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Resumo

A fragilidade dssea, resultante da osteoporose, aumenta a possibilidade da
ocorréncia de fraturas e de morbimortalidade. A deficiéncia de estrogénio
que acomete a mulher durante a menopausa, exerce acao primordial no
desenvolvimento desta patologia. Entre os farmacos estudados como
possiveis agentes terapicos para a osteoporose, o cloridrato de raloxifeno
(RLX) mimetiza os efeitos benéficos do estrégeno sem estimular tecidos
como mama e endométrio. A realizacdo de exercicios resistidos tem se
mostrado grande aliado para o aumento da densidade mineral dssea, pelo
recrutamento de células désseas. Desta forma, este estudo analisou se o
treinamento resistido (EX), o raloxifeno ou a associacao destes propicia
alteracdo d6ssea no colo do fémur de ratas no periodo do envelhecimento.
Para tanto, ratas Wistar (14 meses) foram divididas aleatoriamente nos
grupos experimentais: G1- Sham/NaCl; G2 - Sham/NaCl + EX; G3-
Sham/RLX; G4 - Sham/RLX + EX; G5- OVX/NaCl; G6- OVX/NaCl + EX; G7-
OVX/RLX; G8 - OVX/RLX + EX. Durante 120 dias as ratas receberam, por
gavagem diaria, solugao fisioldgica (grupos 1, 2, 5 e 6) ou RLX (grupos 3,
4, 7 e 8). Os animais dos grupos 2, 4, 6 e 8 realizaram 4 séries de 5
repeticoes de exercicio em escada, com peso equivalente a 80% da sua
forca durante 3 vezes na semana. A regidao da epifise proximal dos fémures
destes animais foi analisada por densitometria e microtomografia dssea
bem como dosagens plasmaticas de Fosfatase Acida Resistente ao
Tartarato (TRAP), Osteocalcina (OC), Osteoprotegerina (OPG) e Fosfatase
Alcalina total (FAL) como indicadores de predisposicdao a reabsorcao ou
formacdao de tecido oOsseo. Os resultados evidenciam alteracoes
morfoldgicas e nas concentracdoes plasmaticas de FAL, OC, OPG e TRAP.
Nos animais sham-0OVX, a associacdao de RLX e EX desencadeou aumento
na atividade de FAL e diminuicdo de TRAP quando comparado com o grupo
que recebeu RLX. Entretanto, as concentracdes plasmaticas de OPG
diminuiram apds a associagdao ou nao dos tratamentos. Nos grupos de ratas
OVX, a atividade da FAL aumentou significativamente e as concentragdes
plasmaticas de OC e OPG diminuiram apods as diferentes situacoes
experimentais (EX, RLX ou EX + RLX). A densidade mineral éssea areal foi
menor nos animais OVX/NaCl. Além disso, foi verificado que a osteopenia
na regiao de colo femoral de ratas de 18 meses foi acentuada pela OVX.
Nos animais OVX os tratamentos resultaram em aumento no numero de



trabéculas, na conectividade trabecular e porosidade fechada. Estes
resultados indicam que terapia anti-reabsortiva, treinamento resistido ou a
associacao destes desencadeiam efeitos benéficos na microestrutura éssea
de animais de 18 meses, revertendo em diferentes graus a osteopenia
imposta a este tecido.

Palavras-chaves: Ovariectomia, Raloxifeno, Exercicio, Envelhecimento,

Osteoporose.
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Abstract

The bone fragility resulting from osteoporosis increases the possibility of
fractures and mortality occurrences. The estrogen deficiency that affects
women during menopause exerts a major action on the development of this
pathology. Among the drugs we've studied as possible therapeutic agents
for osteoporosis, raloxifene hydrochloride (RLX) mimics the beneficial
effects of estrogen without stimulating tissues such as the breast and the
endometrium. Moreover, it turned out resistance exercises is a great ally to
the increasing of bone mineral density through the recruitment of bone
cells. Thus, this study examined whether the resistant training, raloxifene
hydrochloride or combination of these provided favorable changes in the
femur of rats on their aging period. Therefore, 14 months old (Wistar) rats,
after analysis of the estrous cycle, were randomly divided in experimental
groups: G1-Sham/NaCl; G2 - Sham/ NaCl + EX; G3-Sham/ RLX; G4 -
Sham/ RLX + exercise; G5-0OVX / NaCl; G6-0OVX /NaCl + exercise; G7-0OVX
/ RLX; G8-OVX/RLX + exercise. For 120 days the rats received by gavage
daily physiological solution (Group 1,2,5 and 6) or RLX(Group 3,4,7 and 8).
Animals in group 2, 4, 6 and 8 underwent 4 series of 5 repetition of ladder
exercises, with the equivalent weight of 80% of their strength for 3 times a
week. The region of epiphysis proximal femurs of these animals were
analyzed by microtomography and bone densitometry as well as plasma
tartrate-resistant acid phosphatase (ALP), Osteocalcin (00),
Osteoprotegerin  (OPG) and Alkaline phosphatase indicates of a
predisposition to resorption or formation of bone tissue. The results show
changes in plasma concentrations of ALP, OC, OPG, and TRAP. In sham-
OVX animals, the combination of RLX and EX triggered increased activity of
ALP and TRAP decreased when compared with the group that received RLX.
However, plasma concentrations of OPG decreased after treatment of the
association or not. In groups of OVX rats, the activity of ALP increased
significantly and plasma concentrations of OC and OPG decreased after the
different experimental situations (EX, EX + RLX or RLX). The areal bone
mineral density was lower in OVX / NaCl. Furthermore, it was found that
the osteopenia in the femoral neck region of 18-month-old rats were
marked by OVX. In the OVX animals, treatment resulted in an increase in
the number of trabeculae, connectivity trabecular and closed porosity.
These results indicate that antireabsorptive therapy, resistance training or
a combination of these have beneficial effects on 18-month-old bones, at
different degrees reversing osteopenia imposed on this tissue.

Keywords: Ovariectomy. Raloxifene. Exercise-Induced. Aging.

Osteoporosis.
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1 Introducao

Com o envelhecimento da populacdao brasileira ha o aumento
alarmante de comorbidades, como a osteoporose. As fraturas ocasionadas pela
fragilidade Ossea, ndo causam diretamente a morte, mas se associam ao
aumento grande da morbimortalidade.! Consequentemente, hd evidente
deterioracao da qualidade de vida associada ao incremento da mortalidade,
especialmente por causas infecciosas e cardiovasculares, tornando a
osteoporose problema crescente de saude publica. Portanto, a prevencao de
fraturas osteoporoticas deve fazer parte da estratégia para o envelhecimento
bem-sucedido.

O tecido 0sseo, tipo especializado de tecido conectivo, é formado por
células (osteoclastos, osteoblastos e ostedcitos) e matriz extracelular
calcificada, cujo processo de remodelacao é constante no organismo e permite
a auto-reparacdo e adaptacdo as forcas submetidas.? 3

Para ocorrer o inicio da remodelacao dssea, células precursoras dos
osteoclastos, presentes nos tecidos hematopoiéticos, sao recrutadas para o
0sso respondendo a sinais fisicos e hormonais. Estas células concentram-se na
superficie que sera reabsorvida, fundem-se e transformam-se em osteoclastos
multinucleados, que irdo degradar tanto os componentes minerais quanto os
organicos com secrecao de enzimas acidas e hidroliticas, liberando fragmentos
minerais 04sseos e colagenosos.®> Em seguida, células mononucleadas da
linhagem de macréfagos e monodcitos preparam a superficie onde os
osteoblastos podem se aderir e iniciar sua fungao, caracterizando a fase de
reversao.

Inicia-se, entdo, cascata complexa de eventos da formacdo dssea,
gue envolve a proliferacao de células mesenquimais primitivas em precursoras
de osteoblastos e por fim em osteoblastos maduros, que sintetizam colageno e
outras proteinas da matriz, preenchendo a cavidade de reabsorcdo com

ostedide lamelar novo seguida de deposicao mineral, resultando em 0sso novo.
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A mineralizacdo do osso ocorre com deposicdo de cristais de
hidroxiapatita na matriz extracelular, que consiste de colageno tipo I e
proteinas nao colagenosas. Estas proteinas atuam na regulacdo da
mineralizacdao, manutencdao da forga, estabilidade e integridade do osso.
Estudos revelaram que hd reducdo destas proteinas na osteoporose.*

A figura 1 apresenta esquema das fases da remodelacao do tecido
0sseo. A atividade dinamica de formacao-reabsorcao déssea pode ser regulada

por fatores locais, citocinas, hormonios e forcas mecanicas.’

. @ ® o —ey

osteobla llr"r aclors: Osteoblasts
Osteoe last ¥ bl
|| NiE Dsteoblast
\ progen. l 'f cells progen. l /

,ﬂﬂ\\
. Ln_ﬂ

Initiation orption Reversal

Bone Remodel ing

formation completed
> >
4 - 6 months

2 = 4 weeks

Figura 1 - Remodelagao do tecido 6sseo, indicando as fases de reabsorcao, reversdao e
formacdo 6ssea. Lerner, 2006. 6

Entre as citocinas que atuam no processo de remodelacdo dssea, o
fator estimulante da colonia de mondcito (M-CSF) e o ligante do receptor

7+ 8 como fatores

ativador do fator nuclear-kB (RANKL) foram identificados
principais envolvidos na génese de osteoclastos. M-CSF é essencial para a
proliferacdo de progenitores de osteoclastos, enquanto que RANKL controla
diretamente o processo de diferenciacdao pela ativacdo com RANK (receptor
ativador do fator nuclear-kB). E de conhecimento que RANK localiza-se na
superficie de precursores de osteoclastos e de osteoclastos maduros e que a
ligacdo RANK-RANKL causa a inibicdo da apoptose dos osteoclastos bem como
estimula a diferenciacdao e ativacao dos osteoclastos (Figura 2), o que causara

reabsorcdao. A osteoprotegerina (OPG) tem acdo contraria, isto &, liga-se a
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RANK inibindo sua ligagdo com RANKL, inibindo a diferenciacdo e ativagao
osteoclastica.” °!* Desta forma, o equilibrio entre RANKL/OPG, é essencial para

a manutencdo da densidade mineral dssea normal.’

CFU-M M-CSF Pro-ostecclast ¥ FANK
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Figura 2 - Citocinas envolvidas no processo de remodelagdo Ossea. M-CSF (Fator
Estimulante da Col6nia de Mondcitos), RANK (receptor ativador do fator nuclear-
kB), RANK Ligand (ligante do receptor ativador do fator nuclear-kB) e OPG

(Osteoprotegerina). Adaptado de Boyle e colaboradores, 2003. 14

Dentre os hormonios, o estrdgeno exerce atuagao importante para o
tecido 6sseo, visto que diminuicdo na concentracao plasmatica deste hormonio
estd relacionada com patologias, como a osteoporose.'® Evidéncias sugerem
que o estrogeno atua sobre os mondcitos promovendo reducdo plasmatica de
Interleucina 1 (IL-1) e Fator de Necrose Tumoral alpha (TNF-o).!® !7 Estas
substancias estimulam a producdo de citocinas como Interleucina 6 (IL-6) e M-
CSF, as quais regulam a fusdo e a diferenciacdo de células precursoras de
osteoclastos. O estrégeno atua sobre os osteoblastos, via receptores alg,
induzindo a sintese de matriz dsseal® e promovendo a liberacdo de fatores,
como TGF-B, que atuam sobre os osteoclastos??, inibindo a reabsorcdo dssea e
estimulando a morte dos osteoclastos.?! Além disso, em experimentacdo in

vitro, Kameda e cols?? observaram apoptose de osteoclastos tratados com 178-
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estradiol, sugerindo acdo direta sobre essas células, nas quais a presenca de
receptores o> e B especificos para o estrogeno (REa e REB) foi demonstrada.

A deficiéncia de estrogénio na mulher menopausada®* é um dos
fatores que contribuem para o desequilibrio entre reabsorcdo e formagao éssea.
Na situacdo em que a reabsorcdao é maior que a formacdo, instala-se a
osteoporose, patologia que afeta milhdes de pessoas ao redor do mundo. E
caracterizada por perda de massa 6ssea e deterioracdo da microarquitetura do
tecido Osseo, levando a fragilidade dssea e consequente aumento do risco de
fraturas.® Segundo a Organizacdo Mundial de Salde, a fratura de fémur em
decorréncia da osteoporose é a mais grave, com incidéncia maior nas mulheres,
indice alto de hospitalizacao e associada a morbidades. Numeros reduzidos de
idosos que tiveram este tipo de fratura retomam sua mobilidade, sendo que
10% ficam dependentes em todas suas atividades diarias e 19% precisam de
cuidados de enfermagem em casa por longo tempo.?> Portanto, diversos s3o os
tratamentos estudados como possiveis agentes terapicos para patologias como
a osteoporose.

A ferramenta farmacoldgica mais utilizada no tratamento e prevencdo da
osteoporose é a reposicao hormonal com 17B-estradiol, cuja eficacia esta bem
estabelecida, jd que reduz os sintomas da menopausa, inclusive prevenindo
doencas cardiovasculares. Contudo, efeitos colaterais como ganho de peso e
risco de carcinoma de mama e de endométrio sdo preocupantes®®, tornando
esta terapia menos aplicavel. Assim, uma possibilidade terapéutica sao os
moduladores seletivos do receptor de estrogeno (SERMs), que constituem
classe de moléculas ndo hormonais que se ligam aos receptores de estréogeno e
podem funcionar como agonistas ou antagonistas do estrogeno na dependéncia
do tecido-alvo. O cloridrato de raloxifeno (RLX), derivado benzotiofénico e
classificado como SERM de segunda geracao, mimetiza os efeitos benéficos do
estréogeno sem estimular tecidos como mama e endométrio.

O mecanismo de acao molecular deste SERM envolve afinidade alta
de ligacdo com o receptor de estrégeno, provocando alteracdao conformacional
na estrutura do receptor, sua dimerizacao e associagao com elementos resposta

do DNA especificos para o RLX (figura 3).%"- %8
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Estudos recentes indicam que o RLX poderia talvez influenciar a
transcricdo génica, pela intermediacdo do receptor de estrégeno. O RLX
estimula a ativacdao de TGFB3, importante regulador da remodelacao éssea.
Estudo de Clemett e colaboradores®®, mostra que o RLX diminui concentracdes
maximas de marcadores de formacao e reabsorcao 6sseos, quando comparados
com animais que receberam placebo, indicando que o RLX, pelo menos
parcialmente, retorna o turnover 6sseo a indices da pré-menopausa.?’
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Figura 3 -  Mecanismo de acdo do Raloxifeno. Rey e colaboradores, 2009.3°

Além de farmacos, a influéncia de forgcas mecanicas também é
analisada nos processos de remodelacdo dssea. E consenso na literatura que
atividades fisicas de maior sobrecarga, bem como o treinamento de forga
causem estimulos osteogénicos devido ao aumento do estresse mecanico. Este

efeito osteogénico parece ser maior em individuos que praticam exercicios que
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envolva grande forca muscular do que aqueles com menor ou nenhuma forga,
uma vez que a densidade mineral dssea (DMO) é menor nestes individuos.3!

Parece que o processo de remodelacdao déssea, induzido pela
sobrecarga, é realizado pela acao dos ostedcitos, que atuam como receptores
mecanicos do estresse aplicado e enviam sinais para recrutar osteoblastos e
osteoclastos, resultando em ganho ou perda 6ssea.??3® Existem muitos pontos
de discussao sobre qual melhor método de treinamento de forga, levando em
consideracao os exercicios, a intensidade e o periodo necessario para se obter a
resposta dssea, além das consideragdes individuais dos praticantes.>’

138 mostram em seu estudo, que exercicios de

Bailey e Brooke-Wave
alto impacto realizados diariamente tem melhor resposta no aumento da
densidade mineral 6ssea do que nos individuos controle ou nos que realizavam
exercicios 2 vezes por semana. Desta forma, muitos protocolos estdo sendo

realizados para estudo do metabolismo ésseo, envolvendo diferentes formas de

40-43 40, 44 45-47

exercicio®®, como corrida em esteira , hatacao , saltos e subida em

escadas. % %°

Os ostedcitos atuam como mecanorreceptores sensiveis ao estresse
mecanico e respondem ao estimulo osteogénico proporcionado por exercicios de
maior impacto, resultando em ganho ou perda de massa Ossea. Estd sendo
hipotetizado que os ostedcitos funcionam como o “cérebro” do osso, devido
seus numerosos prolongamentos citoplasmaticos os quais formam rede de
comunicacao, onde a informagao do microambiente circundante é transmitida.
Os ostedcitos detectam o dano, desencadeiam o processo de remodelacdo e
adaptam o osso a carga mecanica mudando o tamanho, a forma e adequando a
deposicdao de massa ossea. O processo de adaptacao do tecido dsseo a carga
estd associado com a esclerotina, produzida pelo gene SOST.® A literatura
descreve que a proteina esclerotina é inibidor potente da formacdao d&ssea,
agindo sobre a sinalizacao Wnt. A esclerotina, inibe o desenvolvimento dos
osteoblastos in vitro por inibir a proliferacdao e a diferenciacao dos osteoblastos,
além de estimular a apoptose de osteoblastos. Estudo recente, com
experimentacgdo in vivo mostrou que a expressao de esclerotina pelos ostedcitos

foi reduzida por estimulacdo mecanica e aumentada pela falta de carga
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mecénica, desta forma, a esclerotina e a sinalizagdo Wnt tem importancia
fundamental na etiologia das desordens proximais do fémur.” A figura 4
apresenta a acao do estimulo mecanico sobre o tecido 6sseo, sua agao sobre o

gene Sost e a expressao de esclerotina.
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2 Objetivos

Objetivo Geral:

Propomos estudo para analisar a regidao do colo do fémur de ratas no
periodo do envelhecimento, apds a realizacao de atividade fisica de resisténcia
associada ou nao a administragdo de RLX. Com este estudo pretendemos
contribuir com informacdes que visem a prevencao de osteopenia e melhor

qualidade de vida para organismos femininos na senilidade.

Objetivos Especificos:

+ Avaliar o efeito de 04 meses de treinamento resistido (EX) sobre a
estrutura dssea de ratas sham e OVX com 18 meses de vida;

+ Analisar a acdao de raloxifeno, associado ou nao ao treinamento
resistido, por meio das concentracdes plasmaticas de TRAP, OPG, osteocalcina
e fosfatase alcalina como indicadores de predisposicdo a reabsorcao ou
formacdo de tecido dsseo.

+ Verificar a qualidade do tecido 6sseo da regido epifisaria proximal dos
fémures de ratas sham e OVX de todos os grupos experimentais, pela analise

de densitometria 6ssea e microtomografia éssea.
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3 Metodologia

O protocolo experimental deste estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica Experimental Animal (CEEA) da Faculdade de Odontologia do Campus
de Aragatuba - FOA/UNESP (001397-2010) (anexo A).

3.1 Animais

Para o presente estudo, foram utilizadas 80 ratas Wistar (18 meses)
shans e ovariectomizadas. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas
(quatro animais/caixa) em ambiente com temperatura (22 £ 2°C) e ciclo
de luz controlado (12/12 h), com acesso livre a agua e ragao. Os animais
foram divididos nos seguintes grupos experimentais:

G1- Sham/NaCl

G2- Sham/NaCl + EX

G3- Sham + raloxifeno

G4- Sham + raloxifeno + EX

G5- OVX/NacCl

G6- OVX/NaCl + EX

G7- OVX + raloxifeno

G8- OVX + raloxifeno + EX

3.2 Ciclo estral

O acompanhamento e analise do ciclo estral das ratas foi realizado
durante 15 dias. Os animais que apresentaram aciclicidade foram
aleatoriamente divididos nos grupos experimentais. O acompanhamento do
ciclo estral de todos os animais foi realizado por meio do esfregago vaginal
colhido no periodo matutino (9h) e analisado a fresco ao microscépio
éptico, segundo a técnica de Long e Evans.’® A figura 5 apresenta a
incidéncia de ratas que apresentam mudancas no padrao reprodutivo em

relacdo a idade (meses).
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Figura 5 - Mudancga cronoldogica em padrdes reprodutivos de ratas entre 9 e 26
meses. Lu e colaboradores, 1979.>*

3.3 Ovariectomia

Apds analise do ciclo estral, as ratas (14 meses) foram sham
ovariectomizadas ou ovariectomizadas (OVX).>> Os animais foram
anestesiados com cloridrato de quetamina (Vetaset - Fort Dodge/ 50
mg/Kg p.c., i.p.) e xilazina (Coopazine - Coopers Brasil Ltda/25 mg/Kg p.c.,
i.p.), para a realizagao de incisbes abdominais laterais e exposicao das
porcoes distais do uUtero. Logo apds, foi realizada a remogao dos ovarios
nos animais dos grupos G5 ao G8. Os animais dos grupos G1 a G4 tiveram
as porcoes distais devolvidas para a cavidade abdominal. Em seguida,
todos os animais experimentais foram suturados e receberam dose

profilatica de antibidtico (Pentabidtico Veterinario, 0,2 mL/animal, i.m.).

3.4 Tratamento

Apés 10 dias da OVX e durante 120 dias, foi administrado
diariamente, por gavagem, solucao fisioldgica (0,3 mL/NaCl 0,15M) nos

animais dos grupos 1, 2, 5 e 6 e RLX (1 mg/Kg/d) nos animais dos grupos
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3,4,7e8.

3.5 Treinamento Resistido

Os animais dos grupos 2, 4, 6 e 8, realizaram treinamento resistido
em escada [1.1 3 x 0.18 m; 2 cm grade; 80° de inclinagao; com local para
descanso no topo (didmetro de 20 x 20 x 20 cm)]*® trés vezes por semana,
durante 120 dias. A figura 6 apresenta a escada utilizada para o
treinamento resistido e os animais executando o treinamento.

Dez dias apds a cirurgia e durante uma semana, os animais foram
submetidos a periodo de adaptacdo a escada. Na segunda semana, os
animais foram submetidos a teste de forca maxima, com uso de dois tubos
de carga (esferas de aco) acoplados a cauda. A partir da segunda semana
foram acoplados a cauda de cada um, os tubos de carga relativos a 20 %
da forca maxima, que foi semanalmente progredido em 10% até atingir
80% da forca maxima. Apos este periodo, foi realizado novo teste de forca

maxima para readequacao da carga e realizacao de exercicios com 80 % da

forca maxima por quatro semanas.

i
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Figura 6 - Escada utilizada para o treinamento resistido. Animais realizando o
treinamento resistido.
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Ao final do 3° més de exercicio, os animais foram submetidos a novo
teste de forca maxima para readequacdo da carga, o que permitiu a
realizacdo dos exercicios com 80% da forca maxima, até o final da 162
semana. A tabela 1 apresenta o protocolo do treinamento resistido

estabelecido para este estudo.

Tabela 1 - Protocolo de treinamento resistido.

1a Adaptacéao
2@ 1 TFEM*
2-7 20%
34 30%
4a 40%
5a 50%
62 60%
72 70%
8a 80%
9a 1 TFM
2-7 80%
10a/122 80%
13a 1 TFM
2-7 80%
143 a3 162 80%

*Teste de Forca Maxima

3.6 Coleta de Materiais

Vinte e quatro horas apdés o Uultimo dia de treinamento e
administracdao de RLX, os animais foram anestesiados e realizada a coleta
sanguinea, de acordo com técnica descrita por Harms e Ojeda.’® O sangue
foi centrifugado (2.500 RPM; 15 min; 2°C) e o plasma armazenado para
dosagens posteriores de marcadores de atividade celular do metabolismo
0sseo. Apods coleta sanguinea, os animais foram sacrificados com dose
excessiva de anestésico para a retirada dos fémures, os quais foram
utilizados para densitometria o0ssea, testes biomecanicos e

microtomografia.
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3.7 Densitometria Ossea

A densidade mineral 0ssea areal e o conteddo mineral dsseo foram
determinados nos fémures direitos dos animais, utilizando densitometro
modelo DPX-ALPHA LUNAR (Figura 7), com software especial para
pequenos animais pertencente ao Departamento de Apoio, Producdo e
Saude Animal - FOA/UNESP.

A avaliacao densitométrica foi realizada no inicio do experimento, ou
seja, na ocasido da separacao dos grupos e apos o sacrificio dos animais e

dissecacdo dos fémures.

Figura 7 - Densitometro DPX-ALPHA LUNAR.

3.8 Microtomografia Ossea

Foi realizada avaliacao tridimensional ndo destrutiva da arquitetura
0ssea dos fémures, com microtomdégrafo computadorizado Skyscan 1172
(Aartselaar, Bélgica). O fémur foi posicionado craniocaudalmente para a
obtencdo das fatias, resolucdo de 12x12x12 pm.>’ A regido de interesse de
osso trabecular foi manualmente interpolada e foram analisados 60 fatias, na
regiao que compreende cabeca, colo e trocanter maior do fémur, 270 fatias
abaixo da primeira imagem Ossea. A figura 8 apresenta a regiao analisada

na microtomografia éssea.
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Figura 8 - Microtomografia Ossea. A esquerda, regido de interesse da imagem obtida
na microtomografia 6ssea (270 fatias abaixo da primeira imagem dssea), a
direita regido de interesse manualmente interpolada do osso trabecular.

As analises de espessura trabecular e numero de trabéculas foram
realizadas em 3D, ja as andlises de fator de padrao trabecular
(conectividade) e porosidade fechada foram realizadas em 2D. A
porosidade fechada em 2D é mensurada fatia por fatia no CT analyser.
Objetos binarizados sdao identificados contendo espagos totalmente
fechados, e a porosidade fechada é a &rea destes espacos como
porcentagem da area total do objeto binarizado. A mensuracao de
porosidade fechada ignora espacos que nao sao totalmente circundados por
sdlido. Porosidade fechada em 2D é geralmente muito maior que seu
equivalente em 3D, pois uma regidao do espaco € mais provavel de ser
circundada por sdélido em plano Unico e transversal em 2D do que em todas
as diregdes em 3D.

Fator de padrao trabecular (Tb.Pf) é o indice inverso da
conectividade, aplicou-se originalmente para imagens 2D de o0sso
trabecular, e ele calcula indice de convexidade relativa ou concavidade da
superficie dssea total, no principio de que concavidade indica conectividade,
e convexidade indica estruturas desconectadas. Tbh.Pf é calculado em 2D
comparando area e perimetro de solido binarizado antes e depois da
aplicacdao de dilatacao. Como resultado, valores inferiores de Tb.Pf
significa trabéculas mais conectadas, enquanto valores maiores de Tb.Pf
significa trabeculado mais desconectado. A prevaléncia de cavidades

fechadas e superficies cdncavas pode levar Tb.Pf para valores negativos.>®
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3.9 Andlises Bioguimicas
Foram realizadas analises bioquimicas de célcio, fésforo e fosfatase

alcalina para verificagao da atividade celular do metabolismo 6sseo.

3.9.1_Calcio

As determinacbes de cdlcio foram realizadas por método
espectrofotométrico (Kit marca Labtest cat. 90). O célcio reage com a
purpura de ftaleina em meio alcalino, formando complexo de cor violeta. A

absorbancia foi determinada em 570 nm.

3.9.2_Fésforo

As determinacdes de fosforo foram realizadas pelo método
espectrofotométrico de Daly e Ertingshausen (1972)>° modificado, utilizando
kits comerciais, marca Labtest (Cat. 12). O fésforo inorganico reage com o
molibdato de amoé6nio na presenca de acido sulfurico, resultando na formacao

de complexo fosfomolibdato ndo reduzido, que foi determinado em 340 nm.

3.9.3 Fosfatase alcalina

A fosfatase alcalina foi determinada por método de ROY (1970)%°
modificado, com o emprego de Kits da marca Labtest (Cat. 40), por reagao

de ponto final, utilizando como substrato timolftaleina monofosfato.

3.10 Determinacdo das concentracoes plasmaticas de TRAP, OPG

e Osteocalcina

Foi realizado, por técnica quantitativa e imunoensaio em sanduiche com
enzima ligada (ELISA), a determinacao das concentragdes plasmaticas de
TRAP [Acid phosphatase 5, Tartrate resistant (Catalog: E90902Ra)], OPG
[Osteoprotegrin (Catalog: E90108Ra)] e osteocalcina [Osteocalcin
(Catalog: E90471Ra)] como indicadores de predisposicao a reabsorcao ou
formacdo de tecido dsseo, utilizando kits especificos para ratos da marca

Uscn Life Science Inc. (Wuhan, China).
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3.11 Analise Estatistica

A normalidade dos dados foi analisada e os mesmos submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Newman-Keuls,
utilizando o programa GraphPad Prism. O nivel critico foi fixado em 5% (p
<0,05) para se admitir diferenca de valores como estatisticamente
significantes.
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4 Resultados

O acompanhamento do ciclo estral dos animais experimentais
evidencia que a maioria dos animais com 14 meses, antes de serem
separados nos diferentes grupos apresentavam-se em diestro persistente ou
metaestro prolongado (figura 9), evidenciando irregularidade do ciclo. Neste

estudo foram utilizadas as ratas que estavam em diestro persistente.

B Metaestro
M Diestro
= Proestro

® Estro

Figura 9 - Analise do ciclo estral de 80 ratas de 14 meses. Metaestro (40%), Diestro
(49,36%), Proestro (4,04%) e Estro (6,60%).

Os ensaios bioquimicos evidenciaram que as concentracoes
plasmaticas de calcio e fésforo dos animais de todos os grupos experimentais
mantiveram o equilibrio (Fig. 10 A, B). Entretanto, a atividade da FAL nas
ratas OVX foi significativamente maior, exceto no grupo de ratas que

realizaram treinamento resistido (Fig. 10 C).
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Figura 10 - Concentracdao plasmatica de calcio (A), fésforo (B), fosfatase alcalina total
(C), de ratas sham ou ovariectomizadas (OVX) com 18 meses que
receberam, durante 120 dias, NaCl (0,15M) ou RLX (1 mg/Kg/dia)
associados ou ndo ao exercicio (EX). ¥p<0,05 vs Sham/NaCl, “p<0,05 vs
Sham/RLX, 9p<0,05 vs Sham/RLX/EX.

Nos animais sham-OVX a associacao de RLX com exercicio (grupo
RLX/EX) resultou em diminuicdo significativa na concentracao plasmatica de
osteocalcina (OC, Fig. 11A) e também do aumento de TRAP desencadeado
por RLX (Fig. 11C). A concentracao plasmatica de OPG, das ratas sham-0OVX,
diminuiu apos os diferentes tratamentos (Fig. 11 B).

Nos animais OVX, o exercicio e RLX associados ou ndo, diminuiram a

concentracdo plasmatica de OC (Fig. 11A) e de OPG (Fig. 11B). A



36

concentracdo plasmatica de TRAP nos animais OVX ndo foi alterada em

nenhum dos grupos experimentais (Fig. 11C).
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Figura 11 - Concentracdo plasmatica de osteocalcina (A), osteoprotegerina (OPG;B),

fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP;C), de ratas sham ou
ovariectomizadas (OVX) com 18 meses que receberam, durante 120 dias,
NacCl (0,15M) ou RLX (1 mg/Kg/dia) associados ou ndo ao exercicio (EX).
3p<0,05 vs Sham/NaCl, °p<0,05 vs Sham/EX, °p<0,05 vs Sham/RLX,
Ap<0,05 vs OVX/NaCl.

A andlise da densitometria dssea inicial (14 meses) e final (18 meses)
dos animais mostra em todos os grupos, conteldo mineral ésseo (CMO;q)
e area total (area; cm?2) significativamente maiores ao final dos 18 meses,
ja, quando temos a relacdao de CMO e area, dada pela densidade mineral
ossea areal (aDMO), o grupo OVX/NaCl evidencia significativa diminuicao

deste parametro ao final do experimento (Tabela 2).
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Tabela 2 - Densidade Mineral Ossea Inicial (I) e final (F). Conteudo Mineral Osseo

(CMO, g), area total (cm2) e Densidade Mineral Ossea areal (aDMO, g/cm?2)

de ratas sham ou ovariectomizadas com 18 meses que receberam por 120

dias NaCl (0,15M) ou RLX (1 mg/Kg/dia) associados ou ndo ao exercicio

(EX). *p<0,05 vs Inicial.

Grupos Experimentais
Sham/NaCl| Sham/EX | Sham/RLX | Sham/R/E | OVX/NaCl OVX/EX OVX/RLX OVX/R/E
| F | F | F | F | F | F | F | F

CMO (g) | 0.28 | 0.40*|0.27 | 0.39*| 0.29 | 0.40* | 0.30 | 0.41* | 0.28 | 0.35* | 0.28 | 0.37*| 0.29 | 0.37*| 0.30 | 0.38*
Area
(cm?) |1,16|1,89*|1,12|1,85*|1,33|1,81*|1,31|1,93*|1,14 |1,89%|1,32|1,84*|1,30|1,90* | 1,37 | 1,91*
aDMO
(g/cm?) | 0,24 | 0,21 |0,24| 0,21 |0,23| 0,22 |0,23| 0,21 |0,25|0,18*(0,22| 0,20 | 0,23 | 0,19 |0,22| 0,21

A analise morfométrica da microtomografia éssea (Fig. 12) da regido
trabecular do colo femoral das ratas com 18 meses, utilizadas neste
estudo, evidencia osteopenia, sendo mais intensa nos animais dos grupos
de ratas OVX. Nas ratas OVX, o periodo de realizacdao do treinamento
resistido desencadeou formacdo &ssea ligeiramente menor do que a
administracdo de RLX durante o mesmo periodo de tempo. Nos animais
OVX/RLX observa-se trabeculado mais organizado e com maior quantidade
de massa éssea do que nos sham que receberam RLX. Além disso, pode ser
constatada a formacdo de placa déssea nos ossos dos animais do grupo
sham que receberam RLX. A associacao dos tratamentos resultou em maior
formacdo éssea em ambos os grupos (sham e OVX). Entretanto, o grupo de
ratas sham que recebeu as duas terapias apresentou trabeculado 6sseo

mais consistente e organizado que os demais grupos experimentais.
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Sham-Ovariectomizadas Ovariectomizadass

Figura 12 - Reconstrugao em 3D de 60 fatias (protocolo descrito acima) da
microtomografia do osso trabecular da regiao do colo femoral de ratas
Sham/OVX e OVX com 18 meses, que receberam por 120 dias NaCl
(0,15M) ou RLX (1 mg/Kg/dia) associados ou ndo ao exercicio (EX).

Entre os grupos experimentais de ratas sham-OVX nao foi detectada
diferenca significativamente estatistica nas analises de espessura, numero
de trabéculas bem como no grau de porosidade e conectividade das
trabéculas dos fémures na regido do colo femoral (Fig. 13). Nas ratas OVX
o perfil de resposta foi diferente, como por exemplo, a maior espessura
trabecular das ratas OVX/NaCl foi significativamente reduzida com a
realizacdo de exercicios, pelo tratamento com RLX ou em resultado a

associacao destes (Fig 13A). Entretanto, nos animais OVX que receberam
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RLX ou a associacdo de RLX e EX observa-se aumento no numero de
trabéculas em relacdo as OVX/NaCl (Fig. 13B). Os animais OVX que
receberam RLX apresentaram maior grau de conectividade e maior
porosidade fechada em relacao a todos os outros grupos OVX e a seu

controle sham (Fig. 13C; D).

0.34

o
N
1

Numero de Trabéculas
(1/mm)
: | = | = | = |
_I

Espessura Trabecular
(mm)

1>
o,
>

Meédia do fator de padrdo
trabecular (1/mm)

—

Porosidade Fechada (%)

= i_-

NaCl EX RLX RLX/EX ~ NaCl EX RLX RLX/EX

Sham OovX

Figura 13 - Espessura Trabecular (A), Nimero de Trabéculas (B), media do padrdo de
fator trabecular (conectividade, C) e porosidade fechada (D) de ratas
sham ou ovariectomizadas (OVX) com 18 meses que receberam, durante
120 dias, NaCl (0,15M) ou RLX (1 mg/Kg/dia) associados ou nao ao
exercicio (EX). 2p<0,05 vs Sham/NaCl, °p<0,05 vs Sham/RLX, 9p<0,05 vs
Sham/RLX/EX, “p<0,05 vs OVX/NaCl, Bp<0,05 vs OVX/EX, “p<0,05 vs
OVX/RLX.
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5 Discussao

Os resultados obtidos neste estudo revelam a ocorréncia de
osteopenia na regiao trabecular do colo femoral das ratas com 18 meses,
sendo esta acentuada pela ovariectomia. A realizacdo do treinamento
resistido, a administracdo de RLX e, principalmente, a associacao destes
desencadearam aumento de massa 0ssea nos animais experimentais e
reverteram em diferentes graus o quadro de osteopenia.

Alguns autores correlacionam a osteoporose que acomete as
mulheres na pdés-menopausa com varios fatores, como por exemplo, o
estresse oxidativo®!. Entretanto, é consenso na literatura que a diminuicdo
da concentracdo plasmatica do esterdide sexual feminino impde ao tecido
0sseo aumento da taxa de remodelamento, danos a microarquitetura
ossea, diminuicdo da forca O0ssea e, consequentemente, aumento do risco
de fraturas.® ©3

Em estudos com experimentacao animal, a ovariectomia tem sido
utilizada como modelo para desencadear osteopenia induzida pela
deficiéncia de estradiol, como em mulheres na pds-menopausa®’.
Entretanto, sdo organismos jovens com concentracdo plasmatica menor de
esterdide e que nao apresentam as alteracdes decorrentes do
envelhecimento, como mudancas na densidade e area transversal do colo

6566 Neste estudo foram analisadas estruturas d&sseas e

do fémur.
concentragdes plasmaticas de marcadores do metabolismo 6sseo de ratas
com 18 meses, isto €, em animais com idade que corresponde ao periodo
inicial da menopausa em mulheres. Esses animais foram submetidos a
tratamento com SERMs e/ou atividade fisica durante periodo que antecede
a estropausa (14 aos 18 meses) para estudo e determinacao de
metodologia que contribua com prevencao a osteopenia desencadeada pelo
envelhecimento. Além disso, foram analisados os mesmos parametros em

ratas de mesma idade e ovariectomizadas ha 04 meses, para estudar a
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acao do SERM e atividade fisica em organismos apds a diminuicao abrupta
de estradiol.

Nos dois grupos analisados (sham e OVX) foi constatado osteopenia
na regiao de colo femural. Os resultados obtidos na reconstrucdo 3D da
microtomografia dssea evidenciam que a osteopenia da regido trabecular
do colo femoral das ratas foi acentuada pelo hipoestrogenismo
desencadeado pela OVX, evidenciado pela diminuicito da DMO final,
espacos intertrabeculares maiores e concentragdes plasmaticas
aumentadas de fosfatase alcalina, sinalizando fragilidade 6ssea maior no
grupo de ratas OVX/NaCl.

A mineralizacdao 6ssea esta envolvida com as alteragdes na massa
o0ssea bem como na qualidade déssea, pois o conjunto das proteinas nao
colagenosas presentes na matriz extracelular atua regulando a
mineralizacdo e mantendo a resisténcia, estabilidade e integridade 6ssea®”
®. No osso osteopénico, a relacdo entre proteinas ndo colagenosas e
conteludo mineral é requerida para estabelecer a formacdao de tecido
calcificado em padroes de normalidade e patoldégico, bem como para
desenvolver estratégias para prevenir a perda déssea. Alguns estudos tém
indicado que o conteddo destas proteinas foi reduzido em o0sso
osteopénico’%’?, desencadeando alteracdes na qualidade e quantidade de
matriz organica e mineral nestes 0ssos.

Mediante o exposto, sugerimos que a diminuicao na concentragao
plasmatica de estradiol nas ratas OVX contribuiu significativamente para o
processo de osteopenia verificado neste grupo de animais, possivelmente
devido ao aumento do turnover d0sseo, ou seja, aumento da atividade
osteoclastica que resultou em maior reabsorcdo. Associado a isto, a
deficiéncia estrogénica alterou, possivelmente, a producao de proteinas nao
colagenosas, por meio de seu efeito sobre as células dsseas, resultando em
remodelamento dsseo alterado.

A realizagdao do treinamento resistido, administracao de RLX e a

associacao destes, desencadearam aumento de massa déssea nos animais
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dos diferentes grupos experimentais e reverteram em diferentes graus o
quadro de osteopenia.

Estudos revelam que niveis séricos aumentados de OC e FAL sao
detectados em mulheres, principalmente nos primeiros cinco anos apos
menopausa e podem estar associados com aumento do risco de fraturas e
osteoporose.”®> No presente estudo, a concentracdo plasmatica de fosfatase
alcalina total € maior nos animais OVX e os tratamentos realizados
diminuiram os niveis séricos de OC bem como OPG, evidenciando alteracao
no turnover d&sseo promovida pelo EX e/ou RLX, controlando a
diferenciacao e atividade osteoclastica.

O estimulo proporcionado pelo treinamento resistido, com duracao
de 120 dias, promoveu diminuicdao nos espacos intertrabeculares, alterando
a quantidade e a distribuicio de mineral no tecido. Possivelmente, a
atividade fisica realizada atuou regulando a apoptose de ostedcitos, pela
acao da esclerotina, sendo esta resposta modulada pelo estradiol.

Estudo realizado com ratas Fisher de 18 meses, OVX e tratadas
durante 180 dias com RLX evidenciou aumento no volume dsseo
trabecular, espessura trabecular e maior resisténcia na compress3o.”*
Entretanto, em cadelas beagle intactas, o RLX (0,50 mg/kg/dia) diminuiu o
turnover 6sseo, nao produziu diferencas significativas na densidade mineral
ossea areal e volumétrica, porém, a medida de forca independente da BMD,
calculada por carga maxima/aBMD, foi maior nos animais RLX quando
comparados com os controle. Os autores concluiram que o RLX produz
melhorias nas propriedades mecanicas do ossso sem envolver aumento na
BMD.”>

Esses dados sdo evidenciados em nosso estudo pela diminuicdao da
concentracdo plasmatica de OPG nos animais que receberam RLX, assim
como pela diminuicdo da concentracdgo de OC nos animais OVX que
receberam RLX, além do aumento de numero de trabéculas, grau de
conectividade e porosidade fechada, apresentados na uCT dssea,
mostrando melhora da microarquitetura deste tecido. Os resultados obtidos

em nosso estudo evidenciam que em ratas estrogeno-deficientes o
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tratamento com agente anti-reabsortivo foi benéfico na microarquitetura,
mineralizagdo e turnover ésseo.

Nas ratas sham, a transicdao para ciclos irregulares foi de maneira
gradual e nao abrupta, caracterizando o envelhecimento. As imagens das
microtomografias evidenciam que neste grupo de animais o exercicio fisico
realizado desencadeou melhora na microarquitetura 6ssea, com diminuicao
dos espacos intertrabeculares e melhor organizagcao do trabeculado. A
administragdo de RLX nestes animais também alterou estes parametros,
porém, chama a atencao os valores obtidos no ensaio para determinar a
concentracao plasmatica de TRAP, os quais foram maiores nos animais
sham/RLX. Aventamos a possibilidade da ocorréncia de mecanismo de
controle da formacdo de massa éssea uma vez que o RLX atua estimulando
a formacao de massa 6ssea. Além disso, a diminuicdo da concentragao
plasmatica de OPG evidencia atuacdo em prol da osteoblastogénese e
controle na osteoclastogénese. A associacao do tratamento anti-reabsortivo
e realizacdao do exercicio fisico melhorou o trabeculado Osseo destes
animais, sendo esta resposta melhor que a ocorrida no grupo de ratas OVX.
Reforcando este resultado, detectamos diminuicdo plasmatica de proteina
nao colagenosa mais abundante da matriz éssea, a OC, o que pode
evidenciar potencial preventivo desta associacdao e favorecer o trabeculado
0sseo.

Este conjunto de resultados indica que a ocorréncia de osteopenia na
regiao do colo do fémur de ratas com 18 meses (periodo inicial da
estropausa) pode ser prevenida com a realizagcdo de atividade fisica
associada ou ndao ao SERM. Nossos resultados sugerem que a realizagao de
treinamento resistido durante 120 dias no periodo inicial da aciclicidade
estral desencadeia trabeculado dsseo mais organizado nos animais sham
gquando comparado com ratas OVX, de mesma idade. Além disso, evidencia
gue nos animais OVX 120 dias de treinamento resistido nao foram
suficientes para desencadear as mesmas respostas que nos animais sham,
necessitando de tempo maior de treinamento resistido. Possivelmente esta

diferenca de resposta ocorreu devido a diminuicdo abrupta do estrogénio
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imposto pela ovariectomia. Estes resultados sugerem que o exercicio fisico
de resisténcia desencadeou aumento na deposicdo de matriz ostedide pelos
osteoblastos em cada ciclo de remodelagdao, corroborando com os
resultados obtidos por Delmas’® e Russo”’.

Nos animais que receberam terapia anti-reabsortiva com RLX,
notamos diferentes perfis de resposta entre o0os animais sham-
ovariectomizados e ovariectomizados, pois a formacao éssea nos animais
OVX parece ser maior que nos animais sham, mostrando trabeculado
melhor. Estes resultados evidenciam a eficacia na acdo da terapia anti-
reabsortiva que objetiva o aumento da densidade dssea atuando na
diminuicdo da reabsorcdo ou no aumento na formacdo 6ssea.”® 7° Ao
reduzir a atividade osteoclastica os agentes anti-reabsortivos permitem que
as lacunas désseas sejam preenchidas por osso novo antes que outro ciclo
de remodelacdo se inicie.®’ Nos animais sham, ocorreu formacdo de placas
0sseas na regidao do colo femoral, nestes animais, acreditamos estar
ocorrendo mecanismo de retroalimentacdo controlando a formacdao Ossea
excessiva, o que poderia explicar as altas concentracdes plasmaticas de
TRAP nestes animais.

A associacao das terapias, ou seja, RLX associado ao EX diminuiu as
diferencas descritas acima, na formacao e distribuicio da massa dssea na
regidao de colo femoral das ratas sham e OVX, observando-se assim nos

animais sham o trabeculado 6sseo melhor distribuido.
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6 Conclusoes

Com base na metodologia utilizada neste estudo e o0s resultados

obtidos, podemos concluir que:

-0 modelo experimental de ratas Wistar com 18 meses é viavel para
estudos das desordens oOsseas durante o envelhecimento, pois alteracoes
decorrentes do processo fisioldgico de envelhecimento, como osteopenia e

alteracdo no trabeculado ésseo, foram verificadas nestes animais;

- a realizacao de treinamento resistido, durante 120 dias, no periodo
inicial da aciclicidade estral desencadeia maior formacdo de massa o0ssea e
trabeculado 6sseo mais organizado na regidao do colo do fémur de ratas

com 18 meses;

- 0 periodo de 120 dias de treinamento de forca ndo é suficiente para

a reversao da osteopenia nas ratas OVX;

- a eficacia de acdo da terapia anti-reabsortiva, ou seja, o aumento
na formacdo Ossea foi favorecido pela diminuicdo abrupta do estradiol

proporcionada pela OVX;

- a utilizacdo de terapia anti-reabsortiva e a realizagdao de
treinamento resistido proporcionam efeitos benéficos sobre o tecido dsseo
de organismos no periodo do envelhecimento e sdo modulados pelo

estradiol.

Estes resultados sinalizam que ha terapias adequadas a cada
paciente, conforme seu perfil hormonal. E de fundamental importancia
tracar o perfil hormonal das pacientes, saber se elas estdo passando pelo
processo fisioldgico de envelhecimento, onde as diminuicdes das
concentracdes de estrogeno ocorrem de forma gradual ou se por algum
motivo foram expostas a retirada abrupta do estrégeno devido, por
exemplo, a histerectomia radical. Portanto, nosso estudo evidencia que

estas informacgOes sdo importantes para determinar a escolha terapéutica
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para o0s pacientes visando o potencial preventivo das terapias, evitando
gastos com saude publica além de possibilitar melhor qualidade de vida aos

pacientes.
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