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RESUMO 



 
 

SINGULANI, M P. Análise do potencial osteogênico de células estromais derivadas 
da medula óssea de ratas adultas e senis submetidas ou não ao treinamento de 
força. 2014. 95 f. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Odontologia, Universidade 
Estadual Paulista, Araçatuba, 2014. 
 

RESUMO 

Células tronco mesenquimais (CTMs) derivadas do estroma da medula óssea possuem 

potencial para se diferenciar in vivo e in vitro, em vários tipos celulares, incluindo 

osteoblastos e adipócitos. Durante o envelhecimento, há o maior número de células que 

se diferenciam espontaneamente em adipócitos, comprometendo a qualidade óssea, bem 

como perda da massa óssea decorrente do estilo de vida sedentário. Dentre fatores 

capazes de modular a diferenciação de CTMs em prol a formação óssea, sinais 

mecânicos estão sendo estudados como alternativa para o tratamento da osteoporose. 

Neste estudo, analisamos como o treinamento de força (TF) influencia a remodelação 

óssea durante o envelhecimento. Para isso, analisamos o potencial osteogênico de 

diferenciação de CTMs isoladas da medula óssea de ratas adultas (09 meses) e idosas 

(21 meses) que realizaram ou não o exercício físico com sobrecarga. Os resultados 

mostraram que o TF aumentou a expressão da proteína óssea morfogênica 2 (BMP2), 

regulando a diferenciação dos osteoblastos e formação óssea  por promover up-

regulation do fator de transcrição relacionado com o Runt 2 (Runx2) e  down-regulation 

do fator de transcrição de adipócitos, receptor ativado por proliferadores de peroxissoma 

γ  (Pparγ) em CTMs diferenciadas de doadoras idosas. Além disso, os valores de 

densidade mineral óssea areal e os parâmetros biomecânicos na tíbia das ratas idosas 

foram otimizados após a realização do TF. Estes resultados sugerem que o aumento dos 

fatores de transcrição e proteínas de matriz, bem como o decréscimo de Pparγ, 

desencadeado pelo TF, contribui para a melhoria da qualidade do osso de ratas idosas 

treinadas. 



 
 

PALAVRAS-CHAVE: Envelhecimento; Osteoporose; Treinamento de resistência; 

Células mesenquimais estromais; Osteoblastos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 



 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ABSTRACT 



 
 

SINGULANI, M P. Analysis of osteogenic potential of stromal cells derived from 
bone marrow of adult and senile rats submitted or not to strength training. 2014. 
95 f. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual 
Paulista, Araçatuba, 2014. 
 

ABSTRACT 

In vivo and in vitro studies indicate that a subpopulation of bone marrow stromal cells 

derived mesenchymal stem cells (MSCs) has potential to differentiate into multiple cell 

types, including osteoblasts and adipocytes. During the aging, greater number of cells is 

able to differentiate spontaneously into adipocytes, committing bone quality, well as 

loss of bone mass due to the sedentary lifestyle. Among the factors capable of 

modulating differentiation of MSCs to promote bone formation mechanical signals are 

being studied as an alternative for the treatment of osteoporosis. In this study, we 

analyzed how the strength training (ST) participates in the bone remodeling during the 

aging. For this purpose, we analyzed the osteogenic potential of differentiation of MSCs 

isolated from the bone marrow of adult (09 months) and elderly (21 months) female rats 

that performed or not physical activity with overcharge. The results showed that the ST 

increased the bone morphogenic protein 2 (BMP2), regulated the osteoblast 

differentiation and bone formation for up-regulation of the osteogenic master 

transcription factor, Runt-related transcription factor 2 (Runx2) and the down-regulation 

of the adipocytes master transcription factor, peroxisome proliferator-activated receptor 

γ (Pparγ) in differentiated MSCs of the elderly donors. In addition, the values of areal 

bone mineral density and biomechanical parameters in the tibia of elderly rats were 

optimized after the realization of ST. These results suggest that increase of transcription 

factors and matrix proteins as well as the decrease of Pparγ, triggered by ST, contributes 

to better bone quality of trained elderly.  



 
 

KEY WORDS: Aging; Osteoporosis; Resistance training; Mesenchymal stromal cells; 

Osteoblast. 
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INTRODUÇÃO 



28 
 

1. INTRODUÇÃO 

 O fenômeno do envelhecimento é condição mundial, progressiva, irreversível e 

intrínseca ao ser humano. O número de pessoas que atingem a terceira idade vem 

aumentando perceptivelmente nas sociedades atuais, consequente dos históricos baixos 

níveis de fecundidade e mortalidade experimentados pelas mesmas (KINSELLA; HE, 

2009). O aumento da expectativa média de vida populacional repercute em maior 

incidência no desenvolvimento de comorbidades e complicações sistêmicas, 

propiciando prejuízos psicobiológicos e sócio-comportamentais. Essas complicações 

predispõem ao declínio funcional, que sob a influência de maus hábitos de vida, 

potencializam a instalação de patologias tal como a osteoporose. Portanto, resulta em 

comprometimento da independência e autonomia do indivíduo idoso e aumenta a 

demanda de recursos econômicos nos serviços sociais, médicos e institucionais, 

conduzindo ao aumento de morbidade e mortalidade da população idosa 

(CHRISTENSON et al., 2012; COOPER et al., 2011; KINSELLA; HE, 2009). 

A osteoporose, considerada relevante problema de saúde pública mundial 

(COOPER et al., 2011; JEON et al., 2011), caracteriza-se pela diminuição da massa 

óssea e deterioração da microarquitetura do tecido ósseo resultante do desequilíbrio 

entre reabsorção e formação óssea, conduzindo a fragilidade e ao aumento da incidência 

de fraturas ósseas (KANIS et al., 1994). Em função do perfil hormonal, mulheres que 

transitam no período menopausal compõem o grupo com maior risco de osteoporose e, 

portanto, susceptibilidade a fraturas, resultante da diminuição da densidade mineral 

óssea (DMO) atribuída ao aumento no turnover ósseo de tal forma que a magnitude de 

osso reabsorvido durante o ciclo d e remodelação é superior à que é substituída 

(CHRISTENSON et al., 2012; ESHRE, 2010; KANIS et al., 1994). Nos EUA, no ano 

de 2005, o número de fraturas osteoporóticas foi estimado em mais de 2 milhões com 
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custos totais de 17 milhões de dólares. Mulheres com 65 anos ou mais representaram 

74% do total das fraturas, estimando-se 89% dos custos relacionados (ENSRUD, 

2013). Em 2025, a incidência anual e custos relacionados a fraturas por fragilidade 

óssea aumentará em 50%, sendo esta condição consideravelmente maior em mulheres 

menopausadas, por possuírem cerca de 40 a 50% da massa óssea a menos até o final da 

vida (COMPSTON, 2001; ENSRUD, 2013). 

O osso é tecido bastante ativo. Trata-se de tecido conjuntivo especializado e 

altamente vascularizado constituído por células ósseas e por matriz extracelular, 

possuindo importantes funções estruturais e metabólicas.  A matriz extracelular óssea 

constitui cerca de 90% do peso total do osso compacto. É formada por matéria orgânica 

(30 a 35%) colagenosa constituída de colágeno do tipo I e não colagenosa tais como 

osteocalcina (Ocn) e osteopontina (Opn). A matéria inorgânica (65 a 70%) presente na 

matriz extracelular óssea é composta por íons de cálcio (Ca2+) e de fosfato (PO4
3-) que 

se depositam sob a forma de cristais de hidroxiapatita Ca10(PO4)6(OH)2 (AMADEI et 

al., 2006; TURNER, 1998).  

No esqueleto em desenvolvimento, a atividade metabólica óssea é 

primordialmente referida ao crescimento e a modelação óssea, processos pelos quais o 

osso atinge forma e tamanho maturo. Já no esqueleto adulto, a atividade metabólica é 

predominantemente voltada à remodelação óssea correspondendo à deposição de 

material orgânico e reabsorção óssea, efetuados por osteoblastos e osteoclastos em 

processos dinâmicos e contínuos, mantendo a integridade anatômica e estrutural do 

tecido ósseo (DATTA et al., 2008; ESHRE, 2010; GAMBACCIANI, 2013).  

O evento da remodelação óssea é iniciado pelo processo de reabsorção óssea 

dependente do recrutamento de precursores dos osteoclastos presentes nos tecidos 
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hematopoiéticos. A maturação e a ativação dos osteoclastos são mediados por citocinas 

tais como o fator estimulante da colônia de monócito (M-CSF) e o ligante do receptor 

ativador do fator nuclear kappa-B (RANKL), responsáveis por induzir a expressão de 

genes característicos da linhagem osteoclástica (DATTA et al., 2008; 

GAMBACCIANI, 2013). M-CSF atua na proliferação e recrutamento de progenitores 

de osteoclastos e RANKL estimula a ativação por meio da interação com RANK 

(receptor ativador do fator nuclear kappa-B) induzindo a secreção de prótons e enzimas 

líticas na zona de reabsorção ou lacuna de Howship, iniciando o processo osteolítico de 

degradação da matriz mineral e orgânica (GAMBACCIANI, 2013; GAMBACCIANI; 

LEVANCINI, 2014; MANOLAGAS et al., 2000). Após o período de reabsorção, 

osteoclastos sofrem apoptose, possivelmente induzido por fatores responsáveis também 

por estimular a formação óssea pelos osteoblastos (DATTA et al., 2008; 

GAMBACCIANI, 2013) 

Osteoblastos surgem de células osteoprogenitoras parcialmente diferenciadas 

derivadas das células tronco mesenquimais (CTMs) originárias do estroma da medula 

óssea e possuem importante funcionalidade na formação do tecido ósseo durante o 

desenvolvimento embrionário, crescimento, remodelação e reparação óssea (OWEN, 

1988). Portanto, o processo da osteogênese se inicia com o recrutamento e a 

proliferação de células osteoprogenitoras, que sob a influência de fatores específicos, 

como a proteína morfogênica óssea (BMP, moléculas pertencentes à família de fatores 

transformadores de crescimento β, TGF β), fator de crescimento insulínico (IGF), 1,25-

hidroxivitamina D, PTH, estrógeno (E2) e a via de transdução de sinal Wnt/β-Catenina, 

modulam a expressão de marcadores osteoblásticos, aumentando a seletividade na 

diferenciação de CTMs nas linhagens osteoblásticas que por tanto, diferenciam-se 

progressivamente em pré-osteoblastos e osteoblastos (DATTA et al., 2008; 
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GAMBACCIANI; LEVANCINI, 2014). A diferenciação osteogênica requer ainda a 

expressão de genes específicos, tais como fator de transcrição relacionado com o Runt 2 

(Runx2) e Osterix que influencia eventos celulares resultando na produção de matriz 

extracelular orgânica e fatores necessários para o processo de mineralização pelos 

osteoblastos (DAVID et al., 2007; DATTA et al., 2008; PATSCH et al., 2011;). Após o 

processo de diferenciação, osteoblastos convergem para a lacuna de reabsorção 

sintetizando a parte orgânica da matriz, compondo espessa camada de osteóide. Assim, 

a mineralização do osso ocorre com deposição de cristais de Ca10(PO4)6(OH)2 na matriz 

extracelular, que atuam na regulação da mineralização, manutenção da força, 

estabilidade e integridade do osso. Logo, osteoblastos que se tornam quiescentes e 

aprisionados pela própria matriz recém-sintetizada, passam a ser denominados 

osteócitos (AMADEI et al., 2006; DATTA et al., 2008) 

Durante a transição de osteoblastos para osteócitos, as células perdem numerosos 

fenótipos osteoblásticos e adquirem características de osteócitos, tais como elevada 

expressão de Ocn e morfologia específica. Por possuírem prolongamentos 

citoplasmáticos contidos nos canalículos ósseos, os osteócitos constituem complexa 

rede interconectando uns com os outros, aos osteoblastos e células de revestimento 

ósseo do endósteo e periósteo por redes celulares, estabelecendo junções (GAP) e 

mediando à comunicação intercelular em resposta às modificações sistêmicas, bem 

como às modificações na superfície óssea e, portanto, responsáveis pela manutenção da 

matriz óssea e vitalidade das células ósseas (AMADEI et al., 2006; DATTA et al., 

2008; HAKEDA et al., 2000). Assim, o desenvolvimento e a homeostase do sistema 

esquelético está na dependência de remodelação óssea equilibrada, no qual, a formação 

óssea é correspondente à reabsorção, essencial para a manutenção da DMO normal 

(Figura 1) (TURNER, 1998).  
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Figura 1. Imagem ilustrativa modificada do processo de remodelação óssea. O processo de 
remodelação consiste em: Fase 1: recrutamento de precursores de osteoclastos em local 
específico. Fase 2: reabsorção óssea e o recrutamento de CTMs e osteoprogenitores. Fase 3: 
diferenciação dos osteoblastos e síntese de osteóide. Fase 4: mineralização do osteóide e 
formação óssea com a finalização do processo de remodelação óssea (FENG; McDONALD, 
2011).  

 

Na menopausa, as alterações celulares que ocorrem dependentes da deficiência de 

estrógeno (E2) resultam na diminuição de massa óssea decorrente do aumento no 

turnover ósseo.  Estudos realizados com camundongos com diminuição de esteróides 

sexuais por ooforectomia aumentou a formação de osteoclastos por elevar a produção e 

ação de citocinas tais como fator de necrose tumoral α (TNFα) e interleucina-1 (IL-1) 

(AN et al., 2014; ARTSI et al., 2014; LI et al., 2013). IL-1 e TNFα, responsáveis pela 
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osteoclastogênese e em prol à reabsorção óssea, estimulam precursores de osteoblastos a 

sintetizarem citocinas tal como IL-6, M-CSF e RANKL, bem como diminuem a síntese 

de TGF β e osteoprotegerina (OPG), sendo este, antagonista a diferenciação e ativação 

osteoclástica por ligar-se a RANKL inibindo sua ligação com RANK (Figura 2). Esses 

fatores aumentam a reabsorção óssea consequente da maior formação de precursores de 

osteoclastos, regulados por baixa concentração de E2, predispondo a fragilidade óssea 

em mulheres menopausadas (AN et al., 2014; LI et al., 2013; MANOLAGAS, 2000).  

 

Figura 2. Imagem ilustrativa modificada do sistema RANK/RANKL/OPG. Osteoblastos 

produzem OPG e RANKL sob a ação de diversos fatores tais como citocinas, hormônios e 

fatores de crescimento. OPG ligar-se a RANKL inativando-o e inibindo sua ligação com 

RANK, resultando na inibição da osteoclastogênese. Na ausência de OPG, RANKL liga-se e 

ativa o seu receptor, RANK, expresso em osteoclastos e precursores de osteoclastos. A interação 

RANK/RANKL estimula a diferenciação, recrutamento e ativação osteoclástica.  Assim, a 

proporção de OPG/RANKL é decisiva para a reabsorção do osso (NARDONE et al., 2014). 
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associada com o envelhecimento e déficit de E2 esta intimamente relacionada com 

alterações no número CTMs, como também declínio funcional do microambiente 

celular tanto ao potencial intrínseco de diferenciação osteoblástica, produção de 

moléculas de sinalização em prol da formação óssea quanto reduzida capacidade de 

regeneração tecidual ( CASTILLO et al., 2014; MOERMAN et al., 2004; PRZYBILLA 

et al., 2014). Estudo demonstrou que CTMs derivadas da linhagem C57BL/6 possui 

maior número de células capazes de diferenciar-se espontaneamente em adipócitos, na 

ausência de estímulos adipogênicos (MOERMAN et al., 2004). Estes resultados 

indicam que, com o envelhecimento, o potencial de diferenciação da linhagem de 

adipócitos é aumentado e que maiores proporções de tais células estão presentes nas 

fases tardias da diferenciação, diminuindo a qualidade do osso (CASTILLO et al., 2014; 

PRZYBILLA et al., 2014). 

O exercício físico é amplamente recomendado como estratégia eficaz para 

redução do risco de fraturas osteoporóticas por gerar ações mecânicas que beneficiam o 

sistema osteomuscular e participar nos processos de remodelação óssea (GIANOUDIS 

et al., 2014; TURNER & ROBLING, 2003). Diferentes programas de exercícios físicos, 

tais como o treinamento de resistência progressiva e sobrecarga de alta intensidade têm 

demonstrado manutenção ou melhoram na densidade mineral óssea (DMO) e aumento 

da massa e força muscular em mulheres na pós-menopausa e em homens acima de 60 

anos de idade por causarem estímulos osteogênicos devido ao aumento do estresse 

mecânico (GIANOUDIS et al., 2014). É consenso na literatura (BOSKEY; COLEMAN, 

2010) que o tecido ósseo é mecanosensitivo e em resposta ao aumento de tensão 

(exercício físico) pode alterar a sua massa e sua estrutura.  

Os efeitos dos exercícios físicos sobre o sistema esquelético são dependentes de 

fatores como a intensidade do exercício, a maturidade esquelética, bem como a 
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localização anatômica e o tipo de osso a ser analisado. Diversos estudos realizados em 

animais mostraram que o dinamismo do exercício, com estímulos de curta duração, de 

alta intensidade e intervalados (TURNER, 1998; YARROW et al., 2012), tal como o 

treinamento de resistência de alta intensidade também denominado de treinamento de 

força (TF), são particularmente eficazes para a formação óssea por produzirem respostas 

osteogênicas e favorecerem a expressão de marcadores osteoblásticos, decorrente da 

geração de forte tensão, desencadeando o efeito piezoelétrico ósseo (MENKES et al., 

1993). Isso é implicado pela presença de sinais bioquímicos que parecem refletir campo 

elétrico, provavelmente decorrente da sobrecarga aplicada que gera suporte de peso em 

regiões ósseas específicas gerando tensão, deformação, compressão, torção ou 

cisalhamento do tecido ósseo. Essas ações mecânicas que são sinalizadas ao tecido 

ósseo pelos osteócitos (receptores mecânicos) geram diferenças no potencial elétrico das 

células ósseas, que agem como campo elétrico estimulador da atividade celular, levando 

à deposição de minerais nos pontos de estresse (MENKES et al., 1993).  Além disso, a 

carga mecânica decorrente do TF promove a diminuição da expressão gênica de Sost, 

resultando na ativação da via de sinalização canônica da Wnt, através da ligação da 

proteína Wnt ao complexo composto por receptor Frizzled e os receptores lipoprotéicos 

5/6 (LRP 5/6). Essa interação determina inibição da fosfoproteína citoplasmática 

Dishevelled (DVL), que por sua vez deixa de recrutar complexo de degradação [Axin, 

polipose adenomatosa Coli (AP1), caseína quinase 1 α (CK1 α) e glicogênio sintase 

quinase-3β (GSK-3β)] da β-Catenina. Em maior concentração citoplasmática, a β-

Catenina transloca-se para o interior do núcleo onde interage com a família de fatores de 

células T/potenciador linfoide 1 (TCF/LEF-1) (Figura 3) regulando a transcrição da 

expressão de genes importantes para a proliferação, diferenciação e apoptose de células 
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ósseas bem como aumentando o comprometimento de CTMs em prol dos osteoblastos e 

anti-adipogênico (BU et al., 2012; SPATZ et al., 2013; WILLIAMS, 2014).  

  

Figura 3. Imagem ilustrativa modificada da via de sinalização Wnt/β-Catenina na diferenciação 

dos osteoblastos. A tradução de genes que estimulam a diferenciação dos osteoblastos exige a 

translocação de β-Catenina para o núcleo das CTMs. β-Catenina é alvo de degradação pelo 

complexo GSK-3β/AP1/Axin. A ligação da proteína Wnt ao complexo composto por receptor 

Frizzled e os receptores lipoprotéicos 5/6 (LRP 5/6) interrompe esse processo, permitindo β-

Catenina interagir com o complexo TCF/LEF-1, participando da regulação da expressão de 

genes importantes para a proliferação, diferenciação e comprometimento de CTMs em prol dos 

osteoblastos (NARDONE et al., 2014). 

Fatores mecânicos também estão envolvidos com a modulação de BMPs que, 

apesar de atuarem cooperativamente a via de sinalização Wnt/β-Catenina na regulação 

da diferenciação dos osteoblastos, estão fortemente associadas a expressão de Runx2 e 

previamente algumas proteínas importantes, tais como Opn e Ocn, com o estado de 

maturação dos osteoblastos e formação óssea (LEE et al., 2010; LIU et al., 2013).   
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Embora haja diversas pesquisas que definam a fisiopatologia e o desenvolvimento 

da osteoporose, ainda é necessária gama de informações sobre o mecanismo pelo qual o 

TF influencia positivamente na qualidade óssea durante a senescência. Logo, o objetivo 

principal deste estudo foi analisar o potencial de diferenciação osteogênica de CTMs 

provindas de animais senis condicionados ao TF, contribuindo assim para a obtenção de 

conhecimentos relacionados ao metabolismo ósseo e proporcionar informações que 

auxiliem no desenvolvimento e utilização, na prática clínica, de meios de prevenção 

para patologias ósseas.  
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2.      PROPOSIÇÃO 

2.1.  Proposição geral 

Avaliar o processo de diferenciação osteogênica de culturas primárias de CTMs 

originárias do estroma da medula óssea de ratas adultas (AD) e senis (SEN) sedentárias 

(SED) e submetidas ao treinamento de força (TF). 

2.2. Proposições específicas 

 Avaliar indiretamente a taxa de proliferação celular de culturas primárias de 

CTMs originárias do estroma da medula óssea através da técnica do MTT após 0, 7 e 14 

dias de indução de diferenciação com MO; 

 Mensurar a quantificação proteica de culturas primárias de CTMs originárias do 

estroma da medula óssea após 0, 7 e 14 dias de indução da diferenciação com meio 

osteogênico (MO); 

 Mensurar a fosfatase alcalina (U/mg de proteína) de culturas primárias de CTMs 

originárias do estroma da medula óssea por meio do método colorimétrico após 0, 7 e 

14 dias de indução da diferenciação com MO; 

 Avaliar a mineralização biológica de culturas primárias de CTMs originárias do 

estroma da medula óssea através de coloração com o corante vermelho de alizarina e 

quantificação após 21 dias de indução da diferenciação com MO; 

 Avaliar o processo de diferenciação adipogênica de culturas primárias de CTMs 

originárias do estroma da medula óssea através da coloração com Oil Red O após 21 

dias de indução da diferenciação com MO; 
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 Analisar a expressão gênica de fatores de transcrição (β-Catenina, Runx2 e Pparγ) 

e proteínas da matriz extracelulares ósseas não colagenosas (BMP2, Opn e Ocn) de 

culturas primárias de CTMs originárias do estroma da medula óssea através do Real 

Time PCR após 14 dias de indução da diferenciação com MO;  

 Verificar a qualidade do tecido ósseo de tíbias esquerdas de todos os grupos 

experimentais, pela análise de densitometria óssea e ensaio mecânico. 
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3.      METODOLOGIA 

3.1.  Animais   

Para o presente estudo foram utilizadas ratas Wistar (Rattus norvergicus albinus) 

intactas com 6 e 18 meses de idade, provenientes do biotério central da Faculdade de 

Odontologia de Araçatuba – FOA – UNESP. Os animais foram acondicionados no 

Biotério do Departamento de Ciências Básicas da Faculdade de Odontologia de 

Araçatuba, mantidos em gaiolas coletivas (quatro animais/caixa), com temperatura (22 

± 2°C), umidade do ar (55±10%) e ciclo de luz claro-escuro (12 h/12 h), com início da 

fase escura às 19 h, controlado. Os animais receberam ração comercial (Presence® 

Ratos e Camundongos, Paulínia, SP, Brasil) e água ad libitum.  

Após o acompanhamento do ciclo estral, os animais foram distribuídos nos 

seguintes grupos experimentais: adultas sedentárias (AD SED); adultas condicionadas 

ao TF (AD TF); senis sedentárias (SEN SED) e senis condicionadas ao TF (SEN TF). 

Os procedimentos experimentais foram realizados conforme protocolo aprovado 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) - FOA/UNESP, de acordo com o 

processo 00462-2012.  

3.2.  Ciclo Estral  

Foi realizado acompanhamento e análise do ciclo estral mediante esfregaço 

vaginal colhido no período matutino (9 h), analisado a fresco em microscópio óptico 

(LONG; EVANS, 1922) de todos os animais experimentais durante 15 dias (3/4 ciclos). 

Para este estudo foram utilizados somente animais AD que apresentaram 

ritmicidade na produção dos hormônios ovarianos, ou seja, ciclicidade reprodutiva, 

exibindo ciclos estrais com quatro fases distintas: metaestro, diestro, proestro e estro.  
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Também foram utilizados animais SEN que apresentaram alteração na ritmicidade na 

produção dos hormônios ovarianos, não possuindo o perfil cíclico reprodutivo, ou seja, 

com comprovada irregularidade no ciclo estral (peri-estropausa) (LEFEVRE; 

McCLINTOCK, 1988).    

3.3.  Treinamento de Força 

Os animais dos grupos experimentais AD TF e SEN TF realizaram TF proposto 

em escada [parâmetros de 1,1 3 x 0,18 m; 2 cm (espaço entre degraus);  80°  de  

inclinação;  com  local  para  descanso  no topo (diâmetro de 20 x 20 x 20 cm)] 

(HORNBERGER JUNIOR; FARRAR, 2004).  O protocolo de treinamento teve duração 

120 dias, três sessões por semana (em dias alternados), onde cada sessão correspondeu a 

5 escaladas (séries) com intervalos de 120 s entre cada série. A figura 4 apresenta a 

escada utilizada para o TF. 

  

Figura 4. Imagens ilustrativas da escada utilizada para o TF. 
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Ressaltamos que o tamanho da escada requer que os animais realizem de 8 a 12 

movimentos dinâmicos (repetições) por subida (série).  

Na semana que antecedeu o TF, os animais foram submetidos ao período de 

adaptação ao exercício físico sem acréscimo de sobrecarga, 3 vezes por semana em dias 

alternados, 5 séries de escalada com intervalo de descanso de 120 s entre cada série com 

o intuito de ambientação dos animais ao exercício proposto. Dois dias após o período de 

adaptação, foi realizado o teste de força máxima (FM). A carga inicial foi 

correspondente a 75% do peso corporal imposta aos mesmos por meio de tubo (s) 

cônicos (50 mL) contendo esferas de aço acopladas à cauda dos animais (Figura 5).  A 

cada nova série foi acrescentada 30 g de sobrecarga até o momento que o animal não 

realizasse o movimento completo de subida. A sobrecarga imposta na subida anterior a 

da falha do movimento completo foi considerada a carga máxima do animal, a qual 

serviu como base para os cálculos da sobrecarga a serem aplicadas durante o período de 

treinamento. O TF foi então, iniciado 48 h após o término do teste de FM.  

 

Figura 5. Imagens ilustrativas do manuseio para o acoplamento de tubos cônicos (50 mL) 

contendo esferas de aço à cauda do animal correspondendo a sobrecarga imposta no TF (A; B).  

(A) (B) 
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A partir da determinação do teste de FM, os animais realizaram o TF (Figura 6) 

com sobrecarga correspondente a 60% à FM na 1а semana. A cada semana seguinte foi 

acrescentado 10% da sobrecarga correspondente ao teste FM, assim sucessivamente até o 

limite de 80% (3а semana), o qual foi mantido até o final do período de TF. 

Quinzenalmente foram realizados novos testes de FM para a obtenção e manutenção da 

capacidade de FM dos animais. Ao final do TF os animais possuíram idades de 9 e 21 

meses. 

 

Figura 6. Imagens ilustrativas da execução do TF de ratas AD e SEN (A; B; C; D).  

 

(A) (B) 

(C) (D) 
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3.4.  Coleta dos materiais  

Cento e vinte dias após o início do TF os animais foram anestesiados com 

anestésico Hypnol (Pentabarbital sódico a 3% - 0,3 mL p/ cada 100 g de peso corpóreo 

via intramuscular) e mortos por decapitação para a retirada asséptica dos fêmures 

utilizados para o isolamento e cultivo de células em cultura primária e tíbias esquerdas 

armazenadas em solução salina 0,9% à -20ºC para posterior ensaio mecânico. 

3.5.  Isolamento das células tronco mesenquimais (CTMs) do estroma da medula 

óssea 

As CTMs do estroma da medula óssea foram isoladas de acordo com protocolo de 

Wang e colaboradores (2012), com modificações. Os fêmures dos animais de cada 

grupo experimental foram removidos, dissecados e as epífises seccionadas em 

condições assépticas, a fim de se proceder a extração da medula óssea para a eluição e 

processamento celular (Figura 7).   

Segregados da medula óssea foram extraídos e suspensos em 20 mL de meio 

essencial mínimo (MEM, Sigma Aldrich™, St. Louis, MO, USA) suplementados com 

25 mM de NaHCO3 (MERK, Germany), 4 mM de L-glutamina (Sigma Aldrich™),  

10% de soro fetal bovino inativado (SFB, Gibco, Grand Island,  NY, USA), 50 µg/mL 

de penicilina/estreptomicina (Gibco), 10 µg/mL de sulfato de  gentamicina (Gibco) e 

0,25 de μg/mL de fungizone (Gibco), com pH 7,4  (meio de crescimento celular - C) 

através da introdução de agulha de calibre de 20 mm acoplado a seringa de 20 mL na 

cavidade medular (Figura 7).  
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Figura 7. Imagens ilustrativas da dissecação (A), secção das epífises do fêmur (B; C) e extração 

da medula óssea através da introdução de agulha acoplada a seringa e meio de crescimento 

celular de ratas AD e SEN (D). 

 

A suspensão celular foi desagregada por meio de repetidas aspirações dos 

segregados da medula através de agulha de calibre de 20 mm. Após centrifugação 

(10000 × g, 4 min, 4ºC) o sobrenadante foi desprezado e o sedimento de células foi 

ressuspenso e homogeneizado em 40 mL de meio C e posteriormente filtrados com rede 

de aço de poros de 70 μm de tamanho. A contagem de células nucleadas foi realizada 

com auxílio de hemocitômetro (câmara de Neubauer) e solução Turk, solução diluidora 

(A) (B) 

(C) (D) 
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baseada em azul de metileno, que promove a lise de eritrócitos permitindo evidenciar 

somente CTMs do estroma da medula óssea como demonstrado na Figura 8. Foram 

contados os 4 retículos da câmara de Neubauer que foi preenchido com alíquota da 

suspensão celular homogênea combinada com o volume de solução Turk (1:20) e 

analisado em microscópio óptico de luz invertida (Olympus CKX41- Olympus Optical 

CO., Ltda., Japão). O número de células contadas foi multiplicado pelo fator de 

correção (20) para expressar o total de células por alíquota.  

 

Figura 8. Imagem ilustrativa da contagem de células nucleadas do estroma da medula óssea 

provindas de ratas AD e SEN, realizada com auxílio de hemocitômetro (câmara de Neubauer) e 

microscópio óptico de luz invertida. 

 

Cultura primária de CTMs originárias do estroma da medula foi obtida pelo 

plaqueamento das células processadas provindas de animais de cada grupo experimental 

(AD SED, AD TF, SEN SED, SEN TF) na densidade de 19 x 105 células nucleadas por 

cm2 de poço, em placas de poliestireno de 24 poços (TPP – Cerdanyola del Vallès, 

Barcelona, Espanha). As células foram cultivadas em incubadora a 37°C e em atmosfera 

umidificada contendo 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico ao longo de todos os 
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procedimentos experimentais e realimentadas com meio C a cada três dias até atingirem 

a confluência de 70-80% o que equivaleu a aproximadamente 10 dias para os grupos 

experimentais AD e 15 dias para os grupos experimentais SEN, onde então se iniciou a 

indução osteogênica correspondendo o dia 0 experimental (MANIATOPOULOS et al., 

1988). A figura 9 apresenta a confluência celular de 70-80% de cultura primária de 

CTMs do estroma da medula óssea. 

 

Figura 9. Imagem ilustrativa da confluência celular de 70-80% de cultura de CTMs do estroma 

da medula óssea do grupo SEN TF, obtidas através de câmera digital acoplada ao microscópio 

óptico de luz invertida. Obj. 10x. 

 

3.6.  Diferenciação osteogênica 

A diferenciação osteogênica de cultura primária de CTMs originárias do estroma 

da medula foi induzida através da adição de meio de diferenciação osteogênica (MO) 

correspondendo o dia 0 experimental, proveniente da suplementação do meio C com 50 

µg/mL de ácido ascórbico (Sigma Aldrich™), 10 mM β-glicerofosfato (Sigma 

Aldrich™) e 10-8 M dexametasona (Sigma Aldrich™) (MANIATOPOULOS et al., 

1988). Assim foram constituídos os grupos experimentais conforme descrito: C SED 
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(meio de crescimento celular de CTMs de doadoras sedentárias), MO SED (meio de 

diferenciação osteogênica de CTMs de doadoras sedentárias), C TF (meio de 

crescimento celular de CTMs de doadoras condicionadas ao TF) e MO TF (meio de 

diferenciação osteogênica de CTMs de doadoras condicionadas ao TF) de animais AD e 

SEN. As células foram cultivadas e submetidas a ensaios experimentais nos 0, 7, 14 e 

21 dias da adição do MO. 

3.7.  AVALIAÇÃO DA DIFERENCIAÇÃO DE CÉLULAS OSTEOBLASTICA  

3.7.1 Análise indireta da taxa de proliferação celular 

A análise indireta da taxa proliferação celular foi avaliada após 0, 7 e 14 dias da 

adição do MO pelo método colorimétrico do MTT. Esse ensaio é dependente da redução 

do MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-brometo tetrazolina, Sigma 

Aldrich™), pela desidrogenase mitocondrial de células viáveis em produto azul em 

forma de cristais (formazan). A quantidade desses cristais é diretamente proporcional à 

coloração azul e permite estimativa do número de mitocôndrias proporcional ao número 

de células viáveis da cultura o que demonstra indiretamente a taxa de proliferação 

celular. Após os períodos determinados os meios de culturas foram removidos e solução 

contendo 0,5 mL de solução de MTT (0,5 mg de MTT/mL de meio de cultura sem SFB, 

Sigma Aldrich™) foi adicionado a cada poço. Após a incubação por 3 h a 37ºC, a 

solução foi aspirada e o formazan intracelular solubilizado com a adição de 1 mL de 

etanol absoluto (MERK). As placas foram agitadas por 5 min e uma alíquota de 200 µL 

de cada poço foi transferida para placa de 96 poços. As absorbâncias das amostras 

foram mensuradas a 570 nm (MOSMANN, 1983) em leitora de microplaca SpectraMax 

190  com SoftMax® Pro Data Acquistion & Analysis Software (Molecular Devices, CA, 

USA). 
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3.7.2 Proteína total 

A dosagem de proteína total foi quantificada pelo método de Lowry e 

colaboradores (1951), determinada em lisados celulares obtidos através da solução de 

SDS 1 mg/mL (dodecil sulfato de sódio, Sigma Aldrich™) após 0, 7 e 14 dias da adição 

do MO. Após a remoção do meio de cultura e os poços lavados com PBS (Gibco), 

foram adicionados 1,5 mL de solução de SDS e realizadas sucessivas aspirações e 

raspagens com o intuito de lisar as células. A dosagem de proteína total ocorreu através 

da adição de soluções de Na2CO3 (MERK) a 2% em NaOH (MERK) a 0,1 M, com 

CuSO4.5H2O (MERK) a 0,5% em Na3C6H5O7 (MERK) a 1% em tubos contendo as 

amostras. Os tubos foram agitados e mantidos em repouso durante 10 min. Em seguida 

foi acrescentado 0,5 mL de solução de reagente fenol de Folin e Ciocalteau (Sigma 

Aldrich™) em H2O ultrapura (1:1) onde foram mantidos em repouso por 30 min. A 

solução de SDS foi adicionada nos tubos brancos. Albumina a 0,1% (Sigma Aldrich™) 

foi usada como padrão. As absorbâncias foram mensuradas em comprimento de onda de 

660 nm em leitora de microplaca (Molecular Devices) e a concentração de proteína 

total, em µg/mL, foi calculada a partir de curva padrão. 

3.7.3 Fosfatase alcalina (U/mg de proteína) 

A fosfatase alcalina (FAL) (U/mg de proteína) foi determinada nos mesmos 

lisados celulares obtidos para a análise citada acima, através da liberação de 

timolftaleína pela hidrólise do substrato de timolftaleína monofosfato, utilizando kit 

comercial (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil) e baseado no método de Roy (1970) com 

modificações. O princípio desse kit envolve a liberação de timolftaleína e PO4
3- 

inorgânico a partir de p-timolftaleína monofosfato em meio alcalino, reação da qual 

participa a enzima FAL. 

http://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%B3dio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%AAnio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%AAnio
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A enzima foi determinada após 0, 7, 14 dias da adição do MO e para isso foram 

utilizados tubos de ensaio branco, padrão e testes. Em todos os tubos foram adicionados 

50 μL de substrato e 0,5 mL de tampão dietanolamina a 0,3 mmol/mL,  pH 10,1. Nos 

tubos padrões foram acrescentados 50 μL da solução padrão. Os tubos foram mantidos a 

37ºC por 2 min. Em seguida, foram adicionados, em cada tubo teste, 50 μL do lisado de 

células dos mesmos poços utilizados para medida da proteína total. Os tubos foram 

mantidos a 37º C por 10 min. Após esse período foram adicionados em todos os tubos 2 

mL do reagente de cor (Na2CO3 0,09 mmol/mL e NaOH 0,25 mmol/mL). As 

absorbâncias foram mensuradas em comprimento de onda de 590 nm em leitora de 

microplaca (Molecular Devices). Os valores da FAL foram expressos em U/L 

equivalente a 1 µmol de timoftaleína/min à 37ºC e pH 10,15, calculada a partir da 

medida do tubo padrão. Os dados foram normalizados pelo conteúdo de proteína total 

(1µmol de timoftaleína/min por mg de proteína, ou U/mg) (LOWRY et al., 1951). 

3.7.4 Detecção da mineralização da matriz extracelular 

Ao final do 21º dia, o meio de cultura foi removido, os poços lavados com PBS 

gelado (Gibco) e preenchidos com formaldeído (MERK) a 10% por 30 min. Em 

seguida, os poços foram lavados com H2O deionizada e adicionado 1 mL da solução de  

vermelho de alizarina (Alizarin Red S, Sigma Aldrich™), que cora em vermelho, áreas 

de mineralização ricas em Ca2+ (GREGORY et al., 2004). Após repouso de 30 min, o 

excesso de corante foi removido e as placas lavadas com H2O e as placas mantidas 

semi-abertas à temperatura ambiente até a secagem total. Os poços foram analisados e 

as imagens representativas de cada grupo experimental foram obtidas por sistema de 

câmera digital (Olympus DP12-2) acoplada ao microscópio óptico de luz invertida 

(Olympus CKX41- Olympus Optical CO., Ltda., Japão).  



53 
 

3.7.5 Quantificação da mineralização da matriz extracelular. 

A quantificação da mineralização foi realizada de acordo com o método descrito 

por Gregory (2004). Foram adicionados 450 µL de solução de ácido acético a 10% (v/v) 

a cada poço previamente corado com vermelho de alizarina. A placa foi mantida à 

temperatura ambiente por 30 min sob agitação. Foram transferidos 400 µL do conteúdo 

de cada poço para tubos tipo eppendorf, posteriormente adicionado 150 µL NH4OH 

para neutralizar. As absorbâncias foram mensuradas em comprimento de onda de 405 

nm em leitora de microplaca (Molecular Devices). 

3.7.6 Detecção adipogênica 

Durante o experimento de diferenciação osteogênica foi observado em alguns 

grupos estruturas compatível com acúmulos lipídicos no interior das células. Para 

comprovar de que se tratava de adipócitos o corante Oil Red O (Sigma Aldrich™) foi 

utilizado ao final do 21º dia (AHRARI et al., 2013). Para isso o meio de cultura foi 

removido e os poços lavados com PBS gelado (Gibco) e preenchidos com formaldeído 

(MERK) a 10% por 30 min seguindo de lavagens com H2O deionizada e incubação com 

isopropanol (Sigma Aldrich™) 60%. Foi realizada incubação da solução de Oil Red O 

[0,3% de Oil Red O diluído em isopropanol e H2O deionizada (3:5)] por 15 min e após 

lavagens com H2O deionizada. As células foram constratadas com 300 µL de 

Hematoxilina de Mayer por 3 min à temperatura ambiente. Os poços foram lavados com 

H2O deionizada para posterior análise e as imagens foram obtidas por sistema de 

câmera digital (Olympus DP12-2) acoplada ao microscópio óptico de luz invertida 

(Olympus CKX41-Olympus Optical CO., Ltda., Japão).  
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3.8.   ANÁLISE DA EXPRESSÃO GÊNICA DE FATORES DE TRANSCRIÇÃO 

E PROTEÍNAS NÃO COLAGÊNICAS DA MATRIZ ÓSSEA  

3.8.1 Extração e quantificação do RNA total e transcrição reversa 

A extração de RNA total das células foi realizada após 14 dias da adição do MO, 

utilizando reagente Trizol (Invitrogen™, Carlsbad, CA, EUA). Para isso, após remoção 

do meio de cultura contido nos poços, foram adicionados 1 mL do reagente Trizol 

(Invitrogen™) em cada poço, a qual permaneceu à temperatura ambiente por 10 min. 

Após vigorosa raspagem do poço, o volume de Trizol (Invitrogen™) correspondente foi 

transferido para tubo tipo eppendorf DNAse e RNAse free de 1,5 mL aos quais foram 

adicionados 200 μL de clorofórmio (MERK Millipore, Darmstadt, Alemanha) para cada 

mL de Trizol (Invitrogen™). Os tubos foram vigorosamente agitados por 30 s e, logo 

após, mantidos em repouso à temperatura ambiente, por 5 min. Posteriormente, as 

amostras foram centrifugadas a 4°C e 13000 g, por 15 min. A fase aquosa foi transferida 

para um novo tubo, onde foi acrescentado isopropanol (MERK Millipore), para cada 

volume de fase aquosa coletada (v/v).  

As amostras foram estocadas à -20°C overnight. Posteriormente os tubos foram 

centrifugados a 4°C, 13000 g, por 15 min, para obtenção dos precipitados dissolvidos 

em etanol a 75% (MERK Millipore). Após centrifugação a 4°C, 10000 g, por 10 min, o 

excesso de etanol foi desprezado e as amostras vertidas em papel absorvente por 5 min 

para evaporação do etanol residual. Os precipitados formados foram dissolvidos em 20 

μL de H2O tratada com dietilpirocarbonato (DEPC, Applied Biosystems Life 

Technologies) e estocados à -80°C. Alíquotas de 2 μL de cada amostra de RNA total 

obtido, foram então, diluídas em 98 μL de H2O destilada Ultra pura DNAse/RNAse free 
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(Invitrogen Life Technologies) para quantificação do RNA das amostras em leitora de 

placa onde foram consideradas comprimentos de onda de 280 e 260 nm.  

Com o propósito de eliminar a contaminação por DNA genômico, foi realizado 

tratamento com DNase I (Sigma Aldrich™) onde foram adicionados em cada 8 μL de 

amostra (2,5 μg de RNA), 1 μL de DNase I e DNase Buffer 10x (Sigma Aldrich™) e 

após centrifugação e incubação por 10 min a 70ºC foi adicionada a solução de parada 

(Stop Solution, Sigma Aldrich™) e os tubos armazenados à -20ºC. 

O DNA complementar (DNAc) foi sintetizado a partir do RNA tratado, por reação 

de transcrição reversa, com a adição de 1 μL Oligo DT, 1 μL de dNtp mix (10 mM cada)  

e 10 μL do RNA tratado com DNase, os tubos foram incubados a 65ºC por 5 min. Após 

foram adicionados 4 μL Buffer 5x, 2 μL de DTT (0,1M) e 1 μL H2O tratada com DEPC 

por tubo, seguido de incubação a 42ºC por 2 min. Após 1 μL de Superscript II 

(SuperScript® II First-Strand Synthesis SuperMix por qRT-PCR, Invitrogen ™) foi 

adicionada e os tubos incubados a 42ºC por 50 min seguidos de 15 min a 70ºC. As 

amostras então foram transferidas para tubos novos e armazenadas à 4ºC.  

3.8.2 Real Time PCR 

A expressão quantitativa do RNAm para os diferentes alvos foi realizada por meio 

de reações de Real Time PCR, utilizando-se o sistema Taqman® (Applied Biosystems 

Life Technologies) em aparelho StepOne™ Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems Life Technologies). Para esta reação foram utilizados primers e sondas 

inventoriados marcadas com fluoróforo FAM (Applied Biosystems Life Technologies): 

Osteocalcina (Ocn - Rn00566386_g1); Osteopontina (Opn - Rn00563571_m1); Runx2 

(Runx2 - Rn01512298_m1); receptor ativado por proliferadores de peroxissoma γ 

(Pparγ) (Pparg - Rn00440945_m1); β-Catenina (Catnb - Rn00584431_g1); BMP2 
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(Bmp2 - Rn90931). Também foi realizada a amplificação do gene constitutivo com 

primer e sonda inventoriados: β-actina (Actb - Rn00667869_m1), utilizado como 

controle positivo da reação. Uma amostra negativa (H2O) foi submetida à reação com 

cada par das sequências dos primers utilizados. 

Alíquotas de 2 μL do DNAc, nas diluições 1:4 (Opn, Ocn, BMP2, Catnb, Runx2, 

Pparg, Actb)  sintetizado a partir do RNAm foram utilizadas juntamente com reagentes 

Taqman®  Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems  Life Technologies), em 

volume final de reação de 10 μL. A reação de amplificação compreende de 2 min a 

50ºC, 10 min a 95ºC, e 40 ciclos de 15 s a 95ºC a 1 min e 60ºC, conforme recomendado 

pelo fabricante. 

A determinação dos níveis de expressão dos genes alvo foi realizada pela 

quantificação relativa (RQ), utilizando-se a equação RQ = 2-ΔΔCt (LIVAK; 

SCHMITTGEN, 2001). Para a RQ de cada amostra, foi utilizado o valor de CT  (cicle 

threshold ou ciclo limiar), definido após a reação, sendo este o ponto correspondente ao 

número de ciclos onde a amplificação atingiu dado limiar detectado, que permitiu a 

análise quantitativa da expressão do fator avaliado. O valor do CT do gene alvo é 

subtraído do valor do CT do normalizador (Actb) e resulta no valor de ΔCT; o valor 

de ΔCT do gene alvo é, então, subtraído do valor do ΔCT do calibrador (grupo C SED de 

ratas AD), e é encontrado o valor de ΔΔCT. Este valor foi utilizado na fórmula do nível 

de expressão FC = 2 -∆∆Ct  (normalized fold change relative to calibrator), onde o 

número 2 representa a somatória da eficiência do gene alvo e do normalizador, 

considerando que ambos os genes possuem 100% de eficiência (LIVAK; 

SCHMITTGEN, 2001).  
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3.9.  ANÁLISE DA QUALIDADE DO TECIDO ÓSSEO 

3.9.1 Densitometria óssea 

A densidade mineral óssea areal (DMOa, g/cm2) e o conteúdo mineral ósseo 

(CMO, g) foram determinados nas tíbias esquerdas dos animais por dual-energy X-ray 

absorptiometry (DEXA) (Lunar DPX Alpha, WI, EUA), com software especial para 

pequenos animais. A avaliação que determina propriedade do biomaterial 

correlacionada à resistência óssea (MARSHALL et al., 1996) foi realizada após o 

sacrifício dos animais e dissecação das tíbias.  

3.9.2  Ensaio mecânico 

As propriedades biomecânicas das tíbias esquerda dos animais foram avaliadas 

pelo ensaio de flexão em 3 pontos (Figura 10A) usando máquina universal de ensaios 

(DL 3000, EMIC ®, São Jose dos Pinhais, PR, Brasil). Tensão de ruptura óssea (N), 

rigidez extrínseca (N/mm), tenacidade (mJ) e resiliência (mJ) foram obtidas por 

software do dispositivo e calculadas a partir da curva de carga/deflexão (Figura 10B), 

registrados a parâmetros padronizados de célula de carga a 2000 N de capacidade a 

velocidade de 5 mm/min (TURNER; BURR, 1993).  

Figura 10. Imagens ilustrativas modificadas do ensaio de flexão em 3 pontos (A) e curva de 

  

Deformação uniforme 

Deformação até a fratura   

  

(B) (A) 
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carga/deflexão modificada (B) (SILVA; VOLPON, 2004).     

             

3.10. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados foram analisados usando o software GraphPad Prism®, versão 6.0 para 

Windows (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA) e submetidos à 2way 

ANOVA seguido do pós-teste de múltiplas comparações Bonferroni. Os dados foram 

expressos como média ± EPM (erro padrão da média) e o nível de significância 

utilizado é de 5% (p < 0,05) para todas as comparações. 
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4.  RESULTADOS  

4.1.  Análise indireta da taxa de proliferação celular 

Os resultados obtidos pelo método colorimétrico do MTT após 0, 7 e 14 dias de 

indução da diferenciação com MO dos grupos de CTMs de ratas AD (Fig. 11A) e SEN 

(Fig. 11B) demonstraram crescente proliferação celular no decorrer dos dias 

experimentais analisados. CTMs de doadoras de ambas as idades condicionadas ao TF 

evidenciaram aumento significante na proliferação celular quando comparadas aos 

grupos C SED, no 0 dia experimental (Fig. 11A-B).  

Após 7 dias da indução do MO em ambos os grupos de CTMs diferenciadas de 

ratas AD foi possível evidenciar aumento significante da proliferação celular quando 

comparados aos grupos C.  

No 14º dia experimental, foi possível verificar diferença significante da 

proliferação em ambos os grupos de CTMs de doadoras AD condicionadas ao TF em 

relação aos grupos SED (Fig. 11A), enquanto que CTMs diferenciadas de doadoras 

SEN apresentaram redução significativa da proliferação celular quando comparadas aos 

grupos C (Fig. 11B). 
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Figura 11. Análise indireta da taxa de proliferação celular pelo método colorimétrico do MTT 

realizado após 0, 7 e 14 dias de indução da diferenciação com MO dos grupos de CTMs de ratas 

AD (A) e SEN (B) para os grupos experimentais C SED, MO SED, C TF e MO TF. Os valores 

foram apresentados como média ± EPM. Abreviaturas: *p < 0,05 vs grupo C SED; +p < 0,05 vs 

grupo MO SED; #p < 0,05 vs grupo C TF. 

 

4.2.  Proteína total 

A quantificação proteica tem por finalidade avaliar a quantidade de matriz 

orgânica das células. Quando analisado o dia 0 experimental de CTMs pertencentes aos 

grupos AD (Fig. 12A) e SEN (Fig. 12B) foi possível constatar maior quantificação de 

proteína nos grupos condicionados ao TF, porem não estatístico para o grupo SEN (Fig. 

12B).  

CTMs de doadoras AD, em ambos os dias experimentais 7º e 14º, possuíram 

maior concentração nos grupos MO, independentes do condicionamento ao TF. 

Entretanto os grupos C TF obtiveram quantificações superiores as SED (Fig. 12A).  

No grupo de CTMs de ratas SEN, o TF pareceu não influenciar na quantificação 

do 7º dia experimental, entre os grupos de CTMs diferenciadas, porem o grupo C TF 
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apresentou aumento significante quando comparado as CTMs de doadoras SED e MO 

TF. Já no 14º dia experimental, CTMs diferenciadas de ratas condicionadas ao TF 

demonstrou aumento significante da quantificação proteica, quando comparado ao 

grupo MO SED, tendo este, apresentado menor concentração quando comparado ao 

grupo C SED (Fig. 12B). 

 

 

Figura 12. Quantificação proteica realizada após 0, 7 e 14 dias de indução da diferenciação com 

MO dos grupos de CTMs de ratas AD (A) e SEN (B) para os grupos experimentais C SED, MO 

SED, C TF e MO TF. Os valores foram apresentados como média ± EPM. Abreviaturas: *p < 

0,05 vs grupo C SED; +p < 0,05 vs grupo MO SED; #p < 0,05 vs grupo C TF. 

 

4.3. Fosfatase alcalina (U/mg de proteína) 

A FAL (U/mg de proteína) foi determinada a partir de dados obtidos da FAL 

correlacionados com os resultados da proteína total. CTMs diferenciadas de ratas AD 

obtiveram crescente aumento da FAL no decorrer dos dias experimentais analisados.  
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Quando analisado o 7º dia experimental, foi possível constatar aumento 

significante da FAL nos grupos de CTMs diferenciadas de ratas AD quando 

comparadas aos grupos C, independente do condicionamento ao TF (Fig. 13A).  

No 14º dia experimental, houve aumento significante da FAL no grupo SED, 

quando comparados aos grupos C e ao grupo de CTMs diferenciadas de ratas 

condicionadas ao TF (Fig. 13A).  

Quando analisado CTMs diferenciadas de ratas SEN (Fig. 13B), em todo período 

experimental analisado, a FAL foi constante e em menor concentração quando 

comparado ao grupo AD (Fig. 13A). Ainda foi possível constatar somente no 7º 

experimental, aumento significante da FAL em ambos os grupos de CTMs 

diferenciadas das ratas SEN quando comparada ao grupo C (Fig. 13B).  

 

Figura 13. FAL (U/mg de proteína) realizada após 0, 7 e 14 dias de indução da diferenciação 

com MO dos grupos de CTMs de ratas AD (A) e SEN (B) para os grupos experimentais C SED, 

MO SED, C TF e MO TF. Os valores foram apresentados como média ± EPM. Abreviaturas: *p 

< 0,05 vs grupo C SED; +p < 0,05 vs grupo MO SED; #p < 0,05 vs grupo C TF. 
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4.4.  Detecção e quantificação da mineralização biológica 

A detecção da mineralização da matriz extracelular por meio da coloração com 

vermelho de Alizarina (Alizarin Red), que cora em vermelho, sítios de mineralização e a 

quantificação da mineralização biológica foram realizado nos grupos de CTMs de ratas 

AD (Fig. 14A) e SEN (Fig. 14B) após 21 dias de indução da diferenciação com MO.  

CTMs diferenciadas apresentaram detecção da mineralização extracelular e 

quantificação da mineralização biológica significantemente maior quando comparadas 

aos grupos C de ambas as idades (Fig. 14A-B).   

Na detecção de mineralização da matriz extracelular foi possível verificar 

aumento da coloração vermelha nos grupos MO TF de ambas as ratas AD e SEN 

quando comparadas com os grupos MO SED.  

Os grupos MO TF de ambas as idades também tiveram maiores valores 

estatísticos na quantificação da mineralização biológica, uma vez que em CTMs 

diferenciadas de grupos de ratas AD TF (1,517 ± 0,112) obtiveram mineralização 

biológica de 42% a mais do que o grupo SED (0,888 ± 0,009) (Fig. 14A).  E o grupo de 

ratas SEN TF (1,374 ± 0,033), apresentaram mineralização biológica de 21% a mais do 

que o grupo SED (1,088 ± 0,097) (Fig. 14B). 
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Figura 14. Detecção da mineralização da matriz extracelular por meio da coloração com 

vermelho de alizarina e quantificação da mineralização biológica realizada após 21 dias de 

indução da diferenciação com MO dos grupos de CTMs de ratas AD (A) e SEN (B) para os 

grupos experimentais C SED, MO SED, C TF e MO TF. Imagens obtidas por sistema de câmera 

digital acoplada ao microscópio óptico de luz invertida. Os valores foram apresentados como 

média ± EPM. Abreviaturas: *p < 0,05 vs grupo C SED; +p < 0,05 vs grupo MO SED; #p < 0,05 

vs grupo C TF. 

 

4.5.  Detecção adipogênica 

Na coloração com Oil Red O, vesículas intracelulares de lipídios em adipócitos 

maduros são coradas em vermelho enquanto os núcleos são corados em azul violeta. 

Nesta análise realizada em CTMs de ratas AD e SEN no 21º dia experimental, foi 

possível detectar presença de adipócitos em ambas as idades nos grupos MO SED e MO 

ST (Fig. 15). 
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DETECÇÃO ADIPOGÊNICA 
 
 

 ADULTO SENIL 

C SED 

  

C TF 

  

MO SED 

  

MO TF 

  

Figura 15. Detecção adipogênica por meio da coloração com Oil Red O realizada após 21 dias 

de indução da diferenciação com MO dos grupos de CTMs de ratas AD e SEN para os grupos 

experimentais C SED, MO SED, C TF e MO TF. Imagens obtidas por sistema de câmera digital 

acoplada ao microscópio óptico de luz invertida. Obj. 30x. 
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4.6.  Expressão gênica de fatores de transcrição 

Diversos fatores podem modular a expressão de marcadores osteoblásticos 

específicos, destacando o TF por gerar integração de diferentes vias de sinalização 

resultando na diferenciação de CTMs na linhagem osteoprogenitora e amadurecimento 

osteoblástico.  

Foi demonstrado nas análises quantitativas por Real Time PCR marcadores tais 

como Catnb e Runx2, possuindo nível de expressão estatisticamente maior nos grupos 

de CTMs diferenciadas de ratas AD (Fig. 16A-C) e SEN (Fig. 16B-D). 

CTMs diferenciadas de ratas SEN condicionadas ao TF possuíram quantificações 

para Catnb menores quando comparado ao grupo SED (Fig. 16B). Já, as quantificações 

para Runx2, CTMs diferenciadas de ratas SEN condicionadas ao TF apresentaram-se 

estatisticamente maior quando comparado ao grupo SED (Fig. 16D). Além disso, CTMs 

diferenciadas de ratas SEN (Fig. 16B-D) também possuíram maiores níveis de 

expressão gênica para Catnb e Runx2 quando comparada ao grupo AD (Fig. 16A-C). 

Também foi demonstrado na análise por Real Time PCR, Pparγ possuindo nível 

de expressão de RNAm relativo significantemente maior para o grupo MO TF de CTMs 

de ratas AD (Fig. 16E) e entre o grupo MO SED de ratas ELD (Fig. 16F).  
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Figura 16. Análises por Real Time PCR de marcadores de expressão gênica realizadas após 14 

dias de indução da diferenciação com MO, para fatores de transcrição tais como (A; B) Catnb, 

(C; D), Runx2 e (E; F) Pparγ de ratas AD e SEN, para os grupos experimentais C SED, MO 



69 
 

SED, C TF e MO TF. Os valores foram apresentados como média ± EPM. Abreviaturas: *p < 

0,05 vs grupo C SED; +p < 0,05 vs grupo MO SED; #p < 0,05 vs grupo C TF. 

 

4.7.  Expressão gênica de marcadores de proteína não colagenosas da matriz óssea 

Foram analisadas quantitativamente por Real Time PCR no 14º dia experimental 

expressões de genes marcadores de proteínas não colagenosas da matriz óssea tais como 

BMP2 que demonstraram estatisticamente maiores nos grupos de CTMs diferenciadas 

quando comparados aos grupos C e ainda, significantemente e maiores nos grupos de 

CTMs diferenciadas de animais condicionados ao TF quando comparados aos grupos 

MO SED tanto de ratas AD (Fig. 17A) como de ratas SEN (Fig. 17B). Nível de 

expressão de RNAm relativo para Opn mostrou diferença significante entre os grupos 

CTMs diferenciadas de ratas AD (Fig. 17C) e SEN (Fig. 17D) quando comparado com 

os grupos C. Ainda foi possível verificar aumento significante da expressão de RNAm 

para Opn em CTMs diferenciadas dos doadoras AD condicionadas ao TF em relação ao 

grupo SED (Fig. 17C). Além disso foi possível identificar quantitativamente maior 

expressão gênica em CTMs de ratas SEN quando comparadas com as ratas AD (Fig. 

17C-D). As expressões relativas de RNAm para Ocn também mostraram diferenças 

significante entre os grupos osteogênicos tanto de ratas AD (Fig. 17E) como de ratas 

SEN (Fig. 17F) versus os grupos C e ainda, nas CTMs diferenciadas de ambas as idades 

das doadoras SED obtiveram maiores expressões  quando comparadas aos grupos 

condicionados ao TF (Fig. 17E-F). 
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Figura 17. Análises por Real Time PCR de marcadores de expressão gênica realizadas após 14 

dias de indução da diferenciação com MO, para proteínas não colagenosas da matriz óssea tais 

como (A; B) BMP2, (C; D), Opn e (E; F) Ocn de ratas AD e SEN, para os grupos experimentais 
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C SED, MO SED, C TF e MO TF. Os valores foram apresentados como média ± EPM. 

Abreviaturas: *p < 0,05 vs grupo C SED; +p < 0,05 vs grupo MO SED; #p < 0,05 vs grupo C 

TF. 

 

4.8.  Análise da qualidade do tecido ósseo através da densitometria óssea e ensaio 

mecânico 

Densidade mineral óssea areal (DMOa) foi menor no grupo de ratas SEN SED 

quando comparadas com o grupo de ratas AD SED (Tabela 1). No entanto, o CMO e 

DMOa foram significantemente maiores nos grupos de ratas condicionadas a TF de 

ambas as idades em comparação com grupos de ratas SED. Além disso, análises 

biomecânicas tais como tensão de ruptura óssea, rigidez extrínseca, tenacidade e 

resiliência (Tabela 1) também possuíram valores médios superiores nos grupos de ratas 

condicionadas a TF versus os grupos SED. O grupo de ratas SEN submetidas ao TF 

apresentaram parâmetros de resistência óssea, compatíveis com os animais AD (Tabela 

1). 

TABELA 1. Densitometria Óssea e Ensaio Mecânico 

 
 

GRUPO 

 AD SED AD TF SEN SED SEN TF 

DMO a (g/cm2) 0,130±0,002 0,152±0,003* 0,118±0,002* 0,152±0,003# 

CMO (g) 0,194±0,004 0,213±0,006* 0,181±0,004 0,215±0,005# 

Tensão de ruptura (N) 87,67±3,701 107,6±2,449* 85,10±2,272 105,0±1,816# 

Rigidez extrínseca (N/mm) 190,7±6,024 223,4±9,059* 190,9±7,848 237,6±6,538# 

Tenacidade (mJ) 39,86±2,124 55,66±1,686* 44,46±2,163 59,57±2,750# 

Resiliência (mJ) 27,15±1,273 32,70±0,932*     27,11±1,228 36,34±2,008# 

Tabela 1. Análise da qualidade do tecido ósseo obtida por meio da avaliação da densitometria 

óssea e ensaio mecânico dos grupos de ratas AD e SEN. Os valores foram apresentados como 

média ± EMP. Abreviações: *p < 0,05 vs  grupo AD SED; #p < 0,05 vs grupo SEN SED. 
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8. DISCUSSÃO 

Nossos resultados evidenciaram aumento na expressão de Runx2 e BMP2 nas 

CTMs diferenciadas de doadoras SEN que realizaram TF, bem como diminuição da 

expressão de Ppar e aumento na mineralização biológica. Estes resultados contribuem 

para a compreensão de como o TF atua e propicia a qualidade óssea em idosas 

treinadas. 

Para caracterizar a diferenciação de células osteoblásticas provindas de CTMs de 

ratas doadoras AD e SEN, utilizamos parâmetros como a FAL (U/mg de proteína), 

expressão de fatores de transcrição, de proteínas não colagenosas da matriz e 

mineralização biológica. Parâmetros estes, amplamente utilizados por outros autores 

(ISHIDA; HEERSCHE, 1997; JAISWAL et al., 2000; MOIOLI et al., 2007). Além 

disso, estudo realizado em humanos com idade entre 14 e 79 anos demonstrou a 

expressão gênica das células do estroma da medula óssea caracterizada por diversos 

marcadores de diferenciação citando-se Runx2 para osteoblastos e Pparγ para adipócitos 

(JIANG et al., 2008). Destacamos também a correlação da expressão de proteínas não 

colagenosas tais como Opn e Ocn e a mineralização da matriz extracelular no processo 

da osteoblastogênese (ARONOW  et  al.,  1990; BELLOWS  et  al., 1999; COWLES et 

al., 1998).  

As CTMs e precursores de osteoblastos são altamente sensíveis a estímulo 

mecânico (DELAINE-SMITH; REILLY, 2012), pois quando submetidas a esta 

estimulação demonstram aumento do potencial intrínseco para proliferação celular bem 

como maior diferenciação de células osteoprogenitoras em osteoblastos com 

consequente produção de matriz mineralizada, in vivo e in vitro (MAUNEY et al., 2004; 

HELL et al., 2012; TURNER et al., 1998).  In vitro, forças mecânicas de tensão a tração 
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e de cisalhamento de fluídos parecem estar associados ao aumento da osteogênese e 

inibição da adipogênese (DELAINE-SMITH; REILLY, 2012), reproduzindo efeitos 

biológicos referentes in vivo tal como exercício físico de maior sobrecarga (TURNER; 

ROBLING, 2003). Além disso, em outros estudos realizados com CTMs de humanos e 

de ratos demostraram que a tensão mecânica aplicada in vitro foi suficientemente capaz 

de estimular a proliferação, a expressão de marcadores fenotípicos de células 

osteoblásticas, a diferenciação osteogênica e a deposição de matriz extracelular mesmo 

com ausência de indutores osteogênicos ou sob condições de cultura de adipócitos 

(KREKE et al., 2005; SEN et al., 2009; WARD et al., 2007). Nesse estudo verificamos 

aumento na taxa de proliferação celular e proteína total em CTMs e CTMs diferenciadas 

de ratas AD condicionadas ao TF. No entanto, CTMs diferenciadas de doadoras SEN 

mostraram diminuição na taxa de proliferação celular, possivelmente devido às células 

apresentarem declínio da capacidade proliferativa e diminuição da diferenciação 

osteogênica decorrentes de mudanças relacionadas à idade no microambiente ósseo 

(CASTILLO et al., 2014; MOERMAN et al., 2004; PRZYBILLA et al., 2014). 

Análises in vitro evidenciaram que durante o processo de diferenciação, os 

osteoblastos sintetizam componentes da matriz óssea e indicadores bioquímicos da 

formação óssea (DELGADO-CALLE et al., 2011). Entretanto, a síntese destes 

componentes pode ser alterada em decorrência da deficiência hormonal, envelhecimento 

e inatividade física. Entre os fatores envolvidos para essa alteração, é destacada a ação 

do E2 e sua modulação no processo de diferenciação osteogênica, através dos receptores 

esteroidais presentes em células osteoprogenitoras (QU et al., 1998; ZHOU et al., 2001; 

BALLA et al., 2008). Dados estes, evidenciados no presente estudo onde CTMs 

diferenciadas de doadoras SEN apresentaram FAL (U/mg de proteína) constante e 

ausência do aumento da concentração durante os dias experimentais analisados, 
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possivelmente por possuir influência do envelhecimento (BALLA et al., 2008), o que 

difere dos resultados obtidos de CTMs diferenciadas de doadores AD. Além disso, sob 

tais condições como o envelhecimento e osteoporose, processos inflamatórios 

decorrentes da reparação óssea propiciam o aumento de produtos de diversas reações 

metabólicas, especialmente aqueles catalisados pela família de enzimas 

pirofosfatase/fosfodiesterase, entre outras geradoras de PO4
3-, consistindo em fator 

determinante da mineralização por mecanismos independentes da FAL (FERREIRA et 

al., 2013).  

As alterações no eixo hipotálamo-hipófise-gônadas geram efeitos anabólicos 

diretos e indiretos sob o metabolismo ósseo promovendo aumento da formação de 

matriz óssea (COMPSTON, 2001). Estudos realizados em nosso laboratório com ratas 

idosas exibindo ciclo estral irregular evidenciaram concentrações esteroidais mais 

elevadas (75 pg/mL) em comparação com o período de aciclicidade (9,3 pg/mL), 

indicando que durante o processo do envelhecimento há biossíntese de hormônios 

esteroides gonadais e modulação em prol a formação óssea no processo de remodelação 

óssea. Portanto, sob a influência do exercício físico com maior sobrecarga, as CTMs 

diferenciadas de doadoras SEN que exibiam ciclo estral irregular, possuíram formação 

óssea quantitativamente superior quando comparado o grupo C e próximas de doadoras 

AD, evidenciando a modulação do TF sob a osteoblastogênese e formação óssea.  

A sinalização Wnt promove ampla variedade de respostas, depentente ou 

independentemente da β-Catenina incluindo regulação da proliferação e sobrevivência 

celular, remodelamento do citoesqueleto participando da polaridade e motilidade celular 

(ALMEIDA et al., 2009). A via de sinalização canônica Wnt em células mesenquimais 

é fundamental para a diferenciação de células progenitoras ósseas em osteoblastos 

devido alterar a distribuição intracelular de β-Catenina, favorecendo a ativação de 
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fatores de transcrição cruciais para osteoblastogênese como Runx2, e ainda importante 

via de sinalização pelo qual o exercício físico pode modular a formação óssea 

(ALMEIDA et al., 2009; BU et al., 2012). A estimulação mecânica, deste modo, 

modula a diferenciação osteogênica de CTMs em prol a formação óssea por efeito 

associado à preservação das concentrações intracelulares de  β-Catenina resultantes da 

diminuição na expressão de reguladores negativos da via Wnt, tais como Sost (Figura 

18) (BOSKEY; COLEMAN, 2010; SEN et al., 2009).  

De fato, o aumento intracelular de β-Catenina ocorre instantes após aplicação de 

sinais mecânicos, decorrentes da inativação de GSK-3β, permitindo sua ação genômica 

na seleção precoce da linhagem de CTMs a osteoblastogênese e regulação da expressão 

de genes importantes em prol dos osteoblastos (SEN et al., 2009; SPATZ et al., 2013; 

OZCIVICI et al., 2010). Sendo assim, no grupo de CTMs diferenciadas de doadoras 

SEN condicionadas ao TF, a expressão de Cantb, marcador de estágios iniciais de 

diferenciação osteogênica e importante regulador da adipogênese (SEN et al., 2009), foi 

diminuída quando comparado ao grupo MO SED. Runx2, marcador dos processos 

intermediários e finais da diferenciação osteogênica influenciando síntese de 

marcadores de proteína de matriz, foi aumentada no grupo de CTMs diferenciadas de 

doadoras condicionadas ao TF quando comparado ao grupo MO SED. Estes resultados 

sugerem que o TF promoveu a antecipação temporal no processo de diferenciação das 

CTMs de doadoras SEN promovendo a melhoria na deposição mineral, no final do 

processo de diferenciação, visto que ambos marcadores são expressos em períodos 

específicos durante o processo de diferenciação osteogênica (MOERMAN et al., 2004; 

PRZYBILLA et al., 2014). Porém, devido o declínio funcional do microambiente 

celular, cultura de CTMs de doadores SEN pareceram exibir atraso na expressão de 

genes determinantes em prol da formação óssea quando comparadas ao grupo AD, 
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indicando que o processo de diferenciação e expressão gênica da mesmas, já haviam 

ocorrido. 

 

Figura 18. Imagem ilustrativa modificada de fatores que participam das vias de formação óssea. 

Estímulo mecânico externo promove a diminuição da expressão gênica de Sost, resultando na 

ativação da via de sinalização canônica Wnt regulando a expressão de genes importantes para a 

proliferação, diferenciação e comprometimento de CTMs em prol dos osteoblastos. (BOSKEY; 

COLEMAN, 2010).  
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Fatores como o sedentarismo e senescência influenciam na diferenciação de 

CTMs  para linhagem osteogênica, sendo a medula óssea gradualmente substituída por 

gordura (MOERMAN et al., 2004). O maior compromisso de CTMs na promoção 

osteoblastogênica por possível supressão da linhagem adipogênica pode ser confirmado 

pela alteração na detecção adipogênica evidenciado pela presença de vesículas 

intracelulares de lipídios e adipócitos maduros entre os diferentes grupos.  Além disso, a 

expressão de RNAm para Pparγ foi reduzida no grupo de CTMs de ratas SEN 

condicionadas ao TF e elevada no mesmo grupo de doadoras AD.  Adipócitos na 

medula em organismos jovens parecem estar envolvidos no metabolismo energético a 

nível local, de modo a fornecer energia para o metabolismo ósseo ou para otimizar a 

temperatura local (HARDOUIN et al., 2014). Corroborando assim, com os dados 

mencionados, visto que as ratas AD submetidas ao TF foram capazes de suportar carga 

de 40,3% a mais do peso corporal, sendo 11,97% a mais de sobrecarga, quando 

comparada com o grupo SEN, demonstrando maior atividade metabólica óssea do grupo 

AD.  

A formação óssea também é regulada pelas BMPs, com atuação importante no 

recrutamento, proliferação e diferenciação das CTMs para linhagem osteoprogenitora, 

bem como na expressão de genes marcadores de fenótipo osteoblástico, além de serem 

encontradas em grandes quantidades na matriz óssea (OCARINO et al., 2008). Diversos 

estudos indicam que BMPs modulam a diferenciação osteogênica por regular a 

expressão de fatores de transcrição cruciais em prol a osteoblastogênese tal como Runx2 

e suprimir a expressão de fatores de transcrição em prol da adipogênese, Pparγ (LEE et 

al., 2010; LIU et al., 2013; OCARINO et al., 2008). BMP2 são modulados 

positivamente em resposta à tensão mecânica por down-regulation à expressão gênica 

de Sost e o produto proteico esclerotina (VAN BEZOOIJEN et al., 2007). Ambos, sob 



79 
 

condições de inatividade física possuem a capacidade de inibir a produção e a atividade 

das BMPs por antagonizar a via de sinalização Wnt em CTMs e osteoblastos resultando 

em maior propensão adipogênica e comprometimento da massa óssea (LEE et al., 2010; 

YOUREK et al., 2010). Nesse estudo verificamos aumento significativo da expressão 

relativa de BMP2 em CTMs diferenciadas nos grupos condicionados ao TF semelhantes 

em ambas as idades, o que nos demonstra a crucial atuação do exercício físico no 

metabolismo ósseo em organismos senis. 

Proteínas não colagenosas são produzidas por osteoblastos e a determinação da 

sua função é determinante para a formação, mineralização e reabsorção óssea, 

modulando de forma positiva e negativa o processo de mineralização óssea. Além disso, 

a composição de mesma região óssea apresenta arranjos de proteínas de matriz não 

colagenosas distintas, sugerindo que o destino temporal das proteínas não colagenosas é 

variável no decorrer do processo de remodelação óssea (ROACH, 1994; RODRIGUEZ 

et al., 2014). Está evidenciado que Opn é necessária para o início da formação de 

cristais e pode impedir a precipitação prematura de cristais de fosfato de cálcio que não 

possuem a estrutura bem coordenada de Ca10(PO4)6(OH)2  (ROACH, 1994). Nossos 

resultados sugerem modulação positiva do TF na expressão de Opn em CTMs 

diferenciadas de ratas AD e SEN, confirmado também pelos dados obtidos na 

mineralização biológica. Outras proteínas, tal como a Ocn atua como quimio-atrativo 

para o recrutamento e diferenciação de células progenitoras de osteoclastos, regulando o 

crescimento e o tamanho dos cristais de Ca10(PO4)6(OH)2  e, portanto, a quantidade de 

depósito mineral (ROACH, 1994). Dados obtidos neste estudo, em ambas as idades, no 

entanto, com menor intensidade nos organismos SEN, o TF pareceu regular 

negativamente a expressão Ocn, possivelmente como mecanismo regulador do 



80 
 

recrutamento e diferenciação de células progenitoras de osteoclastos, resultando em 

força e melhora da qualidade óssea.  

A tensão mecânica aplicada no osso, decorrente do exercício físico, favorece 

fatores importantes na determinação da qualidade óssea (MOSTI et al., 2013; RENNO 

et al., 2007). Entre esses fatores, destacamos a cascata de sinalização celular decorrente 

da criação de gradiente do fluído canicular no osso, gerando aumento na concentração 

intracelular de cálcio, expressão de fatores de crescimento, aumento da osteogênese e 

produção da matriz óssea proporcionando melhor qualidade óssea ( GIANOUDIS et al., 

2014; TURNER; ROBLING, 2003). 

 A idade avançada representa fator de risco para o declínio da massa e força óssea. 

Estas alterações na formação óssea são atribuídos a redução de osteoblastos 

(MANOLAGAS, 2000) e ao aumento da adiposidade da medula (ALMEIDA et al., 

2009), com consequente redução da DMOa (LIDA; FUKUDA, 2002). Portanto, esses 

estudos definem como ocorre a diminuição da massa óssea associada com a senescência 

e o desenvolvimento de osteopatias. Nosso estudo evidenciou como o TF atua e evita o 

declínio relacionado com a idade propiciando aumento significativo na DMOa, CMO e 

propriedades biomecânicas, determinando benefícios importantes na qualidade óssea 

tanto de ratas AD e como SEN. 
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9.  CONCLUSÃO 

 Embora a literatura evidencie efeitos benéficos da atividade física ao tecido ósseo 

e no organismo como um todo, ainda são necessárias elucidações quanto as implicações 

sobre o metabolismo ósseo no processo do envelhecimento e a fisiopatogenia da 

osteoporose.  

 Os resultados obtidos neste estudo demonstram que o TF pode modular processo 

tais como a proliferação, a diferenciação e a regulação positiva de genes marcadores de 

expressão do fenótipo osteoblástico tal como Runx2 possivelmente por atuar direta ou 

indiretamente sob a via de sinalização osteoblastogênica otimizando a expressão e 

atuação da BMP2 sob a diferenciação osteogênica em prol a formação óssea ao mesmo 

tempo em que suprime a adipogênese por diminuir a expressão de Pparγ favorecendo 

maior compromisso de CTMs do estroma da medula óssea em osteoblastos. Além disso, 

o TF otimizou a promoção do processo de mineralização biológica in vitro e melhorou a 

qualidade óssea in vivo de ratas SEN osteopênicas tornando-as responsivamente 

semelhantes a de ratas AD.  

 Deste modo, podemos concluir que a realização do TF durante o período de 

envelhecimento contribui para a melhoria da qualidade óssea de idosas ativas. Portanto, 

o TF é alternativa terapêutica adequada para a prevenção bem como tratamento de 

indivíduos osteopênicos/osteoporóticos, principalmente daqueles que possuem restrição 

com a reposição hormonal.  
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