aerdbio
(TA), treinamento resistido (TR), treinamento concorrente (TC), realizados 3x/semana/120 dias.

A analise quantitativa (Fig. 13) evidencia resultado comprometido dos animais
NT com menor volume 60sseo (Fig. 13d), menor area de osso cortical (Fig. 13e) e
grande quantidade de poros (Fig. 13g). Ressaltamos também o resultado positivo do
TA em relacdo aos demais grupos, com maior volume 6sseo e menor quantidade de
poros (Fig. 13 d,g). A microarquitetura do osso cortical dos animais dos grupos TA e
TC apresentou maior momento polar médio em relagdo aos grupos NT (p <0,001 e p
<0,005, respectivamente) e TR (p <0,005 e p < 0,05, respectivamente) (Fig.13a), sem
diferencas na comparacéao entre os grupos TA e TC. Ao analisar 0 momento maximo
de inércia (Fig.13b), o grupo TA atingiu maximo superior em relacéo aos grupos NT e
TR (p <0,005). Nao houve diferencas significantes no momento minimo de inércia (Fig.
13c). As ratas submetidas ao TA apresentaram maior volume da cortical éssea (BV)
(Fig.13d) quando comparados as ratas do grupo NT (p <0,005), sem diferencas entre
0s demais grupos. Os grupos que realizaram o treinamento aerébio (TA e TC)
apresentaram maior area cortical (Ct. Ar) (Fig.13e) em relacéo ao grupo NT (p <0,05).
N&o foram observadas diferengas significantes na espessura cortical (Fig.13f), porém,
0S grupos submetidos aos treinamentos (TA, TR e TC) apresentaram em média 31%
menos porosidade no tecido cortical em comparagdo com ratas néo treinadas (NT) (p

< 0,005, p <0,005 e p <0,05, respectivamente) (Fig. 13g).



49

Figura 13 — Analise quantitativa do osso cortical
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Fig. 13 — Microtomografia da cortical do colo do fémur de ratas senescentes aderentes ao exercicio
fisico, inseridas nos grupos nao treinadas (NT), treinamento aerdbio (TA), treinamento resistido (TR),
treinamento concorrente (TC), realizados 3x/semana/120 dias. (a) momento polar de inércia (J; mm?),
(b) momento maximo de inércia (I max; mm?), (c) momento minimo de inércia (I min; mm#), (d) volume
6sseo (BV; mm3), (e) area do osso cortical (Ct.Ar; mm?2), (f) espessura cortical (CT.Th; mm), (g)
porcentagem de porosidade cortical (Ct.Po;%). Dados analisados pelo teste One-way ANOVA, seguido
do pos-teste de Tukey, apresentados em coluna com média + erro padrdo da média e significancia de
5% (p <0,05). * Diferenca entre os grupos (* p <0,05, ** p <0,005, *** p <0,001).

4.9 Densidade mineral 6ssea ap0s treinamento fisico

Ao analisar a densitometria 6ssea (Fig.14), foi possivel observar efeito positivo
do exercicio fisico (TA, TR e TC), tanto no fémur total (Fig.14a) quanto no colo do
fémur (Fig.14b). Porém, o grupo que realizou o (TA) se destacou dos demais grupos
de intervencdo, com maior densidade 6ssea no colo e no fémur total (p <0,0001). O
grupo TR se destacou do grupo TC na analise da densidade do colo do fémur (p

<0,05), mas néo apresentou diferencas significantes na densidade do fémur total.

Figura 14 — DEXA fémur total e colo do fémur
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Fig. 14 — Absortometria de raios-X de energia dupla ex vivo (DEXA): (a) densidade mineral 6ssea
(DMO) do fémur total, (b) densidade mineral 6éssea da area (DMOa) do colo do fémur de ratas
senescentes com 21 meses, aderentes ao exercicio fisico, inseridas nos grupos nao treinadas (NT),
treinamento aerébio (TA), treinamento resistido (TR), treinamento concorrente (TC), realizados 3x /
semana / 120 dias. Dados analisados pelo teste One-way ANOVA, seguido do pés-teste de Tukey,
apresentados em coluna com média * erro padréo da média e significAncia de 5% (p <0,05). Simbolos:
* Diferenca entre os grupos (* p <0,05, ** p <0,005, *** p <0,001, **** p <0,0001).

4.10 Forca mecanica 0ssea apos treinamento fisico

Na analise do teste mecanico (Fig.15) os grupos submetidos aos treinamentos
(TA, TR e TC) suportaram em meédia 30% mais carga na cabeca do fémur em
comparacdo ao grupo nao treinado (NT) (p = 0,005, p <0,005 e p <0,005,
respectivamente) (Fig.15a), sem diferenca entre os grupos de treinamento. O grupo
TA apresentou maior rigidez da cabeca do fémur (Fig.15c) em relacdo ao grupo NT (p
<0,05), sem diferencas entre os outros grupos. Os grupos que realizaram treinamento
resistido (TR e TC) tiveram maior energia absorvida na cabeca do fémur (fig. 15e) em
comparacao ao grupo nao treinado (p = 0,005 e p <0,05, respectivamente). Ao analisar
a flexao de trés pontos na diafise do fémur (Fig.15b), os grupos TA e TC apresentaram
maior for¢ca em relacéo ao grupo NT (p <0,05). A rigidez (Fig.15d) dos grupos TAe TC
foi maior quando comparada ao grupo NT (p <0,05). Apenas o treinamento aerobio

(TA) (Fig.15f) apresentou maior energia absorvida em relagéo ao grupo NT (p <0,05).

Figura 15 — Ensaio mecéanico
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Fig. 15 — Teste biomecanico ex vivo: teste de compresséo da cabeca do fémur (a; b; ¢) e teste de flex@o
de trés pontos (d; e; f) de ratas senescentes aos 21 meses, aderentes ao exercicio fisico, inseridas nos
grupos ndo treinadas (NT), treinamento aerdébio (TA), treinamento resistido (TR), treinamento
concorrente (TC), realizados 3x / semana / 120 dias. (a) carga maxima da cabeca do fémur, (b) rigidez
da cabeca do fémur, (c) energia da cabeca do fémur, (d) carga méxima de flexdo de 3 pontos, (e) rigidez
de flexao de 3 pontos, (f) energia de flexdo de 3 pontos. Dados analisados pelo teste One-way ANOVA,
seguido do pos-teste de Tukey, apresentados em coluna com média + erro padrdo da média e
significancia de 5% (p <0,05). * Diferenca entre os grupos (* p <0,05, ** p <0,005, *** p <0,001, **** p
<0,0001).

5 DISCUSSAO

A partir dos resultados apresentados, foi possivel verificar que os métodos de
treinamento estudados foram capazes de aumentar o desempenho fisico, seja a
capacidade de carga ou teste de velocidade incremental, reduzir o estresse oxidativo,
melhorar a microarquitetura trabecular e cortical, bem como a densidade mineral
0ssea, 0 que resultou em melhora da forca 6ssea, locomocéo e qualidade da marcha
de ratas senescentes no periodo da periestropausa. Embora todos os treinamentos
tenham apresentado melhora significativa nas variaveis estudadas, ndo condizentes
com nossa hipétese inicial, o treinamento aerébio (TA) e concorrente (TC) se
destacaram sobre o treinamento resistido isolado (TR), e ndo apenas o TC como

haviamos hipotetizado.
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O periodo da perimenopausa € caracterizado pela reducédo consideravel na
concentracdo circulante de estrogénio, que também pode ser observada no periodo
de periestropausa e estropausa em ratas senescentes (NICOLA et al., 2016). Essa
reducdo tem consequéncias sistémicas, com comprometimento da homeostase redox
e instalacdo do estresse oxidativo. A geracdo de ERO é modulador chave da funcao
das células 6sseas, sendo crucial na regulacdo do processo de diferenciacdo dos
osteoclastos, causando alteracbes no equilibrio da formacéo e reabsorcdo Ossea.
Entre essas alteracbes, ha o aumento de porosidade na regido cortical 0ssea,
alterando a passagem de fluidos, comprometendo os osteécitos, células
mecanossensoriais responsaveis pela formacdo 6ssea na presenca de estimulos
mecanicos (CALLAWAY; JIANG, 2015; LANYON, 1996; VEHMANEN et al., 2021,
WAUQUIER et al., 2009).

No presente estudo nédo foi possivel observar diferenca entre 0os grupos em
relacdo ao peso corporal e marcadores metabdlicos como a glicemia, LDH e AST. No
entanto, as ratas do grupo NT apresentaram maiores concentracdes de lactato do que
as ratas submetidas aos treinamentos (TR e TC). As ratas que realizaram TA
apresentaram concentracao do lactato semelhante as ratas NT, sugerindo que o maior
metabolismo aerdbio pode ter comprometido o metabolismo do lactato nos musculos
esqueléticos (LIN et al., 2018). A ALT, outro marcador metabdlico, é principalmente
encontrada no figado e pode ser indicador de dano hepatico (BANFI et al., 2012). As
ratas submetidas aos treinamentos resistido e concorrente apresentaram maiores
guantidades de ALT que as ratas NT, resultado inversamente proporcional aos das
concentracOes de lactato. Esses resultados sugerem que a maior utilizacdo da via
glicolitica por estes métodos de treino e por consequéncia maior quantidade de

gliconeogénese e trabalho hepatico favoreceu o aumento desta transaminase, o que
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também foi observado por outros autores (BANFI et al., 2012; HOLLENBERG et al.,
2020; KRATZ et al., 2002; NAGEL et al., 1990; SAENGSIRISUWAN; PHADUNGKIJ;
PHOLPRAMOOL, 1998).

O aumento do estresse oxidativo causa danos nas membranas mitocondriais,
propiciando alteracbes em suas fungbes, como a reducdo da capacidade de
fosforilacdo oxidativa e interrup¢cdes nas vias de biossintese. Além disso, alteracdes
no transporte de ions, favorece disfuncdes metabolicas e interfere na diferenciacéao
de osteoprogenitores em osteoblastos maduros, comprometendo o equilibrio da
homeostase 6ssea e metabdlica (HOLLENBERG et al., 2020; LANE; HILSABECK;
REA, 2015). O exercicio fisico é estratégia preventiva ndo farmacologica que reduz o
dano oxidativo frequente nos individuos com mais idade e a inflamacgéo crénica,
aumenta a autofagia, melhora a funcdo mitocondrial, mantendo o equilibrio
metabdlico, além de ter a capacidade de transmitir poderosos estimulos mecanicos,
estimulando os osteécitos e agindo positivamente na remodelacdo Ossea,
aumentando a formacgdo Ossea, reduzindo o risco de fratura, somados a outros
beneficios oriundos da préatica de exercicio, como a melhora da musculatura e do
equilibrio, reduzindo a incidéncia de quedas (ANGULO et al., 2020; HERRMANN et
al., 2020; TONG et al., 2019).

O exercicio aerébio regular pode aumentar a formacdo de EROs, que pode
causar danos significativos, mas toleraveis, gracas as adaptacdes benéficas de
regulacédo dos sistemas antioxidantes celulares e estimular os sistemas de reparo de
danos oxidativos, mantendo assim o equilibrio (GOMES et al., 2017). O presente
estudo demonstrou que o TA nao contribuiu para diminuir o estresse oxidativo, nem
para aumentar a capacidade antioxidante total. Entretanto, verificamos aumento de

GSH, o que sugere seu envolvimento na reducédo do estresse oxidativo. Powers e
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colaboradores (1994) demonstraram em seu trabalho que a producdo de enzimas
antioxidantes esta relacionado a intensidade e volume do treinamento, onde ratos que
correram em esteira por 60 minutos apresentaram maior ativacdo de SOD do que
ratos que correram 30 minutos. Na presente metodologia, as ratas correram por 45
minutos, 0 que pareceu nao ser o suficiente para aumentar a atividade antioxidante
enzimatica.

A literatura ndo apresenta dados sélidos a respeito do TA e seus beneficios no
tecido 6sseo (CHEN et al., 2013; LANYON, 1996). No entanto, Martyn-St James e
Carroll (2008) em seu estudo de meta-andlise verificaram que a pratica de 6 meses
de treinamento aerobico aumentou a densidade mineral 6ssea do colo do fémur em
mulheres na pés-menopausa (MARTYN-ST JAMES; CARROLL, 2008). Esses autores
encontraram varias discrepancias metodolégicas, como diferentes tempos,
intensidades, frequéncia de treinamento, o que pode ter comprometido outros
resultados. Entretanto, um artigo de revisdo sugere que a pratica de somente
caminhar néo é capaz de melhorar a densidade 6ssea em mulheres com osteoporose
(BENEDETTI et al., 2018). Esses resultados divergem dos achados de Vehmanen et
al., (2021), em que a prética de TA, por 12 meses, preveniu reversivelmente a perda
Ossea do quadril em mulheres na pré-menopausa com cancer de mama em estagio
inicial, persistindo até 3 anos ap6s o término da pratica dos exercicios (VEHMANEN
et al., 2021).

No presente estudo, a pratica de 4 meses de TA por ratas durante a
periestropausa resultou em melhora relevante na qualidade 6ssea. Principalmente no
tecido cortical, obtendo maior volume 0sseo (BV) e area cortical (Ct.Ar), além de
apresentar maior momento polar de inércia meédio, o que reflete rigidez torcional

(HERRMANN et al., 2020) e menor porosidade cortical. Essa contribuigcdo do TA na
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microarquitetura cortical € extremamente relevante, pois estudos mostram que a partir
dos 60 anos, as mulheres apresentam reducdo média de 6,4% por década, além de
aumentar a porosidade cortical (CHEN et al., 2013). A espessura cortical e 0 nimero
de poros estdo diretamente associados a resisténcia 6ssea, sendo que a menor
resisténcia torna o 0sso mais suscetivel a fratura.

De maneira similar ao TA, as ratas submetidas ao TR apresentaram menor
estresse oxidativo comparadas as ratas NT, mas assim como o TA ndo aumentou 0s
antioxidantes enzimaticos. No entanto, apresentou maior concentracdo de GSH e
maior capacidade antioxidante total, quando comparado com NT. Resultados
semelhantes foram encontrados por Alikhani e Sheikholeslami-Vatani (2019) em
mulheres mais velhas submetidas a 12 semanas de TR (ALIKHANI;
SHEIKHOLESLAMI-VATANI, 2019). Gomes et al., (2017) apresentou relacdo da
melhora do tecido muscular e reducao do estresse oxidativo, onde o treinamento fisico
foi capaz de reverter as anormalidades do tecido muscular, como a sarcopenia e a
reducdo de seccdes transversas do musculo, observados durante o envelhecimento
(GOMES et al., 2017).

Foi possivel observar no presente estudo que as ratas submetidas ao TR
apresentaram evolucado consideravel, carregando 222% a mais de carga no teste de
CCVM em relacdo as ratas nédo treinadas, sugerindo melhora do tecido muscular.
Efeitos positivos na qualidade 6ssea, como reducédo do SMI, reducdo da porosidade
cortical, aumento do numero de trabéculas e reducdo da separacéo trabecular,
aumento da densidade e forca 0ssea, melhor desempenho da marcha com maior
comprimento da passada quando comparado ao grupo NT. Possivelmente esses
resultados foram devidos a tenséo promovida pela carga durante a subida na escada

e estimulacdo mecéanica, com grande tensdo, compressao e forca torcional gerando
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sinais elétricos, estimulando o metabolismo 0sseo e a aposi¢céao de minerais, causando
efeito de remodelacdo adaptativa na microarquitetura 6ssea, melhorando as respostas
osteogénicas (LANYON, 1996; MARQUES et al., 2011; PEREIRA et al., 2020).

Estudos publicados pelo nosso grupo, mostraram o efeito do TR na
microarquitetura Ossea. Estudos com ratas ovariectomizadas aos 14 meses
mostraram que o TR promoveu modificagdo do turnover 6sseo e consequente
melhoria da qualidade 6ssea (STRINGHETTA-GARCIA et al., 2016). Esses resultados
foram confirmados por outro trabalho (STRINGHETTA-GARCIA et al., 2017), agora
em ratas ndo ovariectomizadas de 21 meses de idade, onde a intervencdo do TR
melhorou a resisténcia 0ssea, atuando principalmente na regido cortical. No estudo
mais recente, Peres-Ueno e colaboradores (2020) demonstraram que o TR, além de
melhorar a qualidade e resisténcia 6ssea, também aumenta a qualidade 6ssea no
inicio da cicatrizac&o e proporciona melhora na consolidacdo éssea ap0s a osteotomia
tibial (PERES-UENO et al., 2020). Este estudo foi realizado com mudanca
metodoldgica especifica quanto a quantidade de escaladas (estudos anteriores
tiveram 6 escaladas) e ao tempo de descanso entre escaladas (estudos anteriores
tiveram 2 minutos de intervalo) realizados em relacdo aos trabalhos apresentados
acima (PERES-UENO et al., 2020; STRINGHETTA-GARCIA, 2017; STRINGHETTA-
GARCIA et al.,2016).

O grupo TC apresentou a menor concentragdo de MDA e teve a melhor
eficiéncia antioxidante, seja por acdes enzimaticas, com maiores atividades de SOD
e CAT, ou por a¢cdes ndo enzimaticas, por acdo de GSH e GPx, possivelmente pelo
maior recrutamento de diferentes tipos de fibras musculares (DA PALMA et al., 2016;
GOMES et al., 2017). A literatura ainda apresenta dados vagos sobre o TC e o

metabolismo 6sseo (ARAZI; SAMADPOUR; EGHBALLI, 2018), principalmente quando
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se analisa mulheres no periodo da perimenopausa. Porém, foi possivel observar no
presente estudo que ratas no periodo da periestropausa submetidas a TC obtiveram
desempenho fisico muito semelhante as ratas submetidas aos treinamentos isolados
(TA e TR). Esses resultados sugerem que ndo houve efeito de interferéncia nesta
metodologia, onde a intensidade do exercicio foi variavel mais proeminente do que o
volume de exercicio, conforme observado por Sousa et al., (2020) em seu trabalho
(SOUSA et al., 2020). No presente estudo, a intervengdo com TC mostrou-se muito
promissora para a melhora do tecido 6sseo. Promoveu beneficios no tecido trabecular
com menor SMI, maior volume 6sseo, maior numero de trabéculas bem como menor
separacao entre as trabéculas, além de melhora no tecido cortical proporcionar maior
momento polar médio de inércia (J), maior area cortical (Ct. Ar) e menos porosidade.
Palanca et al., (2021) demonstraram em seu trabalho que o risco de fratura
osteoporética do quadril em queda lateral depende tanto da antropometria corporal
quanto da resisténcia 0ssea (como variacbes morfoldégicas e grandes vazios
subcorticais) (PALANCA; PERILLI; MARTELLI, 2021).

Ressaltamos que a realizagcdo de treinamento fisico (TA, TR e TC) pelas ratas
durante o periodo da periestropausa melhorou a resisténcia 6éssea do colo do fémur,
observada através dos testes de compreensdo mecanica, e na diafise do fémur,
verificada pela flexdo de 3 pontos teste, reduzindo assim o risco de fraturas
osteopordticas. Esses resultados demonstram o impacto positivo do exercicio fisico
na homeostase oxidativa, na biomecéanica e na morfometria 6ssea, estimulando a
mecanotransducdo e a remodelacdo Ossea. Vale ressaltar que a estimulagcéo
mecanica no 0sso fornece energia para a formacéo 0ssea, onde a aposicédo da nova
matriz 0ssea permite a otimizacdo da arquitetura do tecido, acelerando o processo de

difusdo e transporte dos metabolitos, favorecendo melhor formacédo Ossea
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(GOMARASCA; BANFI; LOMBARDI, 2020; MUSTAFY et al., 2019; TURNER;
ROBLING, 2005; WATSON et al., 2018), atenuando assim os efeitos do
envelhecimento.

O teste de campo aberto é amplamente utilizado para a investigacdo de
sindromes comportamentais, ansiedade e atividade locomotora (PERALS et al.,
2017), ratos mais velhos apresentam comportamento exploratério e locomocao
reduzida (RAZIYA BANU et al., 2019; TEGLAS et al., 2019), os resultados do presente
estudo demonstram que os treinamentos fisicos (TA, TR e TC), independentemente
do método utilizado, reverteram os efeitos biolégicos no periodo do envelhecimento
no comportamento exploratério e na atividade locomotora. O aumento da forca e da
capacidade respiratéria contribuiram para a melhora da locomog¢do, com maior
distancia total percorrida e maior exploracdo dos quadrantes centrais, revertendo os
efeitos do envelhecimento (TEGLAS et al., 2019).

Em humanos, a analise da marcha é amplamente utilizada e altamente
associada ao risco de quedas e fraturas (CADORE et al., 2013; TRAN et al., 2019),
além da variabilidade do tempo e do comprimento da passada estar relacionada as
alteracdes cognitivas (MONTERO-ODASSO et al.,, 2012). No modelo animal, o
aumento no comprimento da passada esta correlacionado com o aumento e
manutencdo da forca muscular, melhora na resposta do nervo motor periférico,
melhora nas associagfes centrais e reducdo ou auséncia de dor nas articulacbes
(BARBOSA et al., 2019; BOETTGER et al., 2009; CHEN et al., 2018; KLAPDOR et al.,
1997). No presente estudo, € possivel observar que a realizacédo de exercicios fisicos,
independentemente do método e durante a periestropausa, aumentou (TA e TC) ou
manteve (TR) o comprimento da passada ao longo do tempo. Esta resposta é

antagonica a verificada no grupo sedentario e em outros estudos (BARBOSA et al.,
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2019; BOETTGER et al., 2009; CHEN et al., 2018; FERREIRA et al., 2020; KLAPDOR
et al., 1997; LORES-ARNAIZ et al., 2019; SILVEIRA et al., 2019) que encontraram

correlacdo entre melhora da marcha, melhora cognitiva e melhora do tecido dsseo.

6 CONCLUSAO

Mais estudos sé@o necessarios para analise mais completa dos mecanismos
fisiolégicos envolvidos em cada metodologia de treinamento aplicada neste estudo. A
investigacdo de outras variaveis como volume, intensidade, tempo de treinamento e
idade fornecera indicios da melhor metodologia de treinamento a ser aplicada na
prevencao de fraturas osteoporaoticas.

O conjunto de resultados obtidos neste estudo enfatiza que o exercicio fisico
realizado de forma regular, periodizado, com aumento progressivo da carga e
aumento da velocidade por quatro meses, promoveu beneficios para a estrutura 6ssea
e saude, além de melhorar a capacidade fisica e deambulacdo de ratos durante o
periodo de periestropausa. Portanto, além de confirmar que o TR é boa estratégia de
intervencao, verificamos também que a realizacdo de TA e TC desencadeou
beneficios importantes para a estrutura 6ssea e qualidade da marcha, sendo
alternativas de baixo custo financeiro e de facil acesso a comunidade, que pode ser

adotada como estratégia de prevencao de fraturas osteoporoticas.
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ANEXO

O parecer de Aprovacio da Comissé&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Odontologia do Campus de Aracatuba — UNESP

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA i N\
u nesp *90LIO DE MESQUITA FILHO® \ Prtuba
CAMPUS ARAGCATUBA

FACULDADE DE ODONTOLOGIA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA

CEUA - Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA - Ethics Committee on the Use of Animals

CERTIFICADO
Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Avaliagdo da neuroplasticidade
hipocampal de ratas Wistar senescentes submetidas a diferentes métodos de
treinamento fisico”, Processo FOA n° 00826-2018, sob responsabilidade de Rita
Céséia Menegati Dornelles apresenta um protocolo experimental de acordo com os
Principios Eticos da Experimentagdo Animal e sua execugéo foi aprovada pela
CEUA em 13 de Dezembro de 2018.
VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 26 de Dezembro de 2020.
DATA DA SUBMISSAO DO RELATORIO FINAL: até 26 de Janeiro de 2021.

CERTIFICATE
We certify that the study entitled “Evaluation of hippocampal neuroplasticity of
senescent Wistar rats submitted to different methods of physical training”,
Protocol FOA n° 00826-2018, under the supervision of Rita Cassia Menegati
Dornelles presents an experimental protocol in accordance with the Ethical
Principles of Animal Experimentation and its |mplementat|on was approved by CEUA
on December 13, 2018.
VALIDITY OF THIS CERTIFICATE: December.26, 2020." ;
DATE OF SUBMISSION OF THE FINAL REPORT: January 26, 2021. ¥
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