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MEDEIROS, R.A., Influéncia da obesidade sobre o tecido 6ésseo de Rattus novergicus
albinus idosos, submetidos a suspensao pela cauda e ao exercicio resistido. 2014. 59 f.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista,
Aracatuba, 2014.

Resumo

Neste estudo foram avaliados os efeitos que a obesidade, induzida pelo consumo de
sacarose, proporciona no tecido 6sseo de ratos Wistar machos idosos, em duas
situagdes opostas: em sedentarismo extremo e com realizacdo de exercicios de forga.
O sedentarismo foi induzido pela suspenséao pela cauda, simulando situagbes de pouca
ou nenhuma carga nos membros pélvicos e os exercicios foram realizados em escada
adaptada. Foram estudados 54 ratos machos com 16 meses de idade. Ao completarem
13 meses de idade, 27 ratos foram aleatoriamente selecionados para receberem dieta
rica em sacarose durante 3 meses. Foram realizadas analises com o densitdmetro DXA
para a mensuracao do conteudo mineral 6sseo, area e densidade mineral 6ssea nos
fémures e tibias; Ensaios mecanicos de compressao da cabeca do fémur, compressao
da tibia e compressao do osso cortical e analises imunoistoquimica com marcagdes
para OCN e TRAP. Os resultados mostraram que os animais obesos que realizaram
exercicios obtiveram melhora significativa no CMO dos fémures, ao passo que o0s
animais ndo obesos que realizaram exercicios obtiveram melhora no CMO dos fémures
e tibias, DMOA dos fémures e tibias, e na forca maxima admitida das tibias. Os animais
suspensos obtiveram uma perda significativa na qualidade 6ssea em todos os
parametros analisados, com exceg¢ao da area. Baseado nos achados deste estudo,
conclui-se que a falta de uso de um segmento 6sseo, em Rattus novergicus albinus em
idade avancada, tanto obesos quanto ndo obesos, leva a um rapido enfraquecimento de
todos os parametros &sseos. Exercicios produzem moderado efeito positivo nos

animais nao obesos e baixo efeito positivo nos animais obesos.

Palavras-chave: tecido &sseo, obesidade, ratos idosos, exercicio, suspensao pela

cauda, osteopenia.



MEDEIROS, R.A., Influence of obesity on bone tissue of aged Rattus norvegicus
albinus, submitted to tail suspension and resistance exercise. 2014. 59 f. Dissertagao
(Mestrado) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba,
2014.

Abstract

In this study was evaluated the effects that obesity induced by sucrose intake provides
in bone tissue of aged male Wistar rats in two opposite situations: in extreme inactivity,
and performing strength exercises. Physical inactivity was induced by tail suspension,
simulating situations of little or no load on the hindlimbs and the exercises were
performed on adapted ladder. 54 male rats with 16 months old were studied. Upon
completion 13 months old, 27 rats were randomly selected to receive sucrose-rich diet
for 3 months. Analyzes were made: with densitometer to measure bone mineral content,
bone mineral density and area in the femurs and tibias; Mechanical tests of compression
of the femoral head, tibial compression and compression of the cortical bone and
Immunohistochemical analysis with markings for OCN and TRAP. The results showed
obese animals that performed exercises had significant improvement (p<0,05) in BMC of
femurs, while non-obese animals that performed exercises showed improvement in
BMC of femurs and tibias, ABMD of femurs and tibias, and the maximum allowed force
of tibias. The suspended animals had a significant bone quality loss (p<0,05) in all
parameters analyzed, except for the area. Based on our findings, we can conclude that
lack of use of a bone segment in Rattus norvegicus albinus in old age, both obese and
non-obese, leads to a rapid weakening of all bone parameters. Exercises provides

moderate positive effect in non-obese animals and low positive effect in obese animals.

Keywords: bone tissue, obesity, aged rats, exercise, tail suspension, osteopenia.
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1.  INTRODUGAO

Considerando o crescente aumento da obesidade da populagdo em geral, bem
como o grande numero de pessoas sedentarias e aumento da expectativa de vida da
populacdo, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos que a obesidade, induzida
pelo consumo de sacarose, proporciona no tecido ésseo de ratos Wistar machos
idosos, em duas situagdes opostas: em sedentarismo extremo e com realizagdo de
exercicios de forgca. O sedentarismo foi induzido pela suspensao pela cauda, simulando
situagdes de pouca ou nenhuma carga nos membros pélvicos e os exercicios foram

realizados em escada.

Partindo da hipétese de que a qualidade éssea € proporcional ao uso de um
determinado segmento dsseo, pode-se dizer que o sedentarismo, cada vez mais
crescente na civilizagao atual, € um dos fatores mais importantes para a perda da
saude 6ssea. Com o avanco tecnoldgico, o estilo de vida da sociedade atual foi, ao
longo da histéria, gradativamente se alterando. O avango da ciéncia trouxe grandes
conquistas e confortos para o ser humano. Porém, alguns efeitos colaterais vieram
inadvertidamente junto com estes avancgos. O sedentarismo e o aumento significativo
na ingestdo de gordura e agucares, e diminuicdo do consumo de fibras e carboidratos,
sao um dos principais problemas acarretados, trazendo consequéncias, como a perda
de massa 6ssea e obesidade (FLEGAL et al., 2010; HEDLEY et al., 2004).

O esqueleto humano tem, entre outras, uma importante fungdo de sustentacao e
movimentagdo do corpo humano, fornecendo pontos de fixagdo aos musculos
esqueléticos. O osso € “0 mecanismo mais engenhosamente programado pela
natureza, ja que, sem significar um peso excessivo, protege e suporta os érgéos e da
ao corpo flexibilidade nos deslocamentos” (DOUGLAS, 2006).

1.1 Idade e envelhecimento

A proporcao de pessoas idosas na populacdo mundial vem crescendo

constantemente. Segundo o IBGE, a expectativa de vida no Brasil elevou 25 anos,
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desde os anos 60. Naquela época, o numero de idosos no pais era de 3 milhdes, em

1975 subiu para 7 milhdes e, em 2008, 21 milhdes.

Uma das doengas que mais acometem pessoas idosas € a osteoporose, que se
caracteriza por ser uma sindrome sistémica, proporcionando redu¢cao da massa 6ssea e
prejuizo micro-arquitetural do esqueleto, predispondo a fragilidade mecanica e risco de
fraturas. Este acometimento é decorrente de alteragdes do processo de remodelagao
Ossea. Estd remodelacdo é dependente de varios fatores, tais como idade, uso de
medicamentos, alimentagdo, entre outros. Atinge todos os géneros e faixas etarias,

porém privilegiam idosos e mulheres apds a menopausa (PINHEIRO et al., 2009).

1.2 Obesidade

A avaliagao antropométrica e da composicao corporal sdo aspectos que definem
obesidade. De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), obesidade é o
acumulo anormal ou excessivo de gordura, e €, geralmente, estimada pelo indice de
massa corporal (IMC), calculado dividindo-se o “peso” (em quilogramas) pela altura (em
metros) ao quadrado. Valores de IMC maiores que 25 Kg/m? indicam sobrepeso, e
acima de 30 indicam obesidade. O IMC tem uso amplamente disseminado na
populagdo, e € considerado uma das melhores alternativas clinicas para mensurar a
obesidade.

A literatura médica tem atribuido a obesidade o carater de fator prévio de
desenvolvimento de inumeras doencgas crénicas (SEIDELL, 1998; CHAI, 2010), além de
associa-la as alteragdes no indice de massa éssea, porém, dados sobre a qualidade
6ssea no sexo masculino séo inconsistentes (CARVALHO, 2009).

Bioensaios tém sido empregados para elucidar os diversos fatores envolvidos
com o complexo da obesidade e suas consequéncias (HANSEN, BALL, MORRIS, 2001;
HOLEMANS et al., 2004; DAVIDSON et al., 2010; LIESCU, CHADE, 2010), bem como
verificar a influéncia da atividade fisica (NAGAIAH, HAZARD, ABRAHAN, 2010) no
aumento de massa corporal e gordura visceral em ratos (DANTAS, 2010). O exercicio
fisico € estudado por ter uma possivel influéncia no tecido 6sseo. Ha estudos que
relatam que o exercicio atua no osso por efeito direto via forga mecéanica (OCARINO,
SERAKIDES, 2006).
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A sacarose, 0 agucar comum comercial, € um dissacarideo que, quando
consumido excessivamente, modifica a biodisponibilidade energética organica,
ocasionando acréscimo da massa corporal por aumentar a deposicdo de gordura
(CHAMPE, HARVEY, FERRIER, 2007). O nivel de consumo de sacarose na dieta atual
€ muito alto e constante, e € um dos principais responsaveis pela obesidade na maior

parte da populagao ocidental.

1.3 Sedentarismo

A falta de uso de um determinado segmento ésseo, seja por sedentarismo ou por
reducao natural de atividades fisicas decorrentes do avango da idade, pode ocasionar
sua regulacdo negativa, ou seja, sua fungdo fisiologica de sintese sera menos
pronunciada do que a de degradacgao, ja que este osso ndo esta tendo fungéo, e isso
pode levar a perda da massa 6ssea (BILEZIKIAN, RAISZ, MARTIN, 2008).

Um estudo publicado por AGUIRRE et al. (2006) mostrou que apoptose de
ostedcitos em ratos foi induzida por auséncia de carga apdés o terceiro dia de
suspensdo. A conclusdo dos autores foi de que as forcas mecanicas diminuidas
eliminam os sinais que mantém a sustentabilidade dos ostedcitos, levando a uma
fraqueza Ossea. VISIGALLI et al (2010) concluiram que a suspensao pela cauda
induziu a modulacao coordenada da expressao de genes em diferentes tipos de células
mesenquimais da tibia. A suspensao também induziu padrdes especificos de expressao
em genes relacionados a homeostasia e modulagdo do mRNA e proteinas para a
deposicdo, maturacdo e remodelagcdo de matriz extracelular, dos quais podem ser
fatores chave para a manutengao dssea.

1.4 Exercicios

Quando determinado segmento 6sseo é submetido a um trabalho de carga, ele
pode sofrer adaptacgdes fisioldgicas, pela regulagdo positiva de sintese/degradacao
O0ssea, com o intuito de fortalecer este osso para melhor suportar esta carga no futuro
(BILEZIKIAN, RAISZ, MARTIN, 2008).
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Ja esta bem sedimentada na literatura que pessoas que preservam aptidao
corporal apropriada conseguem desfrutar de uma vida mais longa e de muito mais
qualidade. Com o avancar da idade, a mortalidade €, em média, trés vezes menor nas
pessoas mais aptas do que nas sedentarias (GUYTON & HALL, 2006).

Existem indicios, apesar de ainda ndo serem muito encontrados na literatura, de
que o exercicio fisico minimiza a osteopenia decorrente do avangar da idade e do
declinio hormonal, contudo, ndo sao todos os tipos de exercicio que promovem efeito
benéfico sobre o esqueleto de mulheres pés-menopausa. Ha estudos que demonstram
que exercicios com carga de peso moderada como caminhadas e cooper, promovem
aumento do conteudo mineral nos ossos dessas mulheres. Ao contrario, foi observado
em mulheres na pés-menopausa, submetidas a exercicios fisicos de baixa carga de
peso como natacao, que sao satisfatorios no condicionamento cardiovascular, mas nao

promovem alteracdo no conteudo mineral do esqueleto (SINAKI, 1999).

A imobilizacdo de um membro leva, em curto espaco de tempo, a perda de
massa Ossea, devido ao aumento intenso da reabsor¢cdo dOssea, proporcionando
osteopenia regional (AIRES, 2008). A interpretagao para tais fatos seria a de que o
esqueleto se adapta as suas necessidades, em termos de resisténcia para as cargas
que carrega constantemente. O organismo tem a tendéncia de procurar manter uma
menor massa 0ssea, apenas a necessaria para suportar o corpo e suas atividades
habituais (AIRES, 2008). Nao se conhece até o momento todos os mecanismos

controladores que regulam a quantidade de tecido a ser reabsorvido.

O declinio da massa 6ssea € bem relacionado com a idade avangada, podendo
atingir taxas préximas de 1% ao ano, apdés os 50 anos de idade (WARMING,
HASSAGER, CHRISTIANSEN, 2002), e aproximadamente um terco de todas as
fraturas relacionadas a osteoporose acontecem em individuos de idade avangada
(RYAN, PETKOV, ADLER, 2011). Isso enfatiza a necessidade de se buscar novas

formas de prevencéo de perda de massa Ossea, e exercicios pode ser uma delas.

1.5 Metabolismo 6sseo

Foram descritas trés substancias cruciais envolvidas no mecanismo de controle

da diferenciagdo e ativacdo dos osteoclastos: RANK, seu ligante (RANKL) e a
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osteoprotegenina (OPG). Os osteoblastos sintetizam RANKL, que € o ligante do
receptor ativador do fator nuclear kB (RANK) existentes nas membranas das células
hematopoiéticas. Sua ligagdo leva a fusdo destas células progenitoras e,
consequentemente, a formagao de osteoclastos. Estes osteoblastos, por outro lado,
produzem e secretam também a OPG, que funciona como uma armadilha que captura o
RANKL, impedindo sua ligaggo com o RANK nas células precursoras e,
consequentemente, a sua diferenciacdo para osteoclastos. Este processo impede que
RANKL em excesso ativem demasiadamente estas células hematopoiéticas (Aires,
2008).

Na formacao Ossea, ja foram identificados mediadores da diferenciacao dos
osteoblastos. Um dos mais importantes consiste na via de sinalizagao do Wnt existente
na membrana dos seus precursores. Os osteoblastos se originam de células
mesenquimais osteoprogenitoras, e dependem de certos fatores de crescimento, tais
como FGF (Fatores de crescimento dos fibroblastos), BMP (“Bone Morphogenetic
Proteins”) e, como citado anteriormente, proteinas Wnt. Estas necessitam dos fatores
de transcricdo Runx2 e Osterix (AIRES, 2008).

Existem marcadores bioquimicos de remodelacdo 6ssea que quantificam a
atividade de formacdo ou de reabsorcdo de células Osseas. Tais marcadores sao
enzimas sintetizadas por osteoblastos, por osteoclastos, ou mesmo por compostos
organicos liberados durante a sintese e reabsor¢cao da matriz 6ssea (SEIBEL, 2000).
Um dos marcadores da formacdo Ossea € a Osteocalcina, que é a proteina nao
colagena mais abundante no osso. E sintetizada pelos osteoblastos diferenciados e
relacionada a mineralizacdo da matriz ostedide (SARAIVA, CASTRO, 2002). Um
marcador de reabsorgcao 6ssea € a fosfatase acida tartarato-resistente (TRAP), que
consiste em uma enzima lisossémica presente no 0sso, baco, plaquetas, eritrocitos e
préstata, que reflete o numero de osteoclastos em atividade (SARAIVA, CASTRO,
2002).

2. MATERIAL E METODOS
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2.1 Animais

O experimento estd de acordo com os principios éticos da Experimentagao
Animal (COBEA) e foi aprovado (n. do processo FOA-00122-2013) pela Comissao de
Etica na Experimentacdo Animal (CEEA). Foram estudados 54 ratos machos (Rattus
novergicus albinus), linhagem Wistar, fornecidos pelo Biotério da Faculdade de
Odontologia da Universidade Estadual Paulista - UNESP / Campus de Aracatuba — SP
com um més de idade, e mantidos em biotério até completarem 16 meses e 21 dias,

caracterizando o final do experimento.

Os animais foram mantidos em gabinete com ambiente controlado (22 + 2°C),
umidade de 65%, ciclo claro/escuro (12/12 horas diarias) e filtragem de ar, em gaiolas
comuns, sendo 12 gaiolas com numero de quatro ratos em cada, e 2 gaiolas com 3
ratos em cada. Os animais foram alimentados com ragdo (Presence®, Paulinia, SP,
Brasil) (Kcal — 366 kcal/100g, Magnésio — 0,006 mg, Ferro — 180 mg, Cobre — 30 mg,
Zinco — 110 mg, Manganés — 110 mg, lodo — 1 mg, Selénio — 0,2 mg, Cobalto — 2 mg,
Vitamina A — 25.577 UI, Vitamina D3 — 4.000 Ul, Vitamina E — 82 mg, Vitamina K — 6,40
mg, Acido Félico — 13 mg, Biotina — 0.16 mg, Colina — 2.800 mg, Niacina — 220 mg,
Pantotenato de calcio — 90 mg, Tiamina — 11 mg, Riboflavina — 12 mg, Piridoxina — vit.
B6 HCI — 11 mg, Antioxidante — 200 mg, Acido propiénico 1.486 mg, Carboidratos —
55%, Umidade maxima — 13%, Proteina bruta (min.) — 23%, Extrato etéreo (min.) — 4%,
Matéria fibrosa (max.) — 7%, Matéria mineral (max.) — 10%, Calcio (min.) — 1,2%, Calcio

(max.) — 1,30%, Fosforo (min.) — 0,85%) e agua a vontade.

Ao completarem 13 meses de idade, 27 ratos foram aleatoriamente selecionados
para receberem dieta rica em sacarose. Tais animais tiveram livre acesso a ragao, agua
e sacarose 30% m/v. A solugédo de sacarose foi preparada com a adigdo de 150g de
agucar no Becker vazio, e completando com agua destilada até atingir 500ml (645
Kcal), homogeneizando-a com agitador magnético. Em cada gaiola permaneciam
disponiveis duas mamadeiras: uma com agua e uma com a solugdo de sacarose,
permitindo assim a livre escolha dos animais. A cada 24 horas, a sobra das quantidades
de ambas as mamadeiras eram mensuradas, descartadas, e as mamadeiras eram
completadas novamente com agua e com nova solugdo de sacarose. Este
procedimento se repetiu diariamente até os animais completarem 16 meses de idade,

quando entao foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos: 9 constituiram o grupo
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sacarose (Sa), 9 o grupo Sacarose Suspenso (SaSu) e 9 o grupo Sacarose Exercicio
(SaEx).

Os 27 animais restantes que ndo receberam a dieta rica em sacarose foram
aleatoriamente distribuidos ao término destes 16 meses, formando mais 3 grupos: 9
animais constituiram o grupo controle (C), 9 o grupo Suspenso (Su), e 9 o grupo
Exercicio (Ex).

ApoOs a distribuicdo dos grupos, os animais dos grupos SaSu e Su foram
suspensos pela cauda, e permaneceram suspensos por 21 dias. Durante o mesmo
periodo, os animais dos grupos SaEx e Ex realizaram exercicio de forca em escada. Os
animais dos grupos C e Sa permaneceram em suas gaiolas, em suas atividades

normais, durante estes 21 dias.

Terminado todo o periodo experimental, os animais foram anestesiados com
Ketamina (30 mg/kg) e Xilazina (3 mg/kg), via intramuscular, em seguida, foi realizada a
eutanasia por decapitagao, para a retirada da glandula hipdfise, da tireoide e do figado
para futuras analises, entdo os membros pélvicos foram dissecados e as tibias e
fémures desarticuladas, removidas e limpas dos tecidos moles circundantes para

analise.
2.2 Técnica de Suspensao

A suspensao do animal pela cauda foi realizada por meio de uma técnica
desenvolvida por SILVA (2002). Com um pedacgo de Reston (espuma adesiva), esta tira
€ colocada de um lado a outro na cauda e fixada com esparadrapo (Figura 1 e 2). O
animal ndo precisa ser anestesiado. Apos tal procedimento a alca de espuma foi presa
a uma presilha e dependurado em uma barra cilindrica rosqueada com altura ajustavel
no compartimento superior da gaiola (Figura 3 e 4). Deste modo, permite ao animal
apoio suficiente dos membros anteriores para locomover-se e alimentar-se. Na barra de
sustentacao foram colocados dois bloqueios metalicos nas extremidades, ajustados de
modo a ndo permitir que o animal tenha contato com as paredes da gaiola. A agua é
fornecida através de bebedouro colocado em altura adequada na parede da gaiola e
racdo comum foi colocada no assoalho. A vantagem dessa técnica é que, além do
animal ndo precisar ser anestesiado, é realizada com agilidade, ao contrario das outras
técnicas onde os animais necessitam de anestesia e analgésicos, além de causar

estresse.
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(Figura 1 e 2: A tira Reston é colocada de um lado a outro na cauda e fixada com esparadrapo) SILVA,
Adriana; 2002.

(Figura 3 e 4: a alga de espuma é presa a uma presilha e dependurado em uma
barra cilindrica) SILVA, Adriana; 2002.

2.3 Programa orientado de treinamento de forga

Os animais dos grupos Ex e SaEx realizaram treinamento de forga em escada de
madeira [113 cm de comprimento x 18 cm de largura; 2 cm de grade; 80° de inclinagao;
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com local para descanso no topo (didmetro de 20 x 20 x 20 cm)] (HORNBERGER
JUNIOR; FARRAR, 2004) trés vezes por semana, durante 3 semanas (Figura 5).

Uma semana antes do inicio do experimento, os animais foram encorajados a
subir a escada, objetivando o aprendizado e a adaptagéo ao exercicio. No ultimo dia de
adaptacao, o animal foi submetido a teste de forga maxima (1-RM), com uso de um tubo
de carga (esferas de ago) acoplado a cauda. Do primeiro ao quinto dia de exercicios, foi
acoplado a cauda um tubo de carga relativo a 60% da forga maxima, onde o animal
realizou oito subidas, com intervalo de 1,5 minutos para descanso entre as subidas.
Entre o quinto e o sexto dia de exercicios, o teste de forca maxima foi repetido, para
adequar a porcentagem de forgca maxima utilizada. Do sexto até o ultimo dia de

exercicios, foi utilizado um tubo de carga relativo a 70% da forca maxima.

O numero baixo de repeticbes, o intervalo de descanso de 1,5 minutos e os
valores de porcentagem de carga, caracterizam exercicios com objetivo de ganho de
forga (BOMPA, 2001).

Figura 5: Escada utilizada no
treinamento de forga.

2.4 Consumo de agua, sacarose e ragao

O consumo da agua e da solugédo de sacarose foi mensurado todos os dias por

meio de proveta, pela diferenca da solugéo colocada inicialmente (500 ml) com a sobra.
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As sobras foram descartadas, fazendo-se reposicdo da quantidade da solugéo. O
consumo de ragao também foi mensurado diariamente pela diferenga da ragéo

inicialmente ofertada (300 g) com a ragdo que nao foi consumida.

2.5 Massa Corporea

A massa corpérea foi avaliada no primeiro dia da experimentagdo (quando os
animais completarem 13 meses de idade), no primeiro dia de suspensao e treinamento
(quando os animais completarem 16 meses de idade) e no dia da eutanasia, com

balancga digital de precisao (Balanga Toledo®).

2.6 Contetudo Mineral 6sseo, Area e Densidade Mineral Ossea Areal

Os ossos (tibias e fémures) foram submetidos a analise da densidade mineral
ossea areal-DMOA (em g/cm?), area (cm?) e conteddo mineral ésseo — CMO (g)
medidos com densitdbmetro DXA (modelo DPX-Alpha, Lunar®) com software especial
para pequenos animais (pertencente ao Departamento de Apoio, Produgdo e Saude
Animal — FMVA/UNESP). Para tal, os ossos foram limpos e colocados em recipiente de
acrilico com agua deionizada e escaneados usando o densitdmetro com software para
pequenos animais acoplado a um computador, selecionando-se a regido de interesse

(todo 0 0sso0) com analise densitométrica.

2.7 Ensaios Mecanicos

Em maquina universal EMIC, modelo DL 3000 (pertencente ao Departamento de
Materiais Dentarios da FOA /UNESP-Aragatuba), os ossos foram submetidos a ensaios
mecanicos de flexdo em trés pontos, de compressdao da cabeca do fémur e de
compressao do osso cortical. No ensaio de flexdo em trés pontos, o 0sso € apoiado em
dois suportes (dois pontos) e a forgca aplicada em um terceiro ponto, no meio
geométrico entre os dois apoios (terco médio da tibia). No ensaio de compressao da
cabeca do fémur, os ossos foram apoiados em pé em suporte apropriado, com a forca

sendo aplicada diretamente na cabega do fémur. No ensaio de compressao do 0sso
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cortical, foram retiradas amostras de aproximadamente 4mm de comprimento na regido

diafisaria do fémur, e levados a maquina de ensaio, onde foram comprimidos.

Os ensaios foram destrutivos e foi registrada a forca maxima admitida (Fmax). A
carga aplicada teve velocidade de 5 mm/min com célula de carga de 2000N. Também
foi calculada a rigidez e a tenacidade, variaveis que expressam a resisténcia 6ssea. Os
resultados foram registrados em sistema computacional pertencente ao proprio

equipamento.

2.8 Imunoistoquimica: Imunomarcacg¢ao de OCN e TRAP

Logo depois de retirados, os ossos esquerdos foram fixados em formalina
neutra (10%), durante 48 horas, em temperatura ambiente. Em seguida, lavados em
agua corrente por 24 horas e descalcificados em solugdo de EDTA (10%). Apds
descalcificados, os ossos foram lavados em agua corrente (24 horas), desidratados,
diafanizados e incluidos em parafina pelo método de rotina. Nos blocos obtidos, foram
efetuados cortes semi-seriados, com 06 micrdmetros de espessura, os quais foram

utilizados para imunoistoquimica.

Foi realizada marcacédo imunoistoquimica nos cortes histologicos das tibias
(epifise proximal) dos animais. Foram utilizados anticorpos primarios (1:100) contra a
osteocalcina (Goat anti-osteocalcin - SC18319) e TRAP (Goat anti-TRAP - SC 30832).

Os anticorpos secundarios (1:200) foram anti-coelho biotinilado (immunopure
rabbit anti goat - Pier 31732).

O sinal da reagédo foi amplificado com o sistema avidina-biotina (Kit ABC-
Vectastain Elite ABC — Peroxidase Standard, reagent A and B only — PK6100 — Vector
Laboratories) e a reagdo revelada utilizando a diaminobenzidina (DAB) como

cromogeno.

A especificidade das marcacbdes foi confirmada pela exclusdo do anticorpo
primario em laminas controle. Todas as incubag¢des dos anticorpos foram realizadas em

camara umida a temperatura de 25°C.
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Os resultados foram expressos em escores com base na intensidade,
classificados como grau 1 (leve), grau 2 (moderado) e grau 3 (severo). O resultado

negativo foi interpretado como auséncia de marcacéo e classificado como grau 0.

Toda a avaliacdo foi realizada por dois observadores realizando analise
subjetiva. As imagens foram processadas no microscopio Axio Imager A.1 (Carl Zeiss
Oberkochen, Alemanha) conectado a camera AxioCam MRc (Carl Zeiss) e micrografias

foram processadas no software Axiovision 4.7 (Carl Zeiss).

2.9 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram apresentados como média e desvio padrdo. Foi
realizada analise de variancia — ANOVA e a comparacgao entre os grupos foi feita pelo
teste Tukey, paramétrico, para determinar diferenca estatistica entre os grupos. O valor

considerado estatisticamente significativo foi de p<0,05.

3. Resultados

3.1 Consumo de agua, sacarose e ragao

Os valores diarios de consumo de agua e sacarose pelos animais dos grupos

SaSu, SaEx e Sa, entre 0 1° e 0 90° dia, estao representados na figura 6:
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Figura 6. Quantidade média, por rato, de agua e sacarose consumida pelos animais dos
grupos SaSu, SaEx e Sa, com suas respectivas linhas de tendéncia. O eixo X representa

os dias (1° ao 90°).
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Os valores diarios de consumo de ragao pelos animais dos grupos SaSu, SaEx e

Sa, entre 0 1° e 0 90° dia, estéo representados na figura 7:

20 v =-0,0383x + 11,664
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Figura 7. Quantidade média, por rato, de ragdo consumida pelos animais dos grupos

SaSu, SaEx e Sa, e sua linha de tendéncia. O eixo X representa os dias (1° ao 90°).

A tabela 1 mostra o consumo médio diario de agua, sacarose e ragao destes

animais:
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Tabela 1. Média do consumo diario de agua,
sacarose e ragdo, por rato (grupos Sa, SaSu e

SaEx)
Agua 3,7+1,6ml
Sacarose 53,7 £ 8,0 ml
Racao 99+28¢g

3.2 Massa Corporea

Foi realizada, nos animais designados a suplementacdo com sacarose, a
mensuracdo de sua massa corporea antes e apos a suplementacido com sacarose. A
andlise estatistica desta diferenca de massas demonstrou diferenca significativa
(p<0,0001). Este valor de p mostra que a suplementagdo com sacarose teve grande
impacto no aumento de massa corporea destes animais. Estes valores estédo

representados pela figura 8:
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Figura 8. Média e desvio padrdo da massa dos animais designados a
suplementagdo com sacarose, antes e apds a suplementagao. *p<0,05.

A seguir serdo mostrados comparativos de massas dos animais designados aos
grupos  suspensos e exercicios, antes destes serem submetidos a
suspensao/exercicios, para constar se ha diferenga das massas antes deles iniciarem o

experimento.
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A figura 9 mostra a massa corporal média dos animais dos grupos SaSu, SaEx,
Su e EXx, antes de iniciarem a suspenséao e os exercicios. A diferenga de massa entre os
grupos Su e Ex nao foi considerada estatisticamente significativa (p=0,23), assim como
a diferenga entre os grupos SaSu e SaEx (p=0,70)

m{g) 900
800 ns
700 , ‘
600 ns
500
400
300
200
100
0 . . ; ;
Sasu Sakx Su Ex

Figura 9. Média e desvio padréo da massa dos animais dos grupos Sasu, Saex,
Su e Ex, respectivamente, antes de iniciarem a suspensio e 0s exercicios. ns =
nao significativo.

A seguir é ilustrada a influéncia que a suspensdo e os exercicios tiveram na
massa corporal destes animais. A figura 10 mostra a diferenga de massa corporal antes
e depois da suspensao e antes e depois dos exercicios para os grupos SaEx e Ex. Os
animais do grupo Su nao tiveram perda significativa de massa corporal durante o
periodo de suspensédo pela cauda (p=0,057), assim como 0s animais obesos do grupo
SaSu (p=0,074).

Nao houve perda de massa estatisticamente significativa nos animais do grupo

Ex (p=0,07), porém ela existiu nos animais obesos do grupo Sakx (p=0,027).
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Figura 10. Média e desvio padrao da massa dos animais ho momento pré e pés
suspensao (para os grupos SaSu e Su) e pré e pos exercicios (para os grupos
SaEx e Ex). *p<0,05. ns = ndo significativo.

Em seguida, foi feita uma comparagcdo de variagdo de massa entre os
grupos sacarose exercicios e suspensos (SaEx e SaSu) com o grupo sacarose
(Sa), apos os 21 dias de suspensédo/exercicios, como mostrado na figura 11. As
diferengcas de massa corpérea nao foram significativas, tanto para o grupo SaSu
(p=0,10) quanto para o SaEx (p=0,07).
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Figura 11. Média e desvio padrdo da massa dos animais no momento pos
suspensao/exercicios. ns = nao significativo.
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Apods o periodo de suspensao/exercicios, outra comparagao foi realizada,
entre a massa média dos animais que foram suspensos, € 0s animais que
realizaram exercicio de forga, como mostrado na figura 12. A analise estatistica
revelou que a diferenga de massa entre os grupos Su e Ex n&o foi considerada
estatisticamente significativa (p=0,74), assim como a diferenga entre os grupos
SaSu e SaEx (p=0,85).
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Figura 12. Média e desvio padrdo da massa dos animais dos grupos Su e Ex,
respectivamente, apds a suspensao e os exercicios. O eixo y representa o valor
da massa (g).

A figura 13 mostra o ganho de massa corporal médio de todos os animais
designados a ingerir o suplemento com sacarose durante 3 meses, em linha azul (do
390° ao 480° dia), bem como de todos os outros animais ndo suplementados com
sacarose, pelo mesmo periodo, em linha vermelha. Ao final desse periodo, é
apresentada a massa corporal média de cada grupo, antes e apds o periodo de 21 dias
de suspensao (grupos SaSu e Su), exercicios (grupos SaEx e Ex) e da permanéncia

normal em gaiolas (grupos Sa e C).
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Figura 13. Média das massas. As linhas do 390° ao 480° dia indicam o ganho de massa
corporal média dos animais designados aos grupos Sacarose, e aos nao-sacarose. As linhas
apos o 480° dia da figura mostram a variagdo de massa durante o periodo experimental.

3.3 Analises com o densitdmetro e ensaios mecanicos

A tabela 2 mostra os valores mensurados das variaveis analisadas neste estudo,

onde serdo mostradas com mais detalhes a seguir.

Tabela 2. Média e desvio padrdo das variaveis analisadas pelo densittmetro DXA e pelos ensaios

mecanicos
C Su Ex Sa SaSu SaEx

o Femur  0499z003  0,399£0,06  0606:009 05562007  0420:004  0,50820,02

Tibia 0,325¢002  0237:0,04  0,395:005 03312006  0256:004  0,363:0,05

oo Femur 20231006  2,012:008  2,0212016 20126006  2,020:012  2,01520,15

Tibia 1605:0,14  1,607:010  1,616:0,09  1602:015  1,608:008  1,611£0,10

Femur 02642002 02282002  0,205:002 0265002 02152002  0,2840,03

PMOA Tibia 0,228:001  0197+0,01  0256£0,02  0211:0,01  0183:0,01  0,231%0,02
Fmax  149.62:30,90 120,43£20,18  173,20£3071 1460721860  114,7121144  151,78£12.91
Cabeea  Rigidez  314,18:66,24  247,03:67,50 3442616536 312,72:2800 255533582  333,37465,58
GORMUT  enacidade  56,05:1397 402081096  67.45:1545 4594056 332041042  57,85:1093
Terco Fmax 885411240  7059:1144  112,80:2434 821521607 582921519  97,41£20,19
nedioda  Rigidez  177,53+17,62  144,32+1561 197,6945170 1745483260 132,57:20,85 196,43+19,51
tbia  Temacidade 38,88+13,50  24,384963  50,3119,11  33,20:11,64  19,834351  39,41%11,26
Fmax  8833:107,1 6600121 88721458  736,2:1503 55561005 803,7£110,9

Cortical  Rigidez 2231£308 19524227 23814339 2034239 1656+285 20874146
GORMU  renacidade  3785i783  2677:6197 383081227  333,6:84 27584836  356,6443,78
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3.4 Analises DXA

3.4.1 Conteudo mineral 6sseo (CMO)

Comparando os animais dos grupos Su e Ex, em relagao ao grupo C, as figuras
14 e 15 mostram as andlises de conteudo mineral ésseo. O CMO dos fémures dos
animais do grupo suspenso diminuiram 20% (p=0,0007), e as tibias diminuiram 27%
(p<0,0001), em relacdo ao grupo C. Por outro lado, os fémures do grupo exercicio
tiveram um aumento de 21% (p=0,005), e as tibias também aumentaram em 21%

(p=0,007) em relagao ao grupo C.

Comparando agora os grupos sacarose, em relagdo ao C, as figuras 14 e 15
mostram que o CMO do grupo SaSu obteve uma perda de 32% (p=0,009) nas tibias, e
de 25% (p=0,01) no fémures. Por outro lado, o grupo SaEx obteve um aumento de 11%
(p=0,07) na tibias, e de 15% nos fémures (p=0,01).
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Figura 14. Média e desvio padrao do CMO dos fémures dos animais dos grupos
Su, Ex, SaSu e SaEx apds a suspensao e 0s exercicios, em comparagao com o
grupo C. *p<0,05.
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Figura 15. Média e desvio padrdo do CMO das tibias dos animais dos grupos Su,
Ex, SaSu e SaEx apds a suspensdo e 0s exercicios, em comparagdo com 0
grupo C. *p<0,05. ns=nao significativo.
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Fazendo uma comparagdao dos animais obesos que fizeram exercicios e 0s
que ficaram suspensos (SaSu e SaEx) com os animais obesos (Sa). Observa-se que o
CMO dos fémures do grupo SaEx aumentou em 9% (p=0,11) e as tibias aumentaram
em 10% (p=0,15) em relagdo ao grupo Sa. Por outro lado, os animais do grupo SaSu
tiveram a CMO de seus fémures diminuida em 32% (p=0,004) e de suas tibias
diminuida em 31% (p=0,012).

Os animais do grupo Sa tiveram um ganho de 12% (p=0,04) nos fémures, e de
2% (p=0,70) nas tibias.

A comparagao dos efeitos na CMO da suspensdo e do exercicio entre os
animais nao obesos (Su e Ex em relagdo ao C) e os animais obesos (SaSu e SaEx em

relagdo ao Sa) estdo ilustrados nas figuras 16 (Fémures) e 17 (Tibias).
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Figura 16. Média e desvio padrdo do CMO dos fémures dos animais apds a
suspensao e os exercicios. *p<0,05 e ns=nao significativo para os grupos Su, Ex
e Sa em relagdo ao grupo C, e para os grupos SaSu e SaEx em relagdo ao
grupo Sa.
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Figura 17. Média e desvio padrao do CMO das tibias dos animais apds a
suspensao e os exercicios. *p<0,05 e ns=nao significativo para os grupos Su, Ex
e Sa em relagdo ao grupo C, e para os grupos SaSu e SaEx em relacdo ao
grupo Sa.

3.4.2 AREAS

Os valores das areas mensuradas dos 0ssos, tanto os fémures quanto as tibias,
permaneceram praticamente as mesmas. Todos os valores mensurados ndao mostraram

diferenga significativa.
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3.4.3 Densidade mineral 6ssea areal (DMOA)

Comparando os animais dos grupos Su e Ex, em relagdo ao grupo C, as figuras
18 e 19 mostram as analises de densidade mineral éssea areal. A DMOA dos fémures
dos animais do grupo suspenso diminuiu em 15% (p=0,001), e das tibias diminuiu em
17% (p=0,0001) em relagéo ao grupo C. Por outro lado, o grupo Ex teve a DMOA dos

fémures aumentado em 11% (p=0,012) e das tibias aumentado em 12% (p=0,004).

Comparando agora os grupos sacarose, em relacdo ao C, podemos
verificar, como também indicado nas figuras 18 e 19, que a DMOA das tibias do
grupo SaSu obtiveram uma perda de 29% (p=0,007), e os fémures, uma perda de
21% (p=0,01). Em contrapartida, as tibias do grupo SaEx tiveram um ganho de 5%
(p=0,41) e, os fémures, um ganho de 3% (p=0,50) em relagdo ao grupo C. Ao
contrario do que aconteceu com o grupo exercicio (Ex), os animais do grupo

sacarose exercicios (SaEx) nao obtiveram diferencga significativa.
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Figura 18. Média e desvio padrao da DMOA dos fémures dos animais dos
grupos Su, Ex, SaSu e SaEx apds a suspensio e 0s exercicios, em comparagao
com o grupo C. *p<0,05. ns=nao significativo.
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Figura 19. Média e desvio padrao da DMOA das tibias dos animais dos grupos
Su, Ex, SaSu e SaEx apds a suspensao e 0s exercicios, em comparagdo com o
grupo C. *p<0,05. ns=nao significativo.

Fazendo agora a comparagcdo dos animais dos grupos SaEx e SaSu, com os
animais do grupo Sa, verificamos que a DMOA dos fémures dos animais do grupo SaSu
diminuiu em 31% (p=0,005), e as tibias diminuiram em 28% (p=0,01). Por outro lado, os
animais do grupo SaEx tiveram a DMOA de seus fémures aumentada em 7% (p=0,13)
e as tibias aumentadas em 9% (p=0,06).

Os fémures dos animais do grupo Sa permaneceram praticamente com o
mesmo valor de DMOA dos grupo C (diferenga inferior a 1%), enquanto que as suas

tibias tiveram uma diminuicédo de 7% (p=0,048).

A comparagéo dos efeitos da suspensdo e do exercicio na DMOA entre os
animais nao obesos (Su e Ex em relagdo ao C) e os animais obesos (SaSu e SaEx em

relagéo ao Sa) estao ilustrados nas figuras 20 (Fémures) e 21 (Tibias).
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Figura 20. Média e desvio padrdo do DMOA dos fémures dos animais apds a
suspensao e os exercicios. *p<0,05 e ns=nao significativo para os grupos Su, Ex
e Sa em relagédo ao grupo C, e para os grupos SaSu e SaEx em relagcédo ao

grupo Sa.

g/em? 0.3
0,25

0,2

0,15

0,1

0,05

*

I ns |

)

I«
T “\
I‘\ : : :
Su C Ex

Tibia

Sasu

Sa

Sakx

Figura 21. Média e desvio padrdo do DMOA das tibias dos animais apds a
suspensao e os exercicios. *p<0,05 e ns=nao significativo para os grupos Su, Ex
e Sa em relagédo ao grupo C, e para os grupos SaSu e SaEx em relacédo ao

grupo Sa.

3.5 ENSAIOS MECANICOS

3.5.1 Compressao da cabecga do fémur

3.5.1.1 For¢ga Maxima da cabeg¢a do fémur

36
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A figura 22 mostra os resultados de forga maxima admitida na cabeca do fémur.
O grupo Ex obteve um aumento de resisténcia a forga aplicada de 13% (p=0,09) em
relagdo ao grupo C. Por outro lado, o grupo Su obteve uma diminui¢cado de resisténcia
em 23% (p=0,01).

Entre os animais obesos, o0 grupo SaEx obteve um aumento de 8% (p=0,48),
enquanto que o grupo SaSu obteve uma perda de 23% (p=0,009) em relagdo ao grupo
C.
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Figura 22. Média e desvio padrdo da Fmax dos animais dos grupos Su, Ex, SaSu
e SaEx, em comparag¢ao com o grupo C. *p<0,05. ns=nao significativo.

Realizando uma comparagao dos animais dos grupos SaEx e SaSu, com o0s
animais do grupo Sa, como ilustra a figura 23. Verificamos que a Fmax admitida da
cabeca dos fémures dos animais do grupo SaSu diminuiu em 22% (p=0,001), Por outro
lado, os animais do grupo SaEx tiveram a Fmax de seus fémures aumentada em 4%

(p=0,36) e as tibias aumentadas em 9% (p=0,06).

A Fmax admitida dos animais do grupo Sa tiveram uma diminuicdo de 3%
(p=0,61) em relagéo ao grupo C.
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Figura 23. Média e desvio padrédo da Fmax dos fémures dos animais apds a
suspensao e os exercicios. *p<0,05 e ns=nao significativo para os grupos Su, Ex
e Sa em relagédo ao grupo C, e para os grupos SaSu e SaEx em relagédo ao
grupo Sa.

3.5.1.2 Rigidez da cabega do fémur

A figura 24 mostra os resultados de rigidez da cabeca do fémur. O grupo
Ex obteve um aumento de 9% (p=0,32) em relagdo ao grupo C, enquanto que o
grupo Su obteve uma diminuigdo de 22% (p=0,03).

Para os animais obesos, o grupo SaEx obteve um aumento de 6%
(p=0,44), enquanto que o grupo SaSu obteve uma diminuicdo de 19% (p=0,03).
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Figura 24. Média e desvio padrdo da rigidez dos animais dos grupos Su, Ex,
SaSu e SaEx, em comparacado com o grupo C. *p<0,05. ns=n&o significativo.

Incluindo uma comparagao dos animais dos grupos SaEx e SaSu, com
0s animais do grupo Sa, como ilustra a figura 25, verificamos que a rigidez dos
fémures dos animais do grupo SaSu diminuiu 19% (p=0,002), enquanto que nos
animais do grupo SaEx aumentou em 6% (p=0,31).

A rigidez dos animais do grupo Sa permaneceu praticamente com o

mesmo valor dos animais do grupo C (diferencga inferior a 1%).
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Figura 25. Média e desvio padrdo da rigidez dos fémures dos animais apés a
suspensao e os exercicios. *p<0,05 e ns=no significativo para os grupos Su, Ex e
Sa em relagéo ao grupo C, e para os grupos SaSu e SaEx em relagado ao grupo
Sa.
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3.5.1.3 Tenacidade da cabega do fémur

Na figura 26 estdo ilustrados os resultados de tenacidade da cabega do
fémur. O grupo Ex obteve um aumento de 18% na tenacidade (p=0,07) em relagéo
ao grupo C, enquanto que o grupo Su teve sua tenacidade diminuida em 28%
(p=0,01).

Os animais do grupo SaEx obtiveram um aumento na tenacidade em 2%
(p=0,76), enquanto que o grupo SaSu obteve sua tenacidade diminuida em 38%
(p=0,0009).
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Figura 26. Média e desvio padrdo da tenacidade dos animais dos grupos Su, EXx,
SaSu e SaEx, em comparagdo com o grupo C. *p<0,05. ns=n&o significativo.

Incluindo uma comparagao dos animais dos grupos SaEx e SaSu, com
0s animais do grupo Sa, como ilustra a figura 27, verificamos que a tenacidade
dos fémures dos animais do grupo SaSu diminuiu 28% (p=0,01), enquanto que
nos animais do grupo SaEx aumentou em 21% (p=0,02).

A tenacidade dos animais do grupo Sa diminuiu em 19% (p=0,09) em
relacao ao grupo C.
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Figura 27. Média e desvio padrédo da tenacidade dos fémures dos animais apods a
suspensao e os exercicios. *p<0,05 e ns=nao significativo para os grupos Su, Ex e
Sa em relagédo ao grupo C, e para os grupos SaSu e SaEx em relagdo ao grupo
Sa.

3.5.2 Compressao da tibia — Flexao em 3 pontos
3.5.2.1. For¢ca maxima das tibias

Podemos observar na figura 28 a ilustracdo dos resultados de forca maxima
admitida no tergco médio das tibias. Os animais do grupo Ex obtiveram um aumento de
resisténcia a forga aplicada de 21% (p=0,011) em relagdo ao grupo C, enquanto que o

grupo Su teve sua resisténcia a forga aplicada diminuida em 20% (p=0,005).

Os animais do grupo SaEx obtiveram aumento da forga maxima admitida em
10% (p=0,14) em relagdo ao grupo C, enquanto que o0s animais do grupo SaSu
obtiveram diminui¢cao de 34% (p=0,0003).
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Figura 28. Média e desvio padrdo da forga maxima das tibias dos animais dos
grupos Su, Ex, SaSu e SaEx, em comparagdo com o grupo C. *p<0,05. ns=nao
significativo

Incluindo uma comparag¢do dos animais dos grupos SaEx e SaSu, com
0s animais do grupo Sa, como ilustra a figura 29, verificamos que a forca maxima

admitida nas tibias dos animais do grupo SaSu diminuiu 29% (p=0,006), enquanto

que nos animais do grupo SaEx aumentou em 17% (p=0,07).

O grupo Sa obteve uma diminuigao de 7% (p=0,37) em relagdo ao grupo

C
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Figura 29. Média e desvio padrdo da forca méaxima admitida nas tibias dos
animais apos a suspensao e os exercicios*p<0,05 e ns=ndo significativo para
os grupos Su, Ex e Sa em relagéo ao grupo C, e para os grupos SaSu e SaEx

em relagdo ao grupo Sa.
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3.5.2.2 Rigidez das Tibias

Os resultados de rigidez das tibias estao ilustrados na figura 30. Os animais do
grupo Ex obtiveram um aumento de 11% na rigidez (p=0,12), enquanto que o grupo Su

obteve uma diminuicdo de 20% (p=0,0006), em relagéo ao grupo C.

Entre os animais obesos, o grupo SaEx teve a rigidez de suas tibias aumentada
em 10% (p=0,09), enquanto que o grupo SaSu teve uma diminui¢do de 24% (p=0,001),

em relagdo ao grupo C.
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Figura 30. Média e desvio padrdo da rigidez das tibias dos animais dos grupos
Su, Ex, SaSu e SaEx, em comparagdo com o grupo C. *p<0,05. ns=nao
significativo

Incluindo agora a comparagéo dos animais dos grupos SaEx e SaSu, com os
animais do grupo Sa, como ilustra a figura 31, verificamos que a rigidez nas tibias do
grupo SaEx aumentou em 12% (p=0,10), enquanto que o grupo SaSu teve perda de
25% (p=0,005).

Os animais do grupo Sa tiveram uma perda de 2% (p=0,81) em relagdo ao grupo
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Figura 31. Média e desvio padrao da rigidez das tibias dos animais apds a
suspensao e os exercicios. *p<0,05 e ns=nao significativo para os grupos Su, Ex e
Sa em relagéo ao grupo C, e para os grupos SaSu e SaEx em relagédo ao grupo Sa.

3.5.2.2 Tenacidade das Tibias

Os resultados de tenacidade das tibias estéo ilustrados na figura 32. Os animais
do grupo Ex tiveram um aumento de 22% (p=0,07), e o grupo Su obteve uma perda de
36% na tenacidade (p=0,011), em relagao ao grupo C.

Para os animais obesos, o grupo SaEx obteve um aumento de 1% (p=0,92), e o
grupo SaSu obteve uma perda de 45% (p=0,001) na tenacidade.
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Figura 32. Média e desvio padrdo da tenacidade das tibias dos animais dos grupos Su,
Ex, SaSu e SaEx, em comparagédo com o grupo C. *p<0,05. ns=nao significativo.
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Incluindo uma comparagdo dos animais dos grupos SaEx e SaSu, com os
animais do grupo Sa, como ilustra a figura 33, verificamos que a tenacidade das tibias
do grupo SaEx aumentou em 17% (p=0,16), enquanto que o grupo SaSu teve perda de
38% (p=0,007).

O grupo Sa obteve uma perda de 12% (p=0,35) em relagéo ao grupo C.
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Figura 33. Média e desvio padrdo da tenacidade das tibias dos animais apos a
suspensao e os exercicios. *p<0,05 e ns=nao significativo para os grupos Su, Ex
e Sa em relagédo ao grupo C, e para os grupos SaSu e SaEx em relagcédo ao
grupo Sa.

3.5.3 Compressao do osso cortical

3.5.3.1 Forga Maxima do osso cortical

Podemos observar na figura 34 a ilustracdo dos resultados de forca
maxima admitida no osso cortical dos fémures. O grupo Ex permaneceu praticamente
com o mesmo valor do grupo C (diferenga inferior a 1%). Por outro lado, o grupo Su

obteve uma diminuicédo de 25% (p=0,006).

Entre os animais obesos, o grupo SaEx obteve uma diminuicdo de 8%
(p=0,28), enquanto que o grupo SaSu obteve uma perda de 34% (p=0,001) em
relagéo ao grupo C.
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Figura 34. Média e desvio padrdo da forca maxima admitida do osso cortical dos
animais dos grupos Su, Ex, SaSu e SaEx, em comparagdo com o grupo C.
*p<0,05. ns=nao significativo.

Incluindo uma comparac¢do dos animais dos grupos SaEx e SaSu, com os
animais do grupo Sa, como ilustra a figura 35, verificamos que a forca maxima admitida
na porgao cortical do grupo SaEx aumentou em 9% (p=0,34), enquanto que o grupo
SaSu teve perda de 25% (p=0,002).

O grupo Sa obteve uma perda de 18% (p=0,08) em relagao ao grupo C.
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Figura 35. Média e desvio padrao da forga maxima admitida do osso cortical dos animais
apos a suspensao e os exercicios. *p<0,05 e ns=nao significativo para os grupos Su, Ex
e Sa em relagado ao grupo C, e para os grupos SaSu e SaEx em relagdo ao grupo Sa.
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3.5.3.2 Rigidez do osso cortical

Os resultados de rigidez do osso cortical estdo ilustrados na figura 36. Os
animais do grupo Ex obtiveram um aumento de 6% na rigidez (p=0,38), enquanto que o

grupo Su obteve uma diminui¢ao de 13% (p=0,065), em relagéo ao grupo C.

Entre os animais obesos, o grupo SaEx obteve uma diminuicdo de 6%
(p=0,28), enquanto que o grupo SaSu obteve uma perda de 25% (p=0,005) em

relacéo ao grupo C.
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Figura 36. Média e desvio padrao da rigidez do osso cortical dos animais dos
grupos Su, Ex, SaSu e SaEx, em comparag¢dao com o grupo C. *p<0,05. ns=nao
significativo.

Incluindo uma comparagdao dos animais dos grupos SaEx e SaSu, com os
animais do grupo Sa, como ilustra a figura 37, verificamos que a rigidez do grupo SaEx

aumentou em 2% (p=0,61), enquanto que o grupo SaSu teve perda de 18% (p=0,019).

O grupo Sa obteve uma perda de 7% (p=0,18) em relacdo ao grupo C.
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Figura 37. Média e desvio padréo da rigidez do osso cortical dos animais apés a
suspensao e os exercicios. *p<0,05 e ns=nao significativo para os grupos Su, Ex
e Sa em relagédo ao grupo C, e para os grupos SaSu e SaEx em relagcédo ao

grupo Sa.

3.5.3.3 Tenacidade do osso cortical

Os resultados de tenacidade do osso cortical estéo ilustrados na figura 38. Os

animais do grupo Ex obtiveram um aumento de 2% na tenacidade (p=0,92), enquanto

que o grupo Su obteve uma diminuigao de 24% (p=0,02), em relagdo ao grupo C.

Entre os animais obesos, o grupo SaEx obteve uma diminuicdo de 5%

(p=0,49), enquanto que o grupo SaSu obteve uma perda de 27% (p=0,03) em

relagao ao grupo C.
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Figura 38. Média e desvio padrdo da tenacidade do osso cortical dos animais
dos grupos Su, Ex, SaSu e SaEx, em comparagdo com o grupo C. *p<0,05.
ns=n&o significativo.

Incluindo uma comparagao dos animais dos grupos SaEx e SaSu, com os
animais do grupo Sa, como ilustra a figura 39, verificamos que a tenacidade do grupo
SaEx aumentou em 7% (p=0,58), enquanto que o grupo SaSu teve perda de 19%
(p=0,18).

O grupo Sa obteve uma perda de 11% (p=0,32) em relagao ao grupo C.
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Figura 39. Média e desvio padrao da tenacidade do osso cortical dos animais apds
a suspensao e os exercicios. *p<0,05 e ns=nao significativo para os grupos Su, Ex e
Sa em relagado ao grupo C, e para os grupos SaSu e SaEx em relagao ao grupo Sa.
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3.6 Imunoistoquimica: Imunomarcacgao de osteocalcina e TRAP

A técnica imunoistoquimica empregada para a detecgao de OCN (Osteocalcina)
e TRAP mostrou alta especificidade para a detec¢ao de tais proteinas, a qual foi
comprovada pela auséncia total de marcagcdo no controle negativo da reacéo
imunoistoquimica. As imunomarcagdes se apresentaram com uma coloragao
acinzentada, confinada ao compartimento citosolico das células imunorreativas (Figura
40).

A imunomarcagao para OCN foi expressa predominantemente em osteoblastos
e, para TRAP, em osteoclastos. A imunomarcacdo para OCN nos grupos SaEx e Ex
foram onde prevaleceram os maiores padroes de marcacdes. O Grupo Sa prevaleceu
um padrdao moderado a alto de marcagao. O grupo C prevaleceu moderado padrao de
marcacao, e 0s grupos SaSu e Su prevaleceram baixos padrées de marcagao de OCN.

A imunomarcagédo para TRAP foi maior no grupo Su. O grupo Sa prevaleceu
moderado a alto padrdao de marcacéo. Os grupos C e SaSu prevaleceram moderado
padrdao de marcacgao, e os grupos SaEx e Ex prevaleceram baixo a moderado padrdes

de marcacao.
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Figura 40. Imunomarcacdo de OCN e TRAP. Graficos evidenciando o padrdao das
imunomarcacgdes, e fotomicrografias mostrando osteoblastos OCN-positivos (setas vermelhas) e
osteoclasto TRAP-positivo (seta verde).

4, Discussao

Neste trabalho foi determinada a influéncia da obesidade sobre varios
parametros 6sseos em ratos da linhagem Wistar, que tiveram osteopenia induzida por
meio de suspensao pela cauda, e que realizaram exercicios de forga. A suspensao pela

cauda, que teve como finalidade eliminar a sinalizacdo de sustentacdo mecanica dos
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0sso0s, € bem conhecida pela literatura como causadora de osteopenia, ao passo que
exercicios de forgca podem trazer certos beneficios a saude 6ssea. Os mecanismos de
acao provenientes do estimulo mecanico ainda nao estdo muito bem esclarecidos, e os
resultados encontrados na literatura, especialmente ao que se refere a pessoas obesas

e idosas, ainda sdo um pouco controversos.

A imobilizagdo de um membro leva, em curto espago de tempo, ao aumento
intenso da reabsorgdo 6ssea e a osteopenia regional. Aguirre et al. (2006) verificou a
apoptose de ostedcitos em ratos devido a auséncia de carga apds o terceiro dia de
suspensdo. Apesar de ndo serem conhecidos, até o momento, todos os mecanismos
controladores que regulam a quantidade de tecido a ser reabsorvido, diversas outras
pesquisas demonstram piora da integridade estrutural 6ssea por meio da suspensao
pela cauda (BORGES et al, 2014; SHIMANO, VOLPON, 2007; VISIGALLI et al, 2010).
Estes sao indicativos de que a saude Ossea € dependente de estimulacdo mecanica
constante (ROBLING, TURNER, 2009).

Tais resultados estdo de acordo com os resultados desta pesquisa. Os 2 grupos
de animais submetidos a suspensao pela cauda (Su e SaSu) obtiveram diminui¢cao
significante em todos os paradmetros 6sseos analisados, com exceg¢ao da area, o que
também concorda com os parametros imunoistoquimicos, demonstrando escores mais
altos para atividade osteoclastica (TRAP) e escores baixo para atividade osteoblastica
(Osteocalcina). Estes valores também estao de acordo com os resultados do estudo de
DUFOUR et al (2006), onde seu estudo verificou que a suspensao de ratos pela cauda

causou rapida diminuigdo do numero de osteoblastos na superficie dssea.

Exercicios fisicos, pela natureza do movimento, aumentam a carga mecanica
sofrida pelo segmento 6sseo utilizado. A remodelagédo continua dos ossos demonstra a
capacidade de adaptacao destes, para suportar as cargas de nossas tarefas diarias
(BONEWALD, JOHNSON, 2008). Exercicios de forca aumentam a carga mecéanica do
segmento utilizado, podendo promover osteogénese (TURNER, ROBLING, 2005). Ha
estudos demonstrando que, de fato, a realizagdo de exercicios proporciona efeitos
positivos sobre o tecido 6sseo (VAL et al, 2013; FRAJACOMO, 2013, COSTA et al,

2012), sugerindo a possibilidade de se utilizar exercicios como meio de fortalecer o
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0sso. Por outro lado, ha estudos demonstrando que o exercicio ndo promoveu
beneficios na qualidade 6ssea de adultos (GAST et al, 2012, NIKANDER, 2010).

No entanto, apesar de forgas mecanicas promoverem sinais que mantém a
viabilidade dos ostedcitos, o processo de envelhecimento pode prejudicar essa
sinalizagdo, diminuindo a resposta que o0 estresse mecanico causa na sintese ossea
(GALVAO, CASTRO, 2010). Apesar da recomendacéo popular de se fazer caminhadas
para melhorar a saude é0ssea em idosos, mais estudos sao necessarios para se
confirmar isso, pois ha estudos demonstrando nado haver relagdo. Um amplo estudo
feito por GAST et al (2012) analisou o efeito de diversos tipos de exercicio em idade
avangada no tecido ésseo, e seus achados sugerem que mesmo 0s exercicios de

impacto nao interferiram na “taxa de declinio 6sseo” decorrente da idade.

A explicacao fisiolégica para este fato foi primeiramente dada por PARTIFF
(1984), onde afirma que o fator fundamental para a perda 6ssea devido a idade
avancada é o desequilibrio na remodelagao 6ssea. Este desequilibrio se caracteriza
pelo fato dos osteoblastos, responsaveis pela sintese o6ssea, ndo conseguirem

acompanhar o ritmo dos osteoclastos, responsaveis pela degradagao ossea.

Este achado foi igualmente verificado em nosso estudo, ao menos em grande
parte. Para os animais idosos e obesos que realizaram exercicios (SaEx), verificamos
que, entre todos os parametros 6sseos analisados, somente o conteudo mineral 6sseo
(CMO) dos fémures obtiveram um aumento significativo. Para o grupo dos animais
idosos ndo obesos (Ex), os exercicios obtiveram um efeito um pouco maior sobre o
tecido 6sseo. As analises com o densitdmetro mostraram que o CMO das tibias e
fémures e a DMOA das tibias e fémures destes animais obtiveram melhoras
significativas, porém, os resultados dos ensaios mecanicos mostraram que somente a
forca maxima admitida nas tibias obteve melhora significativa. Os parametros
imunoistoquimicos também demostram isso, com escores muito baixos (Ex) e
moderadamente baixos (SaEx) para atividade osteoclastica (TRAP) e escores altos

para atividade osteoblastica (Osteocalcina).

O fato do aumento da mineralizagdo 6ssea ndao acompanhar o aumento da
resisténcia 6ssea em testes de ensaios mecanicos corrobora o estudo feito por
AMMANN e RIZZOLI (2003), onde, em seu experimento, detectaram que diminuigbes
significativas de forga 6ssea vertebral foram verificadas apds a ovariectomia, antes de
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uma diminuicdo na densidade mineral 6ssea. Segundo os autores, o que explica isso é

o fato da diminuigdo do osso esponjoso acontecer antes da diminuigdo da DMO.

O aumento da massa corporal pode agir positivamente no osso. O ganho de
massa corporal é comumente adquirido, principalmente, por excesso de calorias
ingeridas, por reducdo de atividade fisica, ou por estes dois fatores atuando

simultaneamente.

Partindo da hipétese de que uma massa corporal maior proporcionaria uma
carga mecanica maior nos 0ssos, resultando em aumento de massa, este nao foi o
resultado encontrado neste estudo, pelo menos em grande parte. A comparagdo dos
resultados dos animais que somente ingeriram sacarose (Sa) com o grupo controle
mostra que a obesidade sozinha aumentou o conteudo mineral ésseo (CMO) dos
fémures. Em contrapartida, a densidade mineral 6ssea (DMQO) de suas tibias foi
diminuida, e todos os resultados de ensaios mecanicos ndo mostraram nenhuma
diferenga significativa proporcionada pela obesidade, o que também concorda com os
parametros imunoistoquimicos, demonstrando escores quase iguais, tanto para

atividade osteoclastica (TRAP) quanto para atividade osteoblastica (Osteocalcina).

O que pode explicar essa auséncia de significancia da obesidade em fortalecer
0s 0ssos € o fato de os animais do presente experimento serem idosos. Tais resultados
estdo de acordo com a explicagdo de GALVAO e CASTRO (2010), que atribuem a
diminuicdo da resposta que o estresse mecanico causa na sintese dssea ao processo

de envelhecimento.

Se a obesidade causa, de fato, um aumento na carga mecanica aplicada ao
segmento ésseo e, consequentemente, um aumento da sintese Ossea local, os
resultados deste estudo sugerem que a idade avangada tem um fator antagonista a
este processo, ja que, entre todos os parametros avaliados, apenas o CMO dos
fémures dos animais obesos que realizaram exercicios obtiveram um aumento

significativo. Todos os demais parametros permaneceram estatisticamente inalterados.

Um estudo de WHITEFORD et al (2010) feito com homens obesos e idosos
corrobora o achado deste estudo, onde os pesquisadores ndo encontraram diferencas

significativas na DMO no grupo que realizou exercicios de for¢a. VILLAREAL et al
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(2011) também conduziu um estudo com homens obesos e idosos, € nédo encontraram

alteragdes significativas na DMO dos segmentos 6sseos submetidos a exercicios.

Em jovens, os resultados da literatura demonstram que ainda n&o ha um
consenso sobre os reais beneficios na densidade mineral 6ssea decorrente de exercicio
de forca. Em idosos, esta relacdo entre exercicios de forca e melhora da qualidade
O0ssea pode ser mais improvavel ainda, devido ao fato de, como citado anteriormente, a
idade avangada poder prejudicar a sinalizagdo mecéanica aos ostedcitos. O
modelamento ésseo parece ser menos responsivo em idosos do que em jovens, e
como existem inumeras formas diferentes de treinamento fisico, parece que o tipo de
treinamento tem grande influéncia sobre como o tecido 6sseo responde a isso. Este
parece ser um provavel fator de se encontrar resultados diferentes na literatura, e mais
estudos devem ser feitos, levando isso em consideracdo, para se obter uma melhor

compreensao destes mecanismos no futuro.
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5. Conclusao

Conclui-se que a falta de uso de um segmento 6sseo, em Rattus novergicus
albinus em idade avancada, tanto obesos quanto ndo obesos, leva a um rapido
enfraquecimento de todos os parametros 6sseos. Exercicios produzem moderado efeito

positivo nestes animais ndo obesos e baixo efeito positivo nestes animais obesos.
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