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RESUMO

FERNANDES-BREITENBACH, F. Andlise do fémur de ratas tratadas com ocitocina e
submetidas ao treinamento de forca durante a periestropausa. 2021. 85 f. Tese (Doutorado)
— Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2021.

A diminuicdo nas concentracfes de estrdgeno, como o que ocorre no periodo da perimenopausa
e menopausa, contribui para o aumento do turnover dsseo, com taxa de reabsor¢do superior a
de formacéo dssea que favorece a instalagdo da osteoporose, doenca silenciosa que determina
fragilidade dssea e maior probabilidade de fraturas. Entre as intervencdes utilizadas para
prevencdo da osteoporose, destaca-se o treinamento de forca (TF) e a ocitocina (OT), horménio
promissor com acdo anabdlica no 0sso. O objetivo deste estudo foi verificar a acdo da
associacdo da OT ao TF, em comparagdo as intervencOes isoladas, no processo de
remodelamento 6sseo do colo do fémur de ratas Wistar na periestropausa (18 a 21 meses).
Quarenta ratas Wistar com ciclo estral irregular (18 meses) foram randomizadas nos grupos: 1-
Veiculo (Veh); 2-Ocitocina (Ot); 3-Treinamento de forga (Tf); 4-Ot+Tf. Os animais do grupo
1 receberam salina (0,15 mol/L) e dos grupos 2 e 4 receberam OT (134 pg/kg), sendo duas
injecOes intraperitoneais com intervalo de 12 horas a cada 30 dias, totalizando 8 injecGes ao
final do periodo experimental. Os animais dos grupos 3 e 4 realizaram TF em escada 3 vezes
por semana com realizacdo mensal do teste de capacidade de carga méaxima voluntaria
(CCMV). Apobs 120 dias, os animais foram eutanasiados, os fémures foram coletados para
analises de ensaio mecénico, densitometria, microtomografia 0ssea, espectroscopia de Raman
e técnica de reacdo em cadeia da polimerase de transcricdo reversa em tempo real (QRT-PCR),
e 0 sangue para andlises de marcadores bioguimicos do metabolismo dsseo, dano hepatico e
estresse oxidativo. A principal novidade deste estudo é a adicdo da OT ao TF, a qual apresentou,
no ensaio de compressao, maior forca maxima em relacdo ao Veh e menor elasticidade em
relacdo ao Tf e, no ensaio de flexdo de trés pontos, maior rigidez em relacdo ao Veh e Ot, menor
rigidez e menor elasticidade em relacdo ao Veh; maior espessura cortical (Ct.Th) em relacdo
aos demais grupos, menor nimero de poros (Po.N) em relacdo ao Veh e Ot, e maior momento
polar médio (J) em relacdo ao Tf. Houve também maior volume do osso trabecular (BV/TV)
em relacdo ao Ot e maior espessura trabecular (Th.Th) em relacdo aos demais grupos. A
densidade mineral 6ssea areal (aDMO) do colo do fémur foi maior que o Ot, e a DMO do fémur
total foi maior que os demais grupos. Quanto a expressao génica, houve maior expressdo do
fator de transcricédo relacionado ao Runt 2 (Runx2) em relacdo ao Veh, o fator de transcrigdo
Osterix (Osx/Sp7) foi menor que o Ot e Tf. A proteina morfogenética dssea 2 (Bmp2) apresentou
menor expressdo em relacdo ao Veh, e a expressdo da fosfatase alcalina 6ssea (Fal) foi maior
que os demais grupos. A expressdo do membro da familia do fator de necrose tumoral 11b
(Opg) e do ligante do fator de necrose tumoral (Rankl) foi maior que os outros grupos, a
expressdo do membro do fator de necrose tumoral 11a (Rank) e catepsina K (Ctsk) foi maior
que Veh e Ot. Também foi observado menor atividade de fosfatase acida resistente ao tartarato
(TRAP) e capacidade antioxidante total (CAT) no ensaio bioquimico em relagdo aos demais
grupos. Na intervengdo com OT, houve maior elasticidade no ensaio de flex&o de trés pontos,
e maior Ct.Th em relacdo ao Veh. A expressdo génica de Runx2, Osx/Sp7 foi maior e Bmp2 foi
menor que o grupo Veh. No TF houve maior elasticidade que o Veh e Ot no ensaio de
compressédo, maior rigidez e elasticidade em relagdo ao VVeh no ensaio de flexao de trés pontos.
Houve menor Ct.Th em relagdo ao Ot, maior DMO do fémur total em relacéo ao Veh, e a taxa



de mineralizacdo foi maior que o Veh e Ot. Na expressdo génica, Runx2 e Osx/Sp7 foram
maiores que o0 Veh. A Bmp2 e osteocalcina/proteina 6ssea gama-carboxiglutamato (Ocn) foram
menores que o0 Veh, e a Fal foi menor que Ot. Em relagdo a Rank e Ctsk, estas foram maiores
que Veh e Ot. Por fim, a atividade de aspartato aminotransferase (AST) foi menor que o Veh.
Esses resultados mostraram que a associagdo de intervencgdes € estratégia anabdlica promissora
para a prevencdo da osteoporose no periodo da periestropausa, destacando-se dos efeitos das
intervencdes isoladas, ao preservar aspectos mecanicos, estruturais e génicos do 0sso, além de
parecer controlar fatores relacionados ao cross-talk entre tecido 6sseo e tecido adiposo a favor
da homeostase oxidativa e de fatores relacionados a atividade de marcadores 0sseos.

Palavras-chave: envelhecimento, osteoporose, fémur, ocitocina, treinamento de forca.



ABSTRACT

FERNANDES-BREITENBACH, F. Analysis of the femur of rats treated with oxytocin and
submitted to strength training during periestropause. 2021. 85 f. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2021.

The decrease in estrogen concentrations, such as that which occurs during perimenopause and
menopause, contributes to an increase in bone turnover, with a rate of resorption higher than
that of bone formation, which favors the installation of osteoporosis, a silent disease that
determines bone fragility and greater probability of fractures. Among the interventions used to
prevent osteoporosis, strength training (ST) and oxytocin (OT), a promising hormone with
anabolic action on bone, stand out. The objective of this study was to verify the action of the
association of OT and ST, compared to isolated interventions, in the process of bone remodeling
of the femoral neck of Wistar rats in periestropause (18 to 21 months). Forty Wistar rats with
irregular estrous cycle (18 months) were randomized into groups: 1-Vehicle (Veh); 2-Oxytocin
(Ot); 3-Strength training (St); 4-Ot+St. The animals in group 1 received saline (0.15 mol/L) and
in groups 2 and 4 received OT (134 pg/kg), with two intraperitoneal injections with an interval
of 12 hours every 30 days, totaling 8 injections at the end of the period. trial period. The animals
in groups 3 and 4 performed ST on a ladder 3 times a week with monthly performance of the
maximum voluntary carrying capacity test (MVCC). After 120 days, the animals were
euthanized, the femurs were collected for mechanical assay analysis, densitometry, bone
microtomography, Raman spectroscopy and real-time reverse transcription polymerase chain
reaction (QRT-PCR) technique, and blood for analysis of biochemical markers of bone
metabolism, liver damage and oxidative stress. The main novelty of this study is the addition
of OT to ST, which presented, in the compression test, greater maximum force in relation to
Veh and less elasticity in relation to St and, in the three-point bending test, greater stiffness in
relation to to Veh and Ot, less rigidity and less elasticity in relation to Veh; greater cortical
thickness (Ct.Th) in relation to the other groups, smaller number of pores (Po.N) in relation to
Veh and Ot, and greater mean polar moment (J) in relation to St. There was also greater
trabecular bone volume (BV/TV) in relation to Ot and greater trabecular thickness (Tb.Th) in
relation to the other groups. The areal bone mineral density (aBMD) of the femoral neck was
higher than the Ot, and the BMD of the total femur was higher than the other groups. As for
gene expression, there was greater expression of the transcription factor related to Runt 2
(Runx2) in relation to Veh, the transcription factor Osterix (Osx/Sp7) was lower than Ot and St.
Bone morphogenetic protein 2 (Bmp2) showed lower expression compared to Veh, and bone
alkaline phosphatase (Alp) expression was higher than the other groups. The expression of
tumor necrosis factor 11b family member (Opg) and tumor necrosis factor ligand (Rankl) was
higher than the other groups, tumor necrosis factor 11a member (Rank) and cathepsin K (Ctsk)
was greater than Veh and Ot. It was also observed lower activity of tartrate resistant acid
phosphatase (TRAP) and total antioxidant capacity (CAT) in the biochemical assay in relation
to the other groups. In the intervention with OT, there was greater elasticity in the three-point
bending test, and greater Ct.Th in relation to Veh. The gene expression of Runx2, Osx/Sp7 was
higher and Bmp2 was lower than the VVeh group. In ST intervention there was greater elasticity
than Veh and Ot in the compression test, greater stiffness and elasticity in relation to Veh in the
three-point bending test. There was lower Ct.Th in relation to Ot, higher BMD of the total femur
in relation to Veh, and the mineralization rate was higher than Veh and Ot. In gene expression,
Runx2 and Osx/Sp7 were higher than Veh. Bmp2 and osteocalcin/bone protein gamma-
carboxyglutamate (Ocn) were lower than Veh, and Fal was higher than Ot. In relation to Rank



and Ctsk, these were higher than Veh and Ot. Finally, aspartate aminotransferase (AST) activity
was lower than Veh. These results showed that the association of interventions is a promising
anabolic strategy for the prevention of osteoporosis in the periestropause period, standing out
from the effects of isolated interventions, by preserving mechanical, structural and genetic
aspects of the bone, in addition to seeming to control factors related to the cross -talk between
bone tissue and adipose tissue in favor of oxidative homeostasis and factors related to the
activity of bone markers.

Keywords: aging, osteoporosis, femur, oxytocin, strength training.
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ALT: alanina aminotransferase
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CEUA: Comissdo de Etica no Uso de Animais
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Ctsk: gene catepsina K

Ct.Th: espessura cortical

DEXA: absortometria de raio-X de dupla energia (dual-energy x-ray absorptiometry)
DMOa: densidade mineral dssea areal
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g: gramas

g/cm?: grama por centimetro quadrado

h: hora

IBGE: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
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MAPK: Mitogen Activated Protein Kinases
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mu: massa uterina
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p: probabilidade de significancia
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PTH: paratormonio
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RANKL: membro 11 da superfamilia do ligante do fator de necrose tumoral
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RNA: acido ribonucleico
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SERMs: moduladores seletivos do receptor de estrégeno
TBARSs: substancias reativas ao acido tiobarbitdrico
Th.N: nimero de trabéculas

Th.Sp: separacdo trabecular

Th.Th: espessura trabecular

TF: treinamento de forca

Tf: grupo treinamento de forca

TGF-B: fator de crescimento transformante 3

TNF-a: fator de necrose tumoral o

TRAP: enzima fosfatase acida resistente ao tartarato
Trap/Ac5: gene da fosfatase acida resistente ao tartarato
TRH: terapia de reposi¢do hormonal

U/L: unidades por litro

Veh: grupo veiculo
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1. INTRODUCAO

Divulgacbes do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) ilustram
modificagdes ocorridas no Brasil com projecfes importantes no cenario de envelhecimento
feminino para o ano de 2060, uma vez que o numero de mulheres em periodo de transi¢ao para
o envelhecimento sera maior, em torno de 6 milhdes, quando comparada a populagédo
masculina. Além da maior densidade populacional feminina, as projecdes relacionadas a
longevidade para 0 ano de 2060 também indicam média maior para esta populacédo, sendo 84,23
anos versus 77,90 anos na populacdo masculina (IBGE, 2022).

E de conhecimento que o envelhecimento reprodutivo feminino é marcado por
diferentes fases que compdem o climatério e, segundo a Sociedade Internacional de Menopausa
(IMS), a menopausa é o marco oficial que corresponde a cessacao permanente da menstruacdo
resultante da perda da atividade folicular ovariana, caracterizado pela diminuicdo na
concentracdo de estrégeno (Ez), hormonio com agdes protetoras ao organismo feminino em
diferentes tecidos, a exemplo do tecido 6sseo (NOIRRIT-ESCLASSAN et al., 2021).

Sendo o E> descrito como hormonio osteoprotetor, a diminuicdo em suas concentracfes
contribui para o aumento do turnover ésseo, com taxa de reabsorcao superior a de formacao
Ossea (PASCHALIS et al., 2003). E um dos horménios responsaveis por inibir formacao de
citocinas pro-reabsorcdo como interleucina-1 e 6 (IL-1 e 6), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-
a), fator estimulante da col6nia de mondcitos (M-CSF) e prostaglandina E2 (PGE>), e aumentar
producéo de fatores antirreabsortivos, como o fator de crescimento transformante beta (TGF-
B), o que predisp0e a instalacdo da osteoporose (RIGGS, 2000; PINHEIRO et al., 2009 e 2010;
BAYLISS et al., 2012).

Ap0s atingir o pico de massa 6ssea, por volta dos 30 anos, os individuos iniciam perda

que varia de 0,3% a 0,5% de sua massa 0ssea a cada ano e, na p0s-menopausa, a diminui¢édo da
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massa 0ssea pode ser até 10 vezes maior que a observada no periodo de pré-menopausa. Nos
primeiros 5 a 10 anos que seguem a Ultima menstruacao essa perda pode ser de 2% a 4% ao ano
para 0sso trabecular e de 1% ao ano para 0sso cortical (RADOMINSKI, et al., 2004). Cabe
ressaltar que a diminuicdo da massa 0ssea que ocorre fisiologicamente durante o processo de
envelhecimento é chamada de osteopenia, no entanto, quando ha taxa de reabsorcéo maior que
a de formacéo 0ssea, instala-se 0 quadro de osteoporose primaria na mulher (PINHEIRO et al.,
2009; BAYLISS et al., 2012).

Segundo a Fundacdo Internacional de Osteoporose (IOF), a osteoporose é doenca
caracterizada por diminuicdo de densidade e qualidade 6ssea na qual 0s 0ssos tornam-se frageis
e com maior probabilidade de fraturas, causando dor, incapacidade e limitacdo funcional.
Frequentemente, a doenca se desenvolve de forma imperceptivel durante anos, sem sintomas
ou dor, até a ocorréncia de fratura. O quadril esta entre os locais de fratura mais comum em que
entre 20 a 24% dos pacientes morrem no primeiro ano pos fratura. Dos sobreviventes, 40%
tornam-se incapazes de andar de forma independente, 60% necessitam de assisténcia um ano
depois, 80% ficam restritos a outras atividades, e 33% totalmente dependentes. O que € valido
ressaltar também € que quase 75% de todas as fraturas de quadril ocorrem em mulheres (IOF,
2022). Neste contexto, ressalta-se especial preocupagdo com a prevaléncia de mulheres
osteopordticas, cuja gravidade é relevante.

Assim sendo, cabe ressaltar especial a preocupacao em estabelecer medidas preventivas
e elencar o melhor momento para intervir. As diferentes fases que acompanham o
envelhecimento feminino sdo marcadas por modificagdes importantes que destacam a
perimenopausa, periodo imediatamente anterior & menopausa, como oportunidade para
promover salde e agir de forma preventiva frente a osteoporose (COOK, 1993; LANGE-

COLLETT, 2002; BRINTON et al., 2015) (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo reprodutivo feminino. Menarca, primeira menstruacéo e inicio do periodo reprodutivo. Climatério,
periodo que marca a transicdo da fase reprodutiva para a ndo reprodutiva, englobando as fases de pré, peri e pds-
menopausa. Menopausa, marco do envelhecimento reprodutivo, que ocorre em torno dos 51 anos. Senectude,
periodo do envelhecimento. Fonte: Autor.

Entre as opcles disponiveis para controle da doenca estdo: terapia de reposicao
hormonal (TRH), uma das mais bem estabelecidas, moduladores seletivos de receptores de
estrégeno (SERMs), bifosfonatos, calcitonina, calcio, vitamina D, fluoretos e paratorménio
(PTH) (LEITE, 1999; LOPEZ, 2000; RADOMINSKI et al., 2004; GAMBACCIANI &
VACCA, 2004 e 2014; QUIROS-GONZALEZ, 2014; COSMAN et al., 2014). Nos ultimos
anos tem sido analisada a acdo da ocitocina (OT) para controle da osteoporose. A OT ¢é
horménio peptidico sintetizado em neur6nios dos ndcleos hipotalamicos e armazenado em
vesiculas nas terminagdes dos neur6nios magnocelulares na neurohipéfise, classicamente
envolvido com a gravidez (contracédo uterina) e lactacdo (ejecéo do leite). Entretanto, receptores
de OT também estdo expressos em osteoblastos e osteoclastos humanos, estimulando
diferenciacdo de um e controlando a fungdo do outro, o que indica atuagdo da OT na
remodelag&o e controle da homeostase 6ssea (COPLAND et al., 1999; COLUCCI et al., 2002;
TAMMA et al., 2009, COLAIANNI et al., 2014a).

Em células osteoblésticas, a OT estimula a diferenciacdo para fendtipo mineralizante

pela up-regulation de BMP-2 (proteina morfogenética 6ssea 2), que controla a expressao de
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Schnurri-2 e 3, Osterix (OSX) e ATF-4 (Activating transcription factor 4). Em células
osteoclasticas, porém, OT exerce efeito dual, ao passo que estimula formacdo de osteoclastos
de forma direta pela estimulacdo do fator nuclear kappa B (NF-kP) ¢ sinalizagio MAPK
(Mitogen Activated Protein Kinases) e, indiretamente, por up-regulation de RANK-L e down-
regulation de OPG; por outro lado, a OT inibe a reabsorcéo 6ssea por osteoclastos maduros
pelo aumento do Ca?* citosdlico e sintese de 6xido nitrico (NO) (TAMMA et al., 2009) (Figura

2).

Figura 2. Acdo da ocitocina (OT) nas células osteoblasticas e osteoclasticas. Fonte: Adaptado de TAMMA et al.,
2009.

Outro fato é que a regulacdo da sintese de OT e de seu receptor € mediada pela agdo
estrogénica e também de forma autdécrina. O E> é horménio que controla a atividade
osteoblastica, cujas celulas s&o capazes de sintetizar OT. Desta forma, pesquisas tem
demonstrado que o E2 pode agir através de dois mecanismos distintos sobre a regulacdo da OT
e seu receptor: via ndo-genémica, estimulando a transcrigdo e sintese de OT, e gendmica,
estimulando a transcricdo e sintese do receptor de OT (Figura 3). Assim como o E; age
mediando a sintese de OT e seu receptor, o inverso também parece acontecer. Estudos
mostraram que em camundongos nulos para o receptor de OT, a acdo do E> no metabolismo
0sseo € atenuada, sugerindo que sua acdo é, em partes, dependente do receptor de OT intacto

(COLAIANNI et al., 2011 e 2014b).
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Figura 3. Regulacéo e sintese de OT e seu receptor (Oxtr) mediada pela acdo estrogénica genémica e ndo
gendmica. Fonte: Adaptado de COLAIANNI et al., 2014.

Estudo conduzido em nosso laboratério - Laboratério de Fisiologia Endocrina e
Envelhecimento (LaFEE) - com ratas velhas (24 meses) tratadas com OT para anélise da
formacdo dssea ap6s exodontia, demonstrou atuacdo estimuladora da OT com melhora nos
parametros de formacdo e diminuicdo na reabsorcdo éssea durante o processo de reparacdo
alveolar (COLLI et al., 2012). Em outro estudo, verificamos que a OT induziu a diferenciacéo
osteoblastica de células tronco mesenquimais (CTMSs) de ratas velhas (SANTOS et al., 2018).
Ja, em estudo mais recente, constatamos que a administracdo da OT em fémeas Wistar durante
o0 periodo de transicdo reprodutiva, periestropausa, melhora o metabolismo 0sseo destes animais
demonstrado pela diminuicdo na porcentagem de poros da regido cortical do colo do fémur,
bem como por melhoria em pardmetros biomecanicos como forga maxima e rigidez 0ssea
(FERNANDES et al., 2020).

Além da terapéutica com farmacos, a realizacdo de exercicio fisico tem sido descrita
como fonte segura de prevencao e tratamento da osteoporose, ja que o desenvolvimento e a

manutencdo do esqueleto requerem estimulacdo mecénica, a qual resulta em mudancas
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adaptativas que fortalecem a estrutura 6ssea, segundo a Lei de Wolff. A deformacéo na matriz
Ossea causada pelo estimulo mecénico é detectada por ostedcitos, via mecanotransducéo,
caracterizada por reacGes bioquimicas que geram tensdes mecanicas — mecanismo
piezoelétrico, enviando sinais paracrinos as células osteoblasticas e osteoclasticas (KNOTHE,
2003; GUSMAO E BELANGERO, 2009; ROBLING & TURNER, 2009).

Uma vez que existem diversos tipos de exercicios, é importante reconhecer qual melhor
estimula e contribui para a qualidade 6ssea. Tanto os exercicios ciclicos quanto os de resisténcia
progressiva fornecem estimulos benéficos ao tecido 6sseo, porém, o Ultimo parece apresentar
efeitos mais significantes que o primeiro no que se diz respeito a melhora da densidade mineral
0ssea (DMO) (LAYNE & NELSON, 1999; RUSSO, 2009). Estudos estabelecem gue 0 0sso
responde a carga mecanica, enquanto que € insensivel a cargas estaticas, além disto, 0s
estimulos devem ser de alta magnitude e realizados em alta velocidade (RUBIN & LANYON,
1984 e 1985). Estudo mostra que o estimulo proveniente da préatica de exercicios de forca
favorece a taxa de formacao dssea ao promover diminuicdo na expressdo do gene SOST e da
proteina esclerostina, a qual limita a formacéo déssea por inibir parte da atividade osteoblastica
(ROBLING et al., 2008).

Conjunto de resultados obtidos nos estudos conduzidos no LaFEE, com ratas na
periestropausa, evidenciou efeito benéfico do treinamento de forca (TF) na qualidade Gssea
destes animais, destacando que a estratégia € valida para prevenir a osteoporose associada ao
hipoestrogenismo e reduzir o risco de fratura durante a senescéncia ao melhorar parametros
0sseos biomecanicos (SINGULANI et al., 2017; STRINGHETTA-GARCIA et al., 2016,
2017). Além do mais, outro estudo mostrou que o TF € excelente intervencdo ndo farmacologica
que, além de prevenir a osteoporose, pode aumentar a qualidade éssea no inicio do processo de

cicatrizacdo, melhorando a consolidacéo 6ssea (PERES-UENO et al., 2020).
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Considerando que ha evidéncias de que as intervencdes isoladas melhoram parametros
relacionados com a preservacdo de parametros 0sseos em ratas na periestropausa, permanece
lacuna sobre o efeito combinado da OT e do TF na protecdo da microestrutura 0ssea cuja acdo
é de importancia crescente na fisiopatologia da osteoporose quando comparado as respectivas
intervencdes em fémeas no periodo de transicao natural da ciclicidade para a aciclicidade estral.
Portanto, o0 estudo tem como objetivo verificar se a associacdo da OT ao TF, em comparacéo
as intervenc0es isoladas, potencializa os beneficios sobre o remodelamento 6sseo do fémur de
ratas Wistar na periestropausa. Hipotetizamos que a associacao da OT ao TF potencializara 0s
beneficios das intervencdes isoladas em periodo de intensa alteracdo hormonal e determinacéo

da senescéncia feminina.
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2. PERGUNTA, HIPOTESE E OBJETIVOS
[ | Pergunta
A associacdo da OT ao TF potencializa os beneficios das intervengdes isoladas no

remodelamento 6sseo do fémur de ratas Wistar na periestropausa?

[ | Hipotese
A associacdo da OT ao TF potencializa os beneficios das intervenc@es isoladas no

remodelamento 6sseo do fémur de ratas Wistar na periestropausa.

[ | Objetivos

Com base nas evidéncias obtidas, os objetivos deste estudo foram:

o Geral: Verificar se a associagdo da OT ao TF, em comparagéo as intervengdes
isoladas, potencializa os beneficios sobre o remodelamento 6sseo do fémur de

ratas Wistar na periestropausa.

o Especificos: Investigar se a associagdo da OT ao TF, em comparacdo as
intervencdes isoladas, potencializa, no fémur, o desempenho do 0sso
corticoesponjoso, a densidade mineral dssea, a qualidade cortical e trabecular, a
composicdo da matriz inorganica e a expressao de genes presentes no ciclo de
remodelamento 6sseo, bem como a atividade de marcadores bioquimicos do
metabolismo Gsseo, dano hepéatico e estresse oxidativo de ratas Wistar na

periestropausa.
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3. MATERIAL E METODO

O presente estudo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica para o Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia do Campus de Aracatuba (FOA-UNESP), em
conformidade com o guia de cuidados para uso de animais de laboratdrio, processo numero

2018-0347 (em anexo ao final deste documento).

[ | Animais

Apbs a aprovacdo do protocolo experimental, 40 ratas da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus albinus), com idade inicial de 17 meses, multiparas (3 a 4 procriacdes dos 2 aos 10
meses de idade), provenientes do Biotério Central da Faculdade de Odontologia de Aracatuba
(FOA), foram incluidas neste estudo. As ratas foram mantidas em gaiolas coletivas (4
animais/caixa) em ambiente com controle de temperatura (22 = 2 °C), ciclo de luz (12/12h -
luzes acesas as 7h) e umidade (55 * 10 %), com agua e racao (Presence® ratos e camundongos)
ad libitum.

A salde geral dos animais foi monitorada diariamente durante todo o periodo
experimental e, durante 2 semanas, sendo 15 dias consecutivos, aos 17 meses de idade, o ciclo
estral foi verificado no periodo da manh&, em torno das 9h, para averiguar irregularidade do
ciclo estral — periestropausa. Para tanto, o esfregaco vaginal foi analisado a fresco ao
microscopio optico, segundo a técnica de Long & Evans, 1922. Estudos conduzidos no LaFEE
demonstraram que em ratas Wistar de 18 meses ha menor concentracdo de estrogeno e maior
concentracdo de hormonio foliculo estimulante (FSH) quando comparadas a ratas mais jovens,
0 Qque caracteriza a periestropausa, periodo semelhante a perimenopausa na mulher

(FERREIRA et al., 2015; NICOLA et al., 2016).
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Apds periodo de andlise do ciclo estral (17° més), os animais foram submetidos ao teste
de aderéncia ao exercicio fisico (18° més). Somente os animais com irregularidade estral
(diestro persistente durante o periodo correspondente a trés ciclos consecutivos), e aderentes ao
exercicio fisico em escada foram incluidos neste estudo. A Figura 4 ilustra os critérios de

incluséo e exclusdo adotados para selecdo dos animais experimentais.

___________________________________________________

Ratas multiparas

Ratas com ciclo estral irregular

Ratas aderentes ao exercicio fisico

o

Figura 4. Critérios de inclusdo e exclusdo. Critérios de inclusdo: ratas multiparas, com ciclo estral irregular e
aderentes ao exercicio fisico. Critérios de exclusdo: ratas nuliparas, com ciclo estral regular e ndo aderentes ao
exercicio fisico. Fonte: Autor.

Apbs periodo de andlise criteriosa da condicdo dos animais, 0s mesmos foram
distribuidos aleatoriamente nos grupos que compdem este estudo, conforme descrito na Tabela
1. Posteriormente, em conformidade com os devidos protocolos, receberam as intervencdes

descritas na Tabela 2, durante 4 meses (120 dias).

Distribuicdo dos grupos experimentais
1 Veiculo (Veh)
2 Ocitocina (Ot)
3

Treinamento de Forca (TT)

GRUPOS

4 Ocitocina e Treinamento de Forga (Ot+Tf)

Tabela 1. Distribuicdo dos grupos experimentais. Grupos: Veh = administracdo de NaCl; Ot = administracdo de
OT; Tf = realizacdo de treinamento de for¢a; Ot+Tf = administracdo de OT e realizacdo de treinamento de forca
(n =10 animais por grupo experimental).
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Intervencdes dos grupos experimentais

Veh Solugéo salina/NaCl
§ Ot Ocitocina/OT
a Tf Treinamento de Forca/TF
© Ot+Tf Ocitocina/OT + Treinamento de Forga/TF

Tabela 2. Intervengdes dos grupos experimentais. Grupos: Veh = administracdo de NaCl; Ot = administracdo de
OT; Tf = realizagdo de treinamento de forca; Ot+Tf = administracdo de OT e realizacdo de treinamento de forca
(n =10 animais por grupo experimental).

Antes das intervengdes, 0s animais tiveram as suas massas corporais (g) registradas para

acompanhamento e adequacdo das intervencdes — NaCl, OT e/ou TF.

[ | Administragdo de solugéo salina e ocitocina

A OT foi adquirida da Sigma Aldrich (Sigma Aldrich, Munique, Alemanha), com pureza
superior a 97 %, e dissolvida em solucéo salina 0,15 mol/L. Os animais dos grupos Ot e Ot+Tf
receberam duas doses de OT (134 pg/Kg) — ou solucdo salina (0,15 mol/L) no grupo Veh —
administradas intraperitonealmente, com intervalo de 12 horas, a cada 30 dias durante 120 dias,
totalizando 8 injecdes. Apds 30 dias da administracdo da Gltima dose, foi realizada a eutanasia.
O protocolo de tratamento com OT foi adaptado de Tamma e colaboradores (2009) e Colli e

colaboradores (2012). A Figura 5 ilustra os procedimentos descritos.
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Administracio
ocitocina ou soluciio salina

(Grupos Veh, Ot e Ot+Tf)

Idade inicial:

18 meses

Idade final:
21 meses

1° més 2° més 3° més 4° més
2 1P com 12h 2 1P com 12h 2 1P com 12h 2 IP com 12h Eutanasia
de intervalo de intervalo de intervalo de intervalo (30 dias apos
ultima dose)

Figura 5. Administracdo de ocitocina ou solucéo salina. No inicio dos 18°, 19°, 20° e 21° meses, 0s animais
receberam duas injecdes intraperitoneais de solucdo salina (grupo Veh) ou OT (grupo Ot e Ot+Tf) com intervalo
de 12 horas (7h e 19h), totalizando 8 injec6es. Apds 30 dias da administracdo da Ultima dose, totalizando 120 dias
de periodo experimental, os animais foram eutanasiados. Grupos: Veh = administracdo de NaCl; Ot =
administracdo de OT; Ot+Tf = administracdo de OT e realizagdo de treinamento de for¢a (n = 10 animais por
grupo experimental). Fonte: Autor.

[ | Treinamento de forca

Todos os animais deste estudo foram submetidos a verificagcdo de aderéncia ao exercicio
fisico pela realizacdo da subida voluntaria na escada de TF e, posteriormente, foram distribuidos
aleatoriamente nos grupos experimentais.

Os animais dos grupos Tf e Ot+Tf realizaram TF com a carga acoplada a cauda, em
escada (1.13 x 0.18 m; 2 cm entre os degraus) com 80° de inclinacéo e local para descanso no
topo (didmetro de 20 x 20 x 20 cm), conforme ilustrado na Figura 6. O protocolo de TF foi

adaptado de Hornberger & Farrar (2004) e Stringhetta-Garcia e colaboradores (2016).
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Figura 6. Escada de treinamento de forca do Laboratorio de Fisiologia Enddcrina e Envelhecimento (LaFEE) —
UNESP Aracatuba. Especifica¢fes: A) Animal durante o TF, 1,13 m de altura, 0,18 m de largura, distancia entre
degraus de 2 cm, B) 80° de inclinacdo e descanso no topo de 20x20x20 cm. Fonte: Autor.

Inicialmente, aos 17 meses de idade, os animais foram submetidos a periodo de

adaptacdo a escada por 3 sessdes (primeira semana) quando realizaram 2, 4 e 6 subidas em dias
alternados e sem carga. Apés periodo de adaptacdo, os animais foram submetidos ao teste de
Capacidade de Carga Maxima Voluntaria (CCMV), com uso de esferas de aco acoplados a
cauda. Para o teste de CCMV, a carga inicial foi de 75 % da massa corporal do animal. Os
animais tiveram dois minutos de descanso entre as subidas e a cada nova subida foram
adicionadas 30 gramas de sobrecarga — procedimento realizado até a exaustdo comportamental.
A sobrecarga imposta na subida anterior a da falha do movimento foi considerada a carga
méaxima do animal, a qual serviu como base para os calculos da sobrecarga a serem aplicadas

durante o periodo de treinamento. Ap6s 48 horas do término do teste de CCMV, o TF teve

inicio, conforme informacGes descritas na Tabela 3.
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Protocolo para Treinamento de Forga

Ap0s realizacdo do teste de CCMV

)
<Z’: 12 60 % da sobrecarga correspondente ao CCMV
<§E 22 70 % da sobrecarga correspondente ao CCMV
L
n 3?2-162 80 % da sobrecarga correspondente ao CCMV

Tabela 3. Protocolo para Treinamento de Forca (TF). Apos a realizagdo do teste de capacidade de carga maxima
voluntéria (CCMV), os animais realizaram o TF com 60 % (primeira semana), 70 % (segunda semana) e 80 %
(terceira semana até a décima sexta semana) da sobrecarga correspondente ao CCMV.

Durante 120 dias, os animais realizaram trés sessdes semanais de TF em dias alternados.
Cada sessao foi constituida por seis subidas com intervalos de dois minutos entre cada subida.
A cada 4 semanas (1 més) foi realizado novo teste de CCMV para obtengdo e manutencao da
CCMV dos animais. Ap6s 48 horas do ultimo treino, foi realizada a eutanésia. A Figura 7

ilustra o protocolo descrito.

Realizacio de
treinamento de forca
(Grupos Tf e Ot+T1)

- ade i . h Ii h _,q' Tdade final:
17 meses
21 meses

Adaptagio (1s) CCMV 75 % pe 1° més 2" més 3° més 4° més
CCMV i CCMV CCMV CCMV

3x/semana 3x/semana 3x/semana 3x/semana Eutanasia

60, 70, 80 % do CCMV 80 % do CCMV 80 % do CCMV 80 % do CCMV (48h apos

Figura 7. Realizagdo de treinamento de forca. Nos Gltimos 15 dias do 17° més, foi realizada a adaptacdo dos
animais dos grupos Tf e Ot+Tf durante uma semana (1s). Quarenta e oito horas antes de iniciar o TF 0s animais
realizaram o teste de capacidade mdxima de carga voluntaria (CCMV) com 75 % da massa corporal (mc) para
adequacdo da carga. Na primeira semana 0s animais treinaram com 60 % do teste de CCMV, na segunda com 70
%, e na terceira até o final do periodo experimental com 80 % do teste de CCMV. O treinamento foi realizado 3
vezes por semana. Apo6s 48 horas da realiza¢do do ltimo treino, totalizando 120 dias de periodo experimental, 0s
animais foram eutanasiados. Grupos: Tf = realizacdo de treinamento de forca; Ot+Tf = administracdo de OT e
realizacdo de treinamento de forca (n = 10 animais por grupo experimental). Fonte: Autor.
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[ | Coleta de materiais

Ap0s periodo experimental, os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina®
(80 mg/kg) associado ao cloridrato de xilazina® (10 mg/kg) por via intraperitoneal.
Posteriormente foi realizada a retirada asséptica dos fémures. Os fémures direitos foram
armazenados em solucéo fisioldgica - NaCl 0,9 % (m/v) e freezer -20 °C para analise de ensaio
mecanico, densitometria, microtomografia 6ssea e espectroscopia de Raman. Os fémures
esquerdos foram imediatamente processados para analise de expressdo génica por reagdo em
cadeia da polimerase de transcri¢cdo reversa em tempo real (QRT-PCR), coletados em ambiente
e com material estéril para isolamento da regido proximal do fémur, lavados em tampéo fosfato-
salino (PBS) estéril, congelados com nitrogénio liquido e armazenados em freezer -80 °C. O
sangue foi centrifugado (2500 RPM, 4 °C, 15 min - Eppendorf® Centrifuge 5804R) e
armazenado para dosagem de marcadores da atividade celular do metabolismo 6sseo, dano
hepético e estresse oxidativo. Utero e ovario foram retirados, pesados, e a massa corporal final
registrada.

A sintese do delineamento experimental desta pesquisa esta retratada na Figura 8.

Delineamento experimental

Idade final:

21 meses

- Idade inicial:
17 meses §
18 mcscs

J‘ 120 dias de intervencio

f

o Ciclo estral e :
Adaptacio (1s) COMV 75 % pe 1° més 2° més 3° més 4° més i Andlises: i}

15 dias

Pe]i;;:::;m e \ll (':ll:lv c‘i]v c;lnzv L‘E]nzv l =
@ vy . . o g &

Figura 8. Desenho experimental. Durante os primeiros 15 dias do 17° més, foi analisado o ciclo estral de todos os
animais. Nos Ultimos 15 dias do 17° més, foi realizada a adaptagdo nos animais dos grupos Tf e Ot+Tf e o teste de
capacidade méxima de carga voluntaria (CCMV) com 75 % da massa corporal (mc) para adequacao da carga. No
inicio dos 18°, 19°, 20° e 21° meses, 0s animais receberam duas injecGes intraperitoneais de solucdo salina (grupo
Veh) ou OT (grupo Ot e Ot+Tf) com intervalo de 12 horas (7h e 19h), totalizando 8 inje¢des. Os animais do grupo
Tf e Ot+Tf realizaram TF na escada 3 vezes por semana durante 120 dias com a realizacdo do teste de CCMV
mensal. Apds 120 dias do periodo experimental, os animais foram submetidos a eutanasia e realizada coleta
sanguinea e 0ssea para posteriores analises. Grupos: Veh = administracdo de NaCl; Ot = administracao de OT; Tf
= realizacdo de treinamento de forca; Ot+Tf = administracdo de OT e realizacdo de treinamento de for¢a (n = 10
animais por grupo experimental). Fonte: Autor.
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[ Ensaio mecanico

Algumas propriedades do tecido 6sseo, como forca maxima (N), rigidez (x10°N/m) e
elasticidade (mJ) foram analisadas pelo teste biomecanico de compressdo e flexdo de trés
pontos, na Maquina de Ensaio Universal EMIC/Mod DL3000. O ensaio mecanico deste estudo
foi realizado com distancia entre apoio de 20 mm em superficie, célula de carga de 2000 N e
com velocidade de aplicacdo da carga (forca) de 0,25 mm/min. Os valores foram registrados
em sistemas computacionais do préprio fabricante, que fornece diretamente os valores de forca
méaxima admitidos pelo fémur, avaliada por meio da curva de forca X deslocamento (TURNER
& BURR, 1993; SHIRAZI-FARD et al., 2013). A Figura 9 ilustra simplificadamente a

realizacdo desta analise.

Esquema
Maquina Ensaio Meciinico

Ensaio de compressao do fémur

2000 N
0,25 mm/min

2000 N
0,25 mm/min

e
[} o >
F é—; -

Figura 9. Esquema simplificado do ensaio mecéanico de compressdo e flexdo de trés pontos realizado nos fémures
dos animais experimentais. Fonte: Autor.

[ | Densitometria 0ssea
O contetido mineral 6sseo (CMO; g) e a area 6ssea (cm?) foram analisados para a
determinacéo da densidade mineral dssea areal (DMOa; g/cm?) do colo do fémur e DMO do

fémur total de todos os animais experimentais, conforme protocolo de Fernandes e
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colaboradores (2020). Foi utilizado o DEXA (absortometria de raio-X de dupla energia),
densitdmetro modelo DPX-ALPHA, com software especial para pequenos animais pertencente

ao Departamento de Apoio, Producéo e Saude Animal — FMVet/UNESP.

[ | Microtomografia 6ssea

A microtomografia 0ssea cortical e trabecular foi realizada com microtomografo
computadorizado Skyscan 1272 (Skyscan, Aartselaar, Bélgica), utilizado para avaliacdo
tridimensional ndo destrutiva da arquitetura 6ssea. O fémur foi posicionado craniocaudalmente
para obteng@o de “slices” com resolugdo de 12x12x12 um (TATSUMI et al., 2008). Apds
posicionamento, os fémures foram escaneados e, posteriormente, reconstruidos para analises

conforme parametros descritos na Tabela 4.

Parémetros para escaneamento Parémetros para reconstrucao
Voltagem do raio-X 80 kV Smoothing 6
Corrente 125 pA Ring artefacts reduction 0
Filtro de aluminio 1 mm Beam-hardering correction 50 %
Resolucdo em pixels 6 um Histogram output 0,015 - 0,0055
Resolucéo da camera 2016 x 1344 — -- y
Rotation step 0,6° % E
Frame average OFF E
Random movement 10 i I
Flat field correction ON | .
Duracao do escaneamento 33 min Posiciona-rﬁ-ér-ﬁt-)-éranioaudal (;10 fémur

Tabela 4. Pardmetros para escaneamento e reconstrucdo do fémur.

Os parametros da regido cortical e trabecular do colo do fémur foram quantificados por
meio do volume de interesse (VOI) de 150 slices com a ferramenta de interpolacdo dindmica

no software CT-Analyser (SkyScan, Leuven, Belgium). Quanto a constru¢cdo da imagem
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representativa dos grupos em modelo tridimensional (3D), foi utilizado o software CT-Vox
(SkyScan, Leuven, Belgium).

Os parametros analisados no osso trabecular: porcentagem do volume 6sseo (BV/TV;
%), espessura das trabéculas (Tb.Th; mm), nimero de trabéculas (Th.N; 1/mm), separacao das
trabéculas (Tb.Sp; mm), conectividade das trabéculas (Conn.Dn; 1/mm?). Na analise do 0sso
cortical foi analisado: area dssea cortical (Ct.Ar; mm?), espessura cortical média (Ct.Th; mm),

nimero de poros (Po.N) e momento polar de inércia (J; mm#*) (BOUXSEIN, 2010).

[ | Espectroscopia de Raman

A estrutura 6ssea analisada foi a regido do colo do fémur e foi realizada com a utilizagédo
de microscopio Raman “espectrografo micro-Raman, marca Renishaw, modelo in-Via”
surface-enhanced Raman scattering. Foram mensuradas as alteracdes nas bandas
correspondentes aos seguintes compostos: Fosfato (Banda 959-960), Prolina (Banda 855) e
Carbonato (Banda 1070-1077), segundo a padronizacédo de Fernandes e colaboradores (2020),
as quais foram utilizadas para calculo da taxa de mineralizacdo (v1POa/prolina), taxa de
substituicdo do carbonato tipo B (CO3/v1POs) e cristalinidade (1/largura de v1POs).

O laser utilizado foi do comprimento de onda de 633 nm com poténcia na amostra da
ordem de microwatt (UW) e a rede de difracdo foi de 1800 linhas por mm. O tempo de exposi¢édo
adotado foi de 10 segundos e a quantidade de acumulagdes foi igual a cinco. A microscopia
optica foi obtida por microscopio 6ptico da marca Leica (série DMLM), acoplado ao
espectrografo, cuja objetiva possui aumento de 50x fornecendo resolucéo espacial da ordem
1,00 umz, detector CCD Peltier (resfriado a -70 °C) e plataforma motorizada XYZ (motor de
passo — 0,10 um) no qual foram posicionadas as amostras, sendo trés espectros coletados de
cada amostra, totalizando nove espectros por grupo. A Figura 10 ilustra simplificadamente a

realizacéo desta analise.
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Figura 10. Esquema simplificado da espectroscopia de Raman. O foco de luz do laser é incidido sobre trés pontos
da regido de interesse: o colo do fémur de cada amostra. Fonte: Autor.

[ | Anélise de expressdo génica por reacdo em cadeia da polimerase de

transcrigdo reversa em tempo real (QRT-PCR)

Os fémures foram pulverizados em nitrogénio liquido e 0 RNA total foi extraido com o
reagente TRIzol (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific; Carlsbad, CA, EUA) seguindo as
instrugbes do fabricante. A pureza do RNA foi avaliada pela razdo de espectrofotometria
260/280 e 260/230 (satisfatoria entre 1,8-2,0 e 2,0-2,2, respectivamente). As amostras foram
tratadas com DNAse | (Sigma-Aldrich), o RNA foi quantificado (Quant-iT RiboGreen RNA
Assay Kit, Invitrogen) e 2 ug de RNA total foram transcritos reversamente para DNA
complementar (High Capacity RNA-to-cDNA ™ Kit; Aplicado Biosystems, ThemoFisher
Scientific; Foster City, California, EUA), de acordo com as instrugdes do fabricante.

A andlise da expressdo génica de marcadores 6sseos foi realizada por gRT-PCR, em
StepOne PlusTM Real-Time PCR Systems, com TagManTM Gene Expression Assays (FAM
fluordforo reporter / extintor ndo fluorescente MGB) (Applied Biosystems, Thermo Fisher

Scientific). A expressdo dos alvos foi normalizada pela expressdao de Actb, como gene de
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manutencdo, e a abundancia relativa dos transcritos foi determinada pelo método 2 (-delta Ct),
usando o grupo Veh como calibrador (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001). Referéncias do ensaio

estdo listadas na Tabela 5.

Fatores de Transcricao

Runx2 Fator de Transcri¢do Relacionado ao Runt-2 Rn01512298 m1l
Osx/Sp7 Fator de Transcri¢do Osterix/Sp7 Rn02769744 s1
Marcadores de Formacao Ossea

Fal Fosfatase Alcalina Ossea Rn01516028 m1
Opn/Sppl Osteopontina/ fosfoproteina 1 secretada Rn00681031_m1
Ocn/Bglap Osteocalcina /protelqa gama-carboxiglutamato RN00566386_g1

0sseo
Bmp2 Proteina morfogenética 6ssea 2 Rn00567818 m1
Marcadores de Remodelagio Ossea
Opg Membro 11b da superfamilia do receptor do fator RN00563499_m1
de necrose tumoral
Rankl Membro 11 da superfamilia do ligante do fator de RN00589289 mi
necrose tumoral -
Rank Membro 11 da superfamilia do receptor do fator Rn04340164_m1
de necrose tumoral
Trap/Acp5 Fosfatase acida 5, resistente ao tartarato Rn00569608 m1
Ctsk Catepsina K Rn00580723 _m1
Gene de manutencéo
Actb B-actina Rn00667869_m1
Tabela 5. Lista dos genes analisados.
[ | Marcadores bioquimicos plasmaticos do metabolismo dsseo

A andlise de fosfatase alcalina (FAL; U/L) e fosfatase &cida resistente ao tartarato (TRAP;
U/L) foi determinada por ensaio colorimétrico (PERES-UENO et al., 2020). FAL foi analisada
usando mistura de reacdo com 2,5 mmol/L de p-nitrofenil fosfato (pNPP), 2 mmol/L de cloreto
de magnésio (MgClz) e tampéo de glicina 25 mmol/L (pH 9,4). A atividade de TRAP foi

determinada por ensaio colorimétrico usando mistura de reacao que consiste em 10 mmol/L de
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pNPP, 50 mmol/L de tartarato de sodio, 1 mmol/L de benzoato de p-hidroxi-mercurio (pbHMB)
e 100 mmol/L de tampao de acetato sédio (pH 5,8). Para ambas as enzimas, uma unidade de
atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para hidrolisar 1
pumol de pNPP por minuto a 37 °C. Nessas analises, controles livres de enzimas foram utilizados
em cada ensaio para ajustar a hidrolise ndo enzimatica de pNPP (STRINGHETTA-GARCIA et

al., 2017).

[ | Marcadores bioquimicos plasmaticos do dano hepatico
A atividade da alanina aminotransferase e asparato amniotransferase (ALT e AST; U/L)
foi analisada com kit comercial (Bioclin, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil), usando método

de UV recomendado pela IFCC (KARMEN et al., 1955; HENRY et al., 1960).

[ | Marcadores bioquimicos plasmaticos do estresse oxidativo

A capacidade antioxidante total (CAT) foi determinada por espectrofotometria pelo
ensaio de Poder Antioxidante Redutor Férrico (FRAP; Fe?* umol/L) (BENZIE & STRAIN;
1996). Os resultados foram calculados com curva padrdo construida usando diferentes
concentracdes de solucdes de sulfato de ferro (FeSO4). A peroxidacao lipidica foi realizada pela
dosagem de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARs; umol/L) (BUEGE & AUST,
1978), e a quantidade de aldeido formada foi calculada pelo seu coeficiente de extingdo (€532

=1,56 x 10° Mt cm™).

[ | Analise Estatistica
Os resultados foram analisados através do GraphPad Prism 6.0, submetidos ao teste de

normalidade Shapiro-Wilk, expressos como média = erro padrdo da média (EPM) e
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considerados estatisticamente significantes quando p < 0,05. A significancia foi expressa da
seguinte forma: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001.

Os dados das andlises intragrupo foram divididos em paramétricos, analisados pelo teste
t de Student, e em nao paramétricos, analisados pelo teste de Wilcoxon. Ja os dados das analises
intergrupo foram processados pela Analise de Variancia (ANOVA) Two-Way seguida pelo pos-
teste de Tukey, e a interacdo foi expressa pela seguinte sigla: o. A descricdo estatistica esta

representada na Figura 11.

Dados paramétricos

< Teste ¢ de Student

o

; — Anilises intragrupo

\Z) Teste de Normalidade Shapiro- Dados ndo paramétricos

: Wilk Teste de Wilcoxon

5 Média + EPM ]

= ___ Analise de Varidncia (ANOVA)
Two-We

Cﬁg *p<0,05,** p<0,01, o

5 *E p < 0,001, #*** p < 0,0001

s — Anilises intergrupo L Pos-teste de Tukey

z

— Interagdo =

Figura 11. Representacdo da analise estatistica dos dados intragrupo e intergrupo. Siglas: EPM = erro padrao da
média; p = probabilidade de significancia, utilizado como ferramenta estatistica para descartar a hipotese nula —
gue os dois grupos estudados ndo sejam iguais quanto menor o seu valor, menos provavel é que os valores
observados tenham ocorrido ao acaso. Fonte: Autor.
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4. RESULTADOS

4.1. PARAMETROS GERAIS

[ | Ciclo estral

A andlise do esfregaco vaginal das ratas Wistar evidenciou a irregularidade do ciclo
estral, com citologia vaginal leucocitaria caracterizando a ocorréncia de diestro persistente nos
animais aos 17 meses. O monitoramento do ciclo estral das ratas mostrou que os animais
permaneceram em diestro/diestro 11 persistente por 53,67 % do periodo equivalente a trés ciclos
consecutivos (15 dias antes do inicio das intervencGes). As demais fases do ciclo tiveram
porcentagens de permanéncia menores, sendo proestro 11,82 %, estro 18,37 %,

metaestro/diestro 1 16,13 %, caracterizando periodo de periestropausa.

[ | Massa corporal, uterina e ovariana

Apos o periodo experimental, a massa corporal final foi superior ao inicial (p = 0,0021)
no grupo Veh e houve diminuigdo da massa corporal no grupo Ot+Tf (p = 0,0156). N&o houve
diferenca nos grupos Ot e Tf. Na massa uterina e ovariana ndo foram observadas diferencas

estatisticamente significantes (Tabela 6).

Grupo mc inicial (g) mc final (g) mu (g) mo (g)
Veh 377+09,58 403+14,62** 0,92+0,07 0,25+0,01
Ot 366+06,92 367+07,00 0,72+0,04 0,26+0,02
Tf 374+08,13 336+13,65 0,97+0,05 0,27+0,01

Ot+Tf 404+11,00 362+06,35* 0,85+0,08 0,23+0,03

Tabela 6. Massa corporal (mc; g) inicial (18 meses) e final (21 meses), massa uterina (mu; g) e massa ovariana
(mo; g) de ratas Wistar (21 meses) na periestropausa. Os grupos experimentais foram compostos por dez animais
cada, os dados de mc inicial vs final foram examinados por meio do teste t de Student pareado (Veh e Ot+Tf) ou
teste de Wilcoxon (Ot e Tf); os dados de mu e mo foram examinados por meio da Analise de Variancia (ANOVA)
Two-Way seguida pelo pés-teste de Tukey. Todos os valores foram apresentados como média + erro padrdo da
média (EPM). Significancia e comparagdo= * p < 0,05, ** p < 0,01 vs inicial. Grupos: Veh = administracdo de
NaCl; Ot = administracdo de OT; Tf = realizacdo de treinamento de forca; Ot+Tf = administracdo de OT e
realizacdo de treinamento de forca.
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[ | Evolucéo da carga

O teste de CCMV foi realizado nos dois grupos submetidos ao TF, grupo Tf e Ot+Tf.
No grupo Tf, os animais ndo apresentaram diferenca na massa corporal final, porém, a CCMV
final foi maior que o inicial (p < 0,0001) e o percentual de ganho também apresentou diferenca
estatisticamente significante (p < 0,0001). No grupo Ot+Tf houve diminui¢do da massa corporal
final dos animais (p = 0,0205), a CCMV final foi maior que o inicial (p = 0,0005) e o percentual
de ganho também apresentou diferenca estatisticamente significante (p = 0,0005). Esses

resultados sdo mostrados na Tabela 7.

Parametros Grupo Tf Grupo Ot+Tf
mc inicial (g) 374,00+08,13 404,00+11,00
Teste CCMV inicial () 260,00+06,65 330,00+13,32
Teste CCMV/mc inicial (%) 69,51 + 0,02 81,68 + 0,03
mc final (g) 336,00+13,65 362,00+06,35*
Teste CCMV final (g) 467,00+11,37**** 582,00+27,05***
Teste CCMV/mc final (%) 138,98+ 0,07**** 161,77+ 0,09***

Tabela 7. Massa corporal inicial e final (mc; g), capacidade de carga maxima voluntaria (CCMV; g) de ratas
Wistar na periestropausa dos grupos Tf e Ot+Tf. A massa corporal (mc/g) e CCMV inicial foram medidos antes
do procedimento experimental (aos 18 meses de idade). A massa corporal e 0 CCMV final foram medidos ap6s
120 dias (aos 21 meses de idade). A porcentagem de ganho de carga (%) foi calculada pela relagdo CCMV
inicial*100/mc inicial e CCMV final*100/mc final. O CCMV se refere a capacidade maxima de forca para realizar
a escalada em escada com sobrecarga. Os grupos experimentais foram compostos por dez animais cada, e 0s
valores apresentados como média + erro padrédo da média (EPM). Significancia e comparacdo = * p < 0,05 vs.
inicial; *** p < 0,001 vs. inicial; **** p < 0,0001 vs. inicial. Grupos: Tf = realizacdo de treinamento de for¢a;
Ot+Tf = administracdo de OT e realizacdo de treinamento de forca.

4.2. PARAMETROS PRIMARIOS

[ Ensaio mecanico

No ensaio de compressao biomecanica, a carga maxima foi maior no grupo Ot+Tf
quando comparado ao grupo Veh (p = 0,0096) (Figura 12 A). Nao houve diferencas na rigidez
(Figura 12 B), no entanto, houve diferencas estatisticamente significante na elasticidade. O

grupo Tf apresentou maior elasticidade quando comparado ao grupo Veh (p <0,0001) e o grupo
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Ot+Tf foi menor quando comparado ao Tf (p < 0,0001). Para este Gltimo parametro, houve

interacdo para as intervencdes (p = 0,0002) (Figura 12 C).
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Figura 12. Ensaio mecénico. Teste de compressao do fémur de ratas Wistar na periestropausa. (A) Forca maxima
(N), (B) Rigidez (x10°N/m) e (C) Elasticidade (mJ). Os grupos experimentais foram compostos por dez animais
cada, os dados foram examinados por meio da Anélise de Variancia (ANOVA) Two-Way seguida pelo pos-teste
de Tukey, e os valores apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). Significancia = ** p < 0,01, ***
p <0,001, **** p < 0,0001. Sigla: « interagdo. Grupos: Veh = administracdo de NaCl; Ot = administracéo de OT;
Tf = realizacdo de treinamento de forca; Ot+Tf = administracdo de OT e realizacdo de treinamento de forga.

Em relacdo ao teste biomecénico de flexdo de trés pontos, ndo houve diferencas
estatisticamente significantes para a forca maxima (Figura 13 A). Porém, no grupo Tf, maior
rigidez foi observada quando comparado ao grupo Veh e Ot (p < 0,0001). No grupo Ot+Tf
também foi maior a rigidez quando comparado aos grupos Veh e Ot (p = 0,0417 e 0,0050) e
menor quando comparado ao grupo Tf (p < 0,0001). Houve interagéo para as intervencdes neste
parametro (p = 0,0004) (Figura 13 B). Na andlise da elasticidade, os grupos Ot e Tf foram
maiores quando comparados ao grupo Veh (p < 0,0001 e p = 0,0262). O grupo Tf apresentou
maior elasticidade quando comparado ao grupo Ot (p = 0,0010) e ao grupo Ot+Tf (p < 0,0001).

Houve interacdo para as intervencdes (p < 0,0001) (Figura 13 C).



A B C Q0 p < 0,0001
1754 1504 gxok ok
450
- -~ 8 ~ & 1254
Z £ = £ 400+ S £
~ o 1254 > © 3504 E s
-9 MZ o - — 2 1004
£ & 1004 S g 3004 <
= £ " & 2504 5 & 754
- o
E g s 8 2 2004 g=
R 504
=2 504 2, & 150 2.8
S8 =2 L =5
o — — _— i
= 25 = = 25
0- 0-
Veh Ot Tf OGTE Veh Ot Tf Oulf Veh Ot Tf OGTL

Figura 13. Ensaio mecénico. Teste de flexdo de trés pontos do fémur de ratas Wistar na periestropausa. (A) Forca
maxima (N), (B) Rigidez (x10°N/m) e (C) Elasticidade (mJ). Os grupos experimentais foram compostos por dez
animais cada, os dados foram examinados por meio da Analise de Variancia (ANOVA) Two-Way seguida pelo
pos-teste de Tukey, e os valores apresentados como média * erro padrdo da média (EPM). Significancia = * p <
0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001. Sigla: « interagdo. Grupos: Veh = administracdo de NaCl; Ot
= administracdo de OT; Tf = realizacdo de treinamento de forca; Ot+Tf = administracdo de OT e realizacdo de
treinamento de forca.

[ Densitometria dssea

Na analise do colo do fémur foi possivel observar maior DMOa no grupo Ot+Tf quando
comparado ao Ot (p = 0,0449) (Figura 14 A). Na anélise do fémur total, houve maior DMO no
grupo Tf quando comparado ao Veh (p = 0,0374), no Ot+Tf em relacdo aos demais grupos

(todos p < 0,0001), e houve interacdo para as intervencgdes (p = 0,0008) (Figura 14 B).
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Figura 14. Densidade mineral 0sseo areal (DMOa) avaliada por DXA de ratas Wistar na periestropausa. (A)
DMOa do colo do fémur (g/cm?) e (B) DMO do fémur total (g/cm?). Os grupos experimentais foram compostos
por dez animais cada, os dados foram examinados por meio da Analise de Variancia (ANOVA) Two-Way seguida
pelo pés-teste de Tukey, e os valores apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). Significancia = *
p < 0,05 ** p < 0,01, **** p < 0,0001. Sigla: o interacdo. Grupos: Veh = administracdo de NaCl; Ot =
administracdo de OT; Tf = realizacdo de treinamento de forca; Ot+Tf = administracdo de OT e realizacdo de
treinamento de forca.
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[ | Microtomografia 0ssea

Na andlise da microtomografia do osso cortical, ndo foram observadas diferencas em
relacdo ao pardmetro area cortical (Ct.Ar) (Figura 15 A). Em relacdo a espessura cortical
(Ct.Th), o grupo Ot apresentou resultado superior quando comparado ao grupo Veh (p =
0,0037), o Tf foi menor que o Ot (p = 0,0071), o grupo Ot+Tf foi maior que os grupos Veh, Ot
e Tf (p <0,0001, p =0,0484 e p < 0,0001), e houve interacao para as intervencdes (p = 0,0310)
(Figura 15 B). Quanto ao namero de poros (Po.N), apenas o grupo Ot+Tf foi menor quando
comparado aos grupos Veh e Ot (p = 0,0006 e 0,0452) (Figura 15 C). Quanto ao MMI polar,
foi possivel observar este parametro maior no grupo Ot+Tf quando comparado ao Tf (p =
0,0162), e houve interacdo para as intervengdes (p = 0,0196) (Figura 15 D). A reconstrucdo 3D

da anélise cortical esta representada na Figura 15 E.
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Figura 15. Microtomografia do osso cortical de ratas Wistar na periestropausa. (A) area éssea cortical (Ct.Ar;
mm?), (B) espessura cortical média (Ct.Th; mm), (C) nimero de poros (Po.N; n), (D) momento polar de inércia
(MM polar; mm#). (E) reconstrugdo 3D (software CTVox) com espécimes representativos da microtomografia
Ossea cortical. Os grupos experimentais foram compostos por dez animais cada, os dados foram examinados por
meio da Andlise de Variancia (ANOVA) Two-Way seguida pelo pos-teste de Tukey, e os valores apresentados
como média * erro padrdo da média (EPM). Significancia = * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p <
0,0001. Sigla: o interagdo. Grupos: Veh = administra¢do de NaCl; Ot = administracdo de OT; Tf = realizag8o de
treinamento de forga; Ot+Tf = administracdo de OT e realizacdo de treinamento de forga.
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Quanto a andlise do osso trabecular, no parametro BV/TV, apenas o grupo Ot+Tf foi
maior que o grupo Veh (p = 0,0117) (Figura 16 A). Na analise de Th.Th, o grupo Ot+Tf foi
maior que todos os outros grupos (p = 0,0002, 0,0095 e 0,0002), e houve interacdo para esse
parametro (p = 0,0247) (Figura 16 B). Os parametros Th.N, Th.Sp e Conn.Dn. ndo apresentou

diferencas (Figura 16 C, D, E). A reconstrucdo 3D da andlise trabecular esta representada na

Figura 16 F.
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Figura 16. Microtomografia do o0sso trabecular de ratas Wistar na periestropausa. (A) porcentagem do volume
0sse0 (BVITV; %), (B) espessura das trabéculas (Tb.Th; mm), (C) ndmero de trabéculas (Tb.N; 1/mm), (D)
separacdo das trabéculas (Th.Sp; mm), (E) conectividade das trabéculas (Con.Dn; 1/mm?q). (F) reconstrugdo 3D
(software CTVox) com espécimes representativos da microtomografia dssea trabecular. Os grupos experimentais
foram compostos por dez animais cada, os dados foram examinados por meio da Analise de Variancia (ANOVA)
Two-Way seguida pelo pds-teste de Tukey, e 0s valores apresentados como média + erro padrdo da média (EPM).
Significancia = ** p < 0,01, *** p < 0,001. Sigla: o interagdo. Grupos: Veh = administracdo de NaCl; Ot =
administracdo de OT; Tf = realizacdo de treinamento de forca; Ot+Tf = administracdo de OT e realizacdo de
treinamento de forca.
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[ | Espectroscopia de Raman

Na analise de espectroscopia de Raman foi observado maior taxa de mineralizacdo no
grupo Tf quando comparado aos grupos Veh e Ot (p = 0,0012 e 0,0223), e houve interacdo para
este parametro (p = 0,0144) (Figura 17 A). Ndo houveram diferencas estatisticamente

significantes para a substituicdo do carbonato tipo P e cristalinidade (Figura 17 B, C).
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Figura 17. Espectroscopia de Raman do fémur de ratas Wistar na periestropausa. (A) Taxa de mineralizacdo
(v1PO4/Prolina), (B) Substitui¢do do carbonato tipo f (CO3/viPQO,) e (C) Cristalinidade (1/largura de v1PQa). Os
grupos experimentais foram compostos por dez animais cada, os dados foram examinados por meio da Andlise de
Variancia (ANOVA) Two-Way seguida pelo pds-teste de Tukey, e os valores apresentados como média * erro
padrdo da média (EPM). SignificAncia = * p < 0,05, ** p < 0,01. Sigla: « interagdo. Grupos: Veh = administracdo
de NaCl; Ot = administracdo de OT; Tf = realizacdo de treinamento de forca; Ot+Tf = administracdo de OT e
realizacdo de treinamento de forca.

[ | Analise de expressdo génica por reacdo em cadeia da polimerase de

transcricdo reversa em tempo real (QRT-PCR)

Na analise da expressdo de genes relacionados ao processo de transcri¢do, observou-se
maior expressdo de Runx2 nos grupos Ot, Tf e Ot+Tf quando comparados ao grupo Veh (p =
0,0074, 0,0011 e 0,0156), com interagdo para as intervengdes em relacdo a este gene (p =
0,0035) (Figura 18 A). E, quanto a analise Osx/Sp7, houve maior expressdo nos grupos Ot e
Tf quando comparados ao grupo Veh (p = 0,0259 e 0,0026), e menor expressao no grupo Ot+Tf
quando comparado aos grupos Ote Tf (p =0,0141 e 0,0013), com interacdo para as intervencoes
em relacdo a este o gene (p < 0,0001) (Figura 18 B). A acdo destes fatores de transcri¢do esta

representada na Figura 18 C.
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Figura 18. Expresséo génica. Fatores de transcrigdo: (A) Runx2, (B) Osx/Sp7. (C) Esquema da acéo dos fatores
de transcrigdo 6ssea. Os grupos experimentais foram compostos por dez animais cada, os dados foram examinados
por meio da Analise de Variancia (ANOVA) Two-Way seguida pelo p6s-teste de Tukey, e os valores apresentados
como média + erro padrdo da média (EPM). SignificAncia = * p < 0,05, ** p < 0,01. Sigla: o interagdo. Grupos:
Veh = administracdo de NaCl; Ot = administracdo de OT; Tf = realizagdo de treinamento de forga; Ot+Tf =
administracdo de OT e realizacdo de treinamento de forga.

Quanto aos genes de formacdo dssea, foi observada menor expressdo de Bmp2 em todos
o0s grupos (Ot, Tf e Ot+Tf) quando comparados ao grupo Veh (p = 0,0024, p < 0,0001 e p =
0,0030), com interacgdo para este parametro (p < 0,0001) (Figura 19 A). Houve maior expressao
de Fal no grupo Tf em relacdo ao grupo Ot (p = 0,0482), maior expressao no grupo Ot+Tf
guando comparado aos grupos Veh, Ot e Tf (p < 0,0001, p < 0,0001 e p = 0,0002), e houve
interacdo para as intervencdes (p = 0,0010) (Figura 19 B). A expressdo de Opn/Sppl nédo
mostrou diferenca estatistica (Figura 19 C). Ja a expressdo de Ocn/Bglap foi menor no grupo
Tf quando comparado ao grupo Veh (p = 0,0205) (Figura 19 D). A agéo destes marcadores de

formacdo Ossea esté representada na Figura 19 E.
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Figura 19. Expressdo génica. Marcadores de formagéo 6ssea: (A) Bmp2, (B) Fal, (C) Opn/Sppl, (D) Ocn/Bglap.
(E) Esquema da acdo dos marcadores de formagdo Gssea. Os grupos experimentais foram compostos por dez
animais cada, os dados foram examinados por meio da Analise de Variancia (ANOVA) Two-Way seguida pelo
pos-teste de Tukey, e os valores apresentados como média * erro padrdo da média (EPM). Significancia = * p <
0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001. Sigla: « interagdo. Grupos: Veh = administracdo de NaCl; Ot
= administracdo de OT; Tf = realizacdo de treinamento de for¢a; Ot+Tf = administracdo de OT e realizacdo de
treinamento de forca.

Em relacdo aos genes de remodelacdo 6ssea, houve maior expressao de Opg no grupo
Ot+Tf quando comparado ao grupo Veh, Ot e Tf (todos p < 0,0001). Houve interacdo para
intervencgdes neste parametro (p < 0,0001) (Figura 20 A). A analise de Rank mostrou que a
expressao desse gene foi maior no grupo Tf quando comparado ao grupo Veh e Ot (p = 0,0168
e 0,0108) e maior expressdo no grupo Ot+Tf quando comparado aos grupos Veh e Ot (p =
0,0404 e 0,0269) (Figura 20 B). Houve maior expressdo de Rankl no grupo Ot+Tf quando
comparado ao grupo Veh, Ot e Tf (p < 0,0001, p = 0,0004 e 0,0004). Houve interacdo para
intervencdes neste parametro (p = 0,0086) (Figura 20 C). Na analise do Trap/Acp5 ndo foram
encontradas diferencas estatisticamente significantes, porém, houve interacéo para este gene (p
=0,0081) (Figura 20 D). Por fim, na analise Ctsk, houve maior expressdo desse gene no grupo

Tf quando comparado ao grupo Veh e ao Ot (p < 0,0001 e p = 0,0100), e também maior
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expressao no grupo Ot+Tf quando comparado aos grupos Veh e Ot (ambos p < 0,0001) (Figura

20 E). A acdo destes marcadores de formacéo e remodelacéo 0ssea esta representada na Figura

20 F.
00 p < 0,0001 Q0 p=0,0073
A 4o B s C s
4.0 LLLE 4.0 4.0
ok k%
3.5 3.5+ 3.5
3.0 3.0+ - * - 3.0+ e
2 2.5 S 251 * =2 2.5+ e ol o
= kokok ok
S 2.0- & 204 £ S 204 —
1.5+ 1.54 1.5
1.0 1.04 1.0
0.54 0.54 0.5
0.0- 0.0- 0.0-
Veh Ot Tf OGTfE Veh Ot Tf OtTf Veh Ot Tf O&Tf
o0 p=0,0081 E
4.5 4.5
4.0+ 4.0
3.5 3.5 * % ok
' 307 30 e
< 257 we 25 —EEEE
N R4
§~ 2.0+ QO 2.0
& 1.5 154
1.0 1.0+
0.5 0.5
0.0- 0.0-
Veh Ot Tf OtTf Veh Ot Tf OuTf
F
Rankl
{J"\. Opg .
S| P
Ranki (;{‘117
rl Rank
Y N / ™ N ®
E— C | sy ;“Ji‘?& b @
4 L '
— Gy
Monéeito Célula osteoprogenitora Célula pré-osteocldstica Célula osteocldstica
Trap
Crsk
Proliferacio, di iagio e maturacio

Figura 20. Expressao génica. Marcadores de remodelagdo éssea: (A) Opg, (B) Rank, (C) Rankl, (D) Trap/Acp5,
(E) Ctsk. (F) Esquema da acdo dos marcadores de formacéo e remodelacéo éssea. Os grupos experimentais foram
compostos por dez animais cada, os dados foram examinados por meio da Andlise de Variancia (ANOVA) Two-
Way seguida pelo pos-teste de Tukey, e os valores apresentados como média * erro padrdo da média (EPM).
Significancia = * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001. Sigla: « intera¢do. Grupos: Veh =
administracdo de NaCl; Ot = administracdo de OT; Tf =realizacdo de treinamento de for¢a; Ot+Tf = administracéo
de OT e realizacdo de treinamento de forca.
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4.3. PARAMETROS SECUNDARIOS

[ | Marcadores bioquimicos plasmaticos do metabolismo 0sseo
Quanto aos marcadores do metabolismo 6sseo, houve menor atividade da TRAP (U/L)
no Ot+Tf comparado aos grupos Veh, Ot e Tf (p = 0,0002, 0,0064 e 0,0032) (Figura 21 A), e

menor atividade da FAL no Ot+Tf comparado ao Veh (p = 0,0431) (Figura 21 B).
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Figura 21. Marcadores bioquimicos plasmaticos do metabolismo 6sseo de ratas Wistar na periestropausa. (A)
TRAP (U/L) e (B) FAL (U/L). Os grupos experimentais foram compostos por dez animais cada, os dados foram
examinados por meio da Anélise de Variancia (ANOVA) Two-Way seguida pelo pos-teste de Tukey, e os valores
apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). SignificAncia = * p < 0,05, *** p < 0,001. Grupos: Veh
= administracdo de NaCl; Ot = administracdo de OT; Tf = realizacdo de treinamento de forca; Ot+Tf =
administracdo de OT e realizacdo de treinamento de forca.

[ | Marcadores bioguimicos plasmaticos do dano hepatico

Para verificar se as intervencdes alterariam a funcéo hepatica, dois marcadores de leséo
hepética foram analisados. Na analise da AST (U/L) (Figura 22 A) foi possivel perceber que
houve menor atividade dessa enzima no grupo que realizou Tf quando comparado ao grupo
Veh (p = 0,0073), e houve interagdo para as intervencdes para este parametro (p = 0,0018). Em
ALT (U/L), no entanto, ndo foram observadas diferengas estatisticamente significativas

(Figura 22 B).
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Figura 22. Marcadores bioquimicos plasmaticos do dano hepatico de ratas Wistar na periestropausa. (A) AST
(U/L) e (B) ALT (U/L). Os grupos experimentais foram compostos por dez animais cada, os dados foram
examinados por meio da Analise de Variancia (ANOVA) Two-Way seguida pelo pés-teste de Tukey, e os valores
apresentados como média * erro padrdo da média (EPM). Significancia = ** p < 0,01. Sigla: o intera¢do. Grupos:
Veh = administracdo de NaCl; Ot = administracdo de OT; Tf = realizacdo de treinamento de forca; Ot+Tf =
administracdo de OT e realizacdo de treinamento de forca.

[ | Marcadores bioquimicos plasmaticos do estresse oxidativo
Foi observado menor Capacidade Antioxidante Total (CAT) no Ot+Tf comparada ao
Veh, Ote Tf (p =0,0385, 0,0214 e 0,0190), com interacdo (p = 0,0242) (Figura 23 A). Quanto

a peroxidacao lipidica, ndo houveram diferencas (Figura 23 B).
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Figura 23. Marcadores bioguimicos plasmaticos do estresse oxidativo de ratas Wistar na periestropausa. (A)
Capacidade Antioxidante Total (CAT) pelo método do Poder Antioxidante Redutor Férrico (FRAP; Fe?* pmol/L)
e (B) peroxidagdo lipidica pela dosagem de substancias reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS; pmol/L). Os
grupos experimentais foram compostos por dez animais cada, os dados foram examinados por meio da Andlise de
Variancia (ANOVA) Two-Way seguida pelo pés-teste de Tukey, e os valores apresentados como média * erro
padrdo da média (EPM). Significancia = * p < 0,05. Sigla: « interagdo. Grupos: Veh = administracdo de NaCl; Ot
= administracdo de OT; Tf = realizacdo de treinamento de forca; Ot+Tf = administracdo de OT e realizacdo de
treinamento de forca.
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| Grupo Ot+Tf
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A Figura 24 ilustra os principais resultados encontrados nas analises 0sseas, génicas e

sanguineas do grupo associacao (Ot+Tf).
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Figura 24. Sintese dos principais resultados de massa corporal, das analises da estrutura 6ssea (ensaio mecanico,
densitometria dssea e microtomografia 6ssea), expressdo génica (fatores de transcri¢do, marcadores de formagédo
e remodelacdo Gssea) e marcadores sanguineos (metabolismo 6sseo e estresse oxidativo) das ratas Wistar na
periestropausa do grupo associagdo. Ot+Tf = administracdo de OT e realizacio de treinamento de forca (n = 10

animais). Fonte: Autor.

[ | Grupos experimentais

A Figura 25 ilustra os principais resultados encontrados nas analises 0sseas, génicas e

sanguineas de todos 0s grupos experimentais deste estudo.
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Figura 25. Sintese dos principais resultados de massa corporal, das anélises da estrutura 6ssea (ensaio mecanico,
densitometria 6ssea, microtomografia 6ssea e espectroscopia de Raman), expressdo génica (fatores de transcricéo,
marcadores de formagdo Ossea e marcadores de remodelacdo 6Ossea) e marcadores sanguineos (marcadores
bioguimicos do metabolismo dsseo, dano hepético e estresse oxidativo) de 40 ratas Wistar na periestropausa
submetidas a diferentes intervengdes de acordo com as distribui¢fes nos grupos Veh, Ot, Tf e Ot+Tf. Grupos: Veh
= administragdo de NaCl; Ot = administracdo de OT; Tf = realizacdo de treinamento de forca; Ot+Tf =
administraco de OT e realizacdo de treinamento de for¢a (n = 10 animais por grupo experimental). Fonte: Autor.
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5. DISCUSSAO

Este estudo verificou se a associacdo da OT ao TF, em comparacgdo as intervencgdes
isoladas, potencializa os beneficios sobre o remodelamento 6sseo do fémur de ratas Wistar na
periestropausa. A principal novidade deste estudo € que a adi¢éo da ocitocina ao treino de forga
muscular destacou efeitos das intervengdes isoladas preservando aspectos mecanicos e
estruturais do 0sso, bem como estimulando fatores génicos relacionados com proliferacéo,
diferenciacdo e maturagéo osteoclastica.

Em geral, no grupo associacgéo, além de ter havido aumento progressivo na CCMV e na
porcentagem de ganho, a massa corporal dos animais foi menor. Houve maior forgca maxima no
ensaio de compressao e maior rigidez no ensaio de flexdo de trés pontos, maior espessura e
resisténcia cortical, bem como menor nimero de poros nesta regido. A DMOa do colo do fémur
e DMO do fémur total também foram maiores. No tecido trabecular, o grupo apresentou maior
volume 0sseo e espessura das trabéculas. Quanto aos genes 0sseos, a associa¢do OT+TF parece
modular a atividade 6ssea pelas diferentes respostas em relacao a expressao de genes de fatores
de transcricdo, de formacao e remodelacdo 6ssea — com maior expressdo de Runx2, Fal, Rank,
Rankl, Opg e Ctsk. E em relacdo a analises sistémicas, foi observado menor atividade da TRAP
e CAT.

Quanto as intervencgdes isoladas, a administracdo da OT melhorou a elasticidade no
ensaio de flexdo de trés pontos, a espessura cortical, e a expressdo de genes relacionados ao
metabolismo 6sseo, como Runx2 e Osx/Sp7. A realizacdo do TF, embora tenha aumentado
progressivamente a CCMV e a porcentagem de ganho, ndo alterou a massa corporal dos
animais. A elasticidade no ensaio de compresséo, e arigidez e a elasticidade no ensaio de flexao
de trés pontos foram maiores, assim como DMO do fémur total e a taxa de mineralizagdo. Além

disto, a expressdo de genes relacionados ao metabolismo dsseo, como Runx2, Osx/Sp7, Fal,
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Rank e Ctsk, também foram maiores. Quanto a atividade da AST, enzima relacionada ao dano
hepatico, esta foi menor.

E descrito que os mecanismos envolvidos com a senescéncia 6ssea s40 muito complexos
e estdo relacionados a fatores sisttmicos e locais (BOSKEY & COLEMAN, 2010). As
modificacdes locais que o tecido 0sseo apresenta em organismos mais velhos estdo ligadas a
diminuicdo da DMO total, trabecular e cortical, que € mais acentuada no organismo feminino
(RUSSO et al., 2003). Desta forma, analisar a resposta 6ssea nos animais do presente estudo
em relacdo a estes parametros é de grande importancia.

No que diz respeito a associacdo OT+TF, destaca-se as respostas em relacdo ao 0sso
cortical — maior espessura, menor porosidade e maior resisténcia — uma vez que a literatura
demonstra que, em mulheres com mais de 60 anos, a area desta regido dssea € menor em
aproximadamente 1% ao ano comparada ao organismo masculino (RUSSO et al., 2003). O 0sso
cortical possui grande relacdo com a determinacdo da resisténcia 6ssea, ja que é mais rigido,
suporta maior estresse e seu desequilibrio esta associado a porosidade cortical e perda de forca
(BALA et al., 2015). As modificagdes relacionadas ao osso trabecular como o aumento do
volume 6sseo e espessura trabecular encontradas neste estudo, também sdo de importante
destaque, ja que a natureza porosa do tecido trabecular fornece maior elasticidade e maior
resisténcia a deformacéo (HART et al., 2017). Respostas do 0sso cortical e trabecular descritas
podem estar relacionadas a maior DMOa encontrada no colo do fémur e no fémur total, bem
como na maior forca maxima encontrada no ensaio de compressao, uma vez que a DMO esta
intimamente ligada a mineralizacdo e porosidade Ossea que exemplificam o desempenho
cortical e trabecular sob cargas mecanicas (HART et al., 2017). Embora as intervencdes
isoladas de OT e TF expressem melhora como j& demonstrado anteriormente (FERNANDES
et al., 2020; STRINGHETTA-GARCIA et al., 2017; PERES-UENO et al., 2020), as respostas

neste estudo foram discretas quando comparadas a associacdo OT+TF.
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Sabe-se também que as modificacdes no tecido 6sseo que levam a osteoporose estao
relacionadas a alteracbes que ocorrem nos niveis celulares, como alteracdes da atividade e
diferenciacéo das células 6sseas (KRANJC et al., 2017; CORRADO et al., 2020). Por isso,
parte das investigacOes deste estudo foi direcionada para a analise da expressdo de genes
relacionados ao metabolismo 6sseo e, mais uma vez, foi observado resposta mais proeminente
na associacdo OT+TF, com maior expressdo de Runx2, e menor expressao de Osx/Sp7, que sao
fatores de transcricdo 0sseos; modificacdo na expressao de marcadores de formacdo Gssea —
maior expressdo de Fal e menor de Bmp2, bem como maior expressdo nos marcadores de
remodelacdo 6ssea — Rank, Rankl, Opg e Ctsk.

Na associacdo OT+TF as respostas foram intrigantes quanto a Bmp2. Sabe-se que as
proteinas BMPs estdo envolvidas no processo de anabolismo dsseo (ROSEN, 2009), tanto que
em estudo realizado em camundongos nulos para Bmp2 e Bmp6, a remoc¢do combinada desses
dois genes resultou na diminuicdo da formacdo Ossea e do volume trabecular, porém, na
remocdo isolada ndo houve alteracdo do tecido 6sseo (KUGIMIYA et al., 2005). Este dado é
importante, pois demonstra a possibilidade da acdo compensatéria das BMPs no presente
estudo, uma vez que os animais apresentaram melhor DMOa do colo do fémur e do fémur total,
melhor qualidade do osso cortical e trabecular, bem como melhor resposta biomecénica. Outra
resposta interessante é 0 aumento da expressao de Rank e Rankl, pois ha regulacdo da formacao,
ativacdo e sobrevivéncia das células osteoclasticas na sinalizacdo de Rank/Rankl, e o aumento
da expresséo de Ctsk indica que ha atividade reabsortiva dessas células (DAI et al., 2020).
Porém, a sinalizacdo do Opg indica protecéo do tecido 6sseo da reabsor¢édo excessiva que pode
ocorrer pela ligacdo do Rankl ao Rank e, diante dos resultados encontrados em relacdo a
qualidade dssea, podemos destacar o efeito protetor e de equilibrio exercido pelo Opg no tecido
0sseo0 (BOYCE & XING, 2008). Além disso, um estudo mostrou a importante acdo do Ctsk na

modulacdo da formacédo Ossea, descrevendo-o como importante agente da homeostase 0ssea
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(BONNET et al., 2017). Portanto, a maior expressdo de genes relacionados ao metabolismo
0sseo esta associada aos resultados reproduzidos em relacdo a qualidade 6ssea dos parametros
da densitometria, microtomografia 0ssea e teste mecanico, que podem predizer que associacdo
OT+TF potencializou as alteragdes ocorridas no tecido.

Quanto ao que ocorreu nas intervencdes isoladas de OT e TF, a maior expressao de
Runx2 esta relacionado ao comprometimento da linhagem de células-tronco mesenguimais com
a formacdo 0ssea, destacando a influéncia da OT na osteoblastogénese (KOMORI, 2019), e a
diminuicdo de Bmp2 também se destaca pela possibilidade da acdo compensatoria, sendo
comprovada pelas respostas 0sseas positivas encontradas nestes grupos. No TF, associado a
maior expressao de Runx2 e Osx, destaca-se a maior expressao de Fal. Estudo mostra que um
dos genes-alvo para o fator de transcricdo Runx2 € o Fal em osteoblastos imaturos, por ser
importante preditor de mineralizacdo 6ssea (JAVED et al., 2010). A menor expressao génica
de Ocn/Bglap é também resultado muito interessante, pois, embora existam estudos que
elucidem a acdo dessa proteina na mineralizacao 6ssea por sua ligacdo ao célcio e a consequente
atracdo de cristais de hidroxiapatita para a matriz 6ssea (HAUSCHKA & WIANS JR, 1989),
estudos mostram que camundongos nulos para receptores de Ocn no 0sso exibiram aumento na
formacdo e massa 6ssea (ZOCH et al., 2016). Além disso, pesquisa recente mostra a correlagédo
de Ocn plasmatica elevada em mulheres na pds-menopausa com menor DMO mandibular
(THANAKUN et al., 2019). E descrito o envolvimento da Ocn com a atividade de formag&o
0ssea, porém a literatura mostra que ha grande liberacéo de Ocn ap0s a atividade de reabsorgédo
0ssea, indicando esta proteina como possivel marcador de remodelacdo Ossea, e ndo de
formagéo, como descrito anteriormente (IVASKA et al., 2004). Nesse sentido, vale ressaltar
que o TF parece favorecer o rearranjo no ciclo de remodelacéo dssea desses animais, uma vez
que também apresentou maior expressdao de Rank e Ctsk. A maior expressdo de Ctsk é

consistente com a manutencdo da remodelacdo Ossea, visto que a atividade das celulas
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osteoclasticas é de grande importancia para a homeostase do tecido 6sseo. Alem disso, estudo
recente mostrou que ndo ha correlacdo entre o aumento da Ctsk sérica e a DMO (GAO et al.,
2020). Isso esta de acordo com nosso estudo, pois mesmo com o aumento da Ctsk, a DMOa dos
animais foi maior.

Com base na complexidade sistémica, a atividade de algumas enzimas plasmaticas foi
analisada. A atividade enzimatica relacionada ao metabolismo 6sseo no plasma desses animais
foi analisada pelas enzimas TRAP e FAL, marcadores de reabsorcdo e formacdo Ossea
(NAYLOR & EASTELL, 2012). E apenas na associacdo OT+TF foi possivel notar menor
atividade da TRAP, enzima relacionada & atividade de células reabsortivas. Outro estudo
publicado por nosso grupo mostrou que a OT diminuiu a atividade da TRAP no processo de
reparo alveolar de ratas idosas (COLLI et al., 2012) e, portanto, destacamos esse efeito aqui,
repetindo-se ao longo do ciclo de remodelacéo.

Ao investigar a acdo de um hormdnio e também de uma modalidade de exercicio fisico,
ambas relacionadas a modificacdo da atividade hepética, foi realizada a analise de AST e ALT,
que s&o marcadores de leséo hepatocelular (MAEJIMA et al., 2011; AHMED et al., 2018; KIM
& HU, 2020). Em nenhuma das intervenc¢des, mesmo quando associadas, houve aumento dessas
enzimas, apenas o TF diminuiu a atividade da AST. Esse achado corrobora com estudo em que
0 exercicio regular esta associado a diminuicdo das enzimas hepaticas em individuos com
doenca hepatica (BAE et al., 2012).

Por fim, e no intuito de continuar investigando possiveis danos ao organismo destes
animais, foi analisado o balangco redox pela analise da defesa antioxidante — capacidade
antioxidante total (CAT), e dos produtos do dano oxidativo aos lipidios — degradacéo lipidica
(GYURASZOVA et al., 2018). Houve menor CAT na associagdo OT+TF, porém, devido aos
resultados benéficos observados no tecido 6sseo desses animais no que diz respeito a qualidade

0ssea, este achado ndo estaria associado a nenhum resultado negativo. Ao contrario, pode estar
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associado a acdo da OT e do TF sobre o tecido adiposo, uma vez que, em ratas velhas, foi
observado maior expressao de fator de transcricdo relacionado a adipogénese e, em ratas velhas
que realizaram TF, houve diminuicdo na expressdo deste fator (SINGULANI et al., 2017).
Quanto a OT, estudos evidenciam sua acdo na regulacdo da adipogénese e da massa corporal
(BLEVINS & HO, 2013; COLAIANI et al., 2015). Além do mais, a OT tem acdo anti-
inflamatdria no tecido adiposo (SZETO et al., 2020). A combinacgéo destes eventos, portanto,
pode estar associada a ambiente com menor estresse oxidativo e, consequentemente, menor

necessidade de ativacdo no sistema de CAT.
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6. CONCLUSAO

Apesar de haver respostas positivas quanto a administracdo isolada das intervencdes —
OT e TF, a associagéo da ocitocina ao treinamento de forca — OT+TF — parece se destacar dos
efeitos das intervencgdes isoladas ao preservar aspectos mecanicos e estruturais do 0sso, bem
como ao estimular fatores génicos relacionados a proliferagdo, diferenciacdo e maturacao
osteoclastica. Além disso, a associacdo das intervencGes parece controlar fatores relacionados
ao cross-talk entre tecido 6sseo e tecido adiposo a favor da homeostase oxidativa e de fatores
relacionados a atividade de marcadores 0sseos.

Sendo assim, é possivel concluir que a combinacdo de intervencdes é estratégia
anabolica promissora para a prevencao da osteoporose no periodo da periestropausa,
destacando-se dos efeitos de tratamentos isolados. Destacamos, ainda, a importancia deste
estudo para o direcionamento de pesquisas clinicas, uma vez que esta possa ser op¢do valida
para a prevencdo de alteracbes Osseas relacionados ao periodo de transicdo para o

envelhecimento feminino que podem resultar em osteoporose.
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