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RESUMO



ALMEIDA, R. P. Analise da expressao de proteinas autofagicas e microestrutura
do colo do fémur de ratas no periodo do envelhecimento apés treinamento de
forca. 77 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Odontologia, Universidade

Estadual Paulista, Aracatuba, 2017.

RESUMO

A diminuicdo de massa 6ssea concomitante a progressao da idade resulta em maior
incidéncia de fraturas, devido a mudancgas microarquiteturais que sdo determinantes
importantes para a qualidade 6ssea. Concomitantemente, mecanismos moleculares
gue agem na manutengao celular como a autofagia podem estar relacionados ao
“turnover” o6sseo no periodo do envelhecimento, sendo estes mecanismos
relacionados ao processo de osteopenia/osteoporose. Neste estudo foram avaliados
os efeitos do treinamento de for¢a (TF) na microestrutura do colo do fémur de ratas
Wistar adultas (7 meses) e velhas (21 meses) submetidas ou ndo ao programa de
exercicio fisico e distribuidas nos grupos: adultas néo exercitadas (A/NEX); adultas
exercitadas (A/EX); velhas ndo exercitadas (V/NEX) e velhas exercitadas (V/EX). O
treinamento de forca foi realizado utilizando-se escada com carga atrelada a cauda
dos animais; 3 vezes por semana durante periodo de 120 dias. Resultados obtidos
por microtomografia computadorizada (MCT) ap0s este periodo demonstraram que 0
TF foi capaz de aumentar a espessura (Ct. Th (mm); V/IEX vs A/EX p = 0,7863),
momento polar de inércia médio (pMOI (mm*); A/NEX vs A/EX p = 0,0362; V/INEX vs
V/EX p = 0,0032) e reduzir a porosidade da regido cortical do colo do fémur (Ct. Po
(%); VINEX vs VIEX p = 0,0406), causando aumento na area cortical total (Tt.Ar (mm2);
V/INEX vs V/EX p = 0,0406). No osso trabecular notou-se maior fracdo do volume
0sseo (BVITV (%); VINEX vs V/IEX p = 0,006); espessura trabecular (Tb.Th (mm);
VINEX vs V/IEX p = 0,0069; V/IEX vs A/EX p<0,0001); nimero de trabéculas (Th.N
(/mm) V/INEX vs V/IEX p = 0,0004) e grau de anisotropia ( DA V/INEX vs V/IEX p =
0,0088). Estas modificacbes resultaram em reducdo do espacamento trabecular
(Th.Sp (mm) V/IEX vs A/EX p = 0,0382) e porosidade trabecular (Th.Po (%) V/INEX vs
V/EX p = 0,0006). Além destes parametros da estrutura cortical e trabecular, foram
avaliados: capacidade de carregamento voluntario maximo (CCVM); peso corporal,
do utero e do tecido adiposo retroperitoneal; biomarcadores para fosfatase alcalina
plasmatica (FAL) e fosfatase acida resistente a tartarato sérica (TRAP); densidade

mineral 6ssea areal (DMOa), Western blot para beclina-1, LC3, sequestossoma-1/p62



(SQSTM-1/p62), AKT, ERK1//2, pAKT (Serd73), pERK (Thr202/ Tyr204); e
imunoistoquimica (IHQ) para RUNX-2, FAL, TRAP, Osteocalcina (OCN) e beclina-1.
As dosagens plasmaticas evidenciaram aumento na atividade da FAL apés a
realizacdo do TF (A/NEX vs A/JEX p = 0,0002). Concentracfes plasmaticas de TRAP
nao apresentaram alteracdes significantes. Andlises de marcadores autofagicos
mostraram maior expressdo para beclina-1 em A/EX e V/EX. LC3 também obteve
elevada expressdo em A/EX, mas em V/EX sua expressao foi menor. A expressao de
SQSTM1/p62 foi reduzida ap6s a realizacdo do TF nas ratas A/EX e V/IEX. AKT total
(t-AKT) e AKT fosforilada (pAKT-Ser473) demonstrou expressdo mais alta em A/EX
comparados a A/INEX. Por outro lado, em V/EX, a fosforilagdo foi reduzida em Ser473
guando comparados a V/NEX, mas t-AKT permaneceu inalterada em ambos.
Resultados para ERK1/2 demonstraram redu¢éo na expressao em A/EX comparados
a A/INEX, mas em V/EX sua expressao foi melhorada comparados a V/NEX. A
fosforilagcdo de ERK em Thr202 foi aumentada em A/EX em relacdo a A/INEX, mas em
ratas velhas ndo houveram modificacfes. No sitio Tyr204 também houve elevada
fosforilagdo em A/EX comparados a A/INEX, mas foi reduzida em V/EX comparados a
V/INEX. A imunomarcacdo de RUNX-2, FAL, OCN e beclina-1 foi menor em V/NEX
mas em V/EX a marcacdo aumentou assemelhando -se a A/EX. TRAP, elevada em
V/NEX, mostrou -se reduzida em V/EX. Em suma, neste estudo n6s demonstramos a
atuacdo do TF no metabolismo 0sseo de ratas no periodo da periestropausa com
resposta integrada entre exercicio e idade. Este estudo também demonstrou que
proteinas importantes relacionadas a regulacdo autofagica e metabolismo ésseo
podem ser potencialmente alteradas pelo TF. Nossos resultados evidenciam atuagao
do TF na manutencdo da massa 6ssea mostrando que essa modalidade de exercicio
pode prevenir e/ou diminuir danos causados pela osteoporose durante o estagio do

envelhecimento.

PALAVRAS - CHAVE: Envelhecimento, exercicio fisico, treinamento de forca,

periestropausa, microarquitetura éssea, osteoporose, autofagia.






ABSTRACT

ALMEIDA, R. P. Analysis of autophagic proteins expression and femoral neck
bone microstructure of female rats in the aging period after strength training.
2016. f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual

Paulista, Aracatuba, 2017.

Abstract

The decrease in bone mass concomitant with the progression of age results in a higher
incidence of fractures, due to microarchitectural changes that are important
determinants of bone quality. Concomitantly, molecular mechanisms that act in cellular
maintenance such as autophagy may be related to bone turnover in the aging period,
and these mechanisms are related to the osteopenia/osteoporosis process. In this
study were evaluated, the effects of strength training (ST) on the femoral neck
microstructure of adult (7 months) and old (21 months) female Wistar rats submitted
or not to the physical exercise program and distributed in the following groups: non-
exercised adult groups (A/NEX); exercised adults (A/EX); non-exercised old (O/NEX)
and old exercised (O/EX). Strength training was performed using a ladder with load
attached to the tail of the animals; 3 times a week for a period of 120 days. Results
obtained by computerized microtomography (uCT) after this period demonstrated that
the ST was able to increase the thickness (Ct.Th (mm), O/EX vs A/EX p = 0.7863),
mean polar moment of inertia (mm#*), AINEX vs A/JEX p = 0.0362, O/NEX vs O/EX p =
0.0032) and reduce the porosity of the cortical region of the femoral neck (Ct Po (%);
O/NEX vs O/EX p = 0.0406), causing increase in the total cortical area (Tt.Ar (mmg2);
O/NEX vs O/EX p = 0.0406). In trabecular bone, a higher fraction of bone volume was

observed (BV / TV (%), O/NEX vs O/EX p = 0.006); (Tb.Th (mm); O/NEX vs O/EX p =



0.0069; O/EX vs A/EX p <0.0001); number of trabeculae (Th.N (1/mm) O/NEX vs O/EX
p = 0.0004) and degree of anisotropy (DA O/NEX vs O/EX p = 0.0088). These changes
resulted in a reduction in trabecular spacing (Th.Sp (mm) O/EX vs A/EX p = 0.0382)
and trabecular porosity (Th.Po (%) O/NEX vs O/EX p = 0.0006 ). In addition to these
parameters of the cortical and trabecular structure, the following were evaluated:
maximum voluntary carrying capacity (MVCC); body weight, uterus and retroperitoneal
adipose tissue; biomarkers for plasmatic alkaline phosphatase (ALP) and serum
tartrate resistant acid phosphatase (TRAP); Western blot for beclin-1, LC3,
sequestosome-1/p62 (SQSTM-1 / p62), AKT, ERK1/2, pAKT (Serd473), pERK
(Thr202/Tyr204) and immunohistochemistry (IHC) for RUNX-2, ALP, TRAP,
osteocalcin (OCN) and beclin-1. Plasma dosages showed an increase in ALP activity
after ST (A/NEX vs A/EX p = 0.0002). Plasmatic concentrations of TRAP did not show
significant alterations. Analyzes of autophagic markers showed higher expression for
beclin-1 in A/EX and O/EX. LC3 also had higher expression in A/EX, but in O/EX its
expression was lower. Expression of SQSTM1/p62 was reduced after ST in the A/EX
and O/EX rats. Total AKT (t-AKT) and phosphorylated AKT (pAKT-Ser473)
demonstrated higher expression in A/EX compared to A/NEX. On the other hand, in
O/EX, phosphorylation was reduced in Ser473 when compared to O/NEX, but t-AKT
remained unchanged in both. Results for ERK1/2 demonstrated reduction in A/EX
expression compared to A/NEX, but in O/EX their expression was improved compared
to O/NEX. ERK phosphorylation in Thr202 was increased in A/EX relative to A/INEX,
but in old rats there were no changes. At the Tyr204 site there was also high A/EX
phosphorylation compared to A/NEX, but was reduced in O/EX compared to O/NEX.
Immunostaining of RUNX-2, FAL, OCN and beclin-1 was lower in O/NEX but in O/EX
the labeling increased resembling A/EX. TRAP, high in O/NEX, was reduced in O/EX.

In summary, in this study we demonstrated the action of ST in bone metabolism of rats



in periestropause period with integrated response between exercise and age. This
study also demonstrated that important proteins related to autophagic regulation and
bone metabolism may be potentially be altered by ST. Our results demonstrate the role
of ST in maintaining bone mass, showing that this exercise modality can prevent and/or

reduce osteoporosis damage during the aging stage.

Keywords: Aging, bone microarchitecture, exercise, periestropause, strength training,

osteoporosis, autophagy
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INTRODUCAO



1 INTRODUCAO

O envelhecimento € caracterizado por crescente incapacidade para responder ao
estresse e elevado desequilibrio homeostatico o qual podera levar a maior incidéncia
de doencas que poderao resultar em morte ou morbidade (Johnson et al., 1999; Pal e
Tyler, 2016). Dados das Nac¢fes Unidas relatam que a expectativa de vida em
2045/2050 pode atingir 83 anos de idade em regides desenvolvidas e 75 anos de
idade em regides menos desenvolvidas (UNITED NATIONS, DEPARTMENT OF
ECONOMIC AND SOCIAL AFFAIRS, 2013). Com o crescimento da popula¢ao idosa,
h& possibilidade de aumento significativo na incidéncia de osteoporose e prevaléncia
de fraturas osteoporéticas (Becker et al., 2010; Cauley, 2013). Dados revelam que a
guantidade de fraturas em 2050 ira atingir 6.3 milhdes e representa custos anuais de
20 bilhdes nos EUA e 30 bilhdes na Unido Europeia. Na América Latina, 0 nimero de
fraturas para mulheres e homens entre 50-64 anos de idade ira aumentar 400% até
2050 se comparados a 1990. Para pessoas mais velhas do que 65 anos 0 aumento
ira atingir surpreendentes 700% (Cooper et al., 1992).

A osteoporose também traz consigo problemas variados. Esta doenca tipicamente
condiciona as pessoas afetadas, que tenham cuidado excessivo com as atividades
diérias, o que por sua vez reduz dramaticamente sua independéncia e sociabilidade.
Em alguns casos mais extremos, é até mesmo possivel que ao se curvar, tossir ou
levantar ocorra o colapso de uma vértebra. Situa¢cdes assim sdo ainda mais agravadas
por quedas, que sdo a maior causa de fraturas do punho e quadril. O osso é formado
por osteoblastos e ostedcitos (células formadoras de 0sso), osteoclastos (células de
reabsorcdo 0ssea) e ostedide (matriz 6ssea). Uma vez que o equilibrio entre a
guantidade de osso formado e reabsorvido seja modificado por reabsorcéo excessiva,

ocorrera perda 6ssea precursora da osteoporose.



A taxa de remodelamento 6sseo € reduzida por estrogeno, o qual aumenta a
apoptose de osteoclastos através de dois receptores: receptor de estrégeno a (ERa)
e receptor de estrégeno B (ERPB). A deficiéncia de estrogeno tem funcéo essencial na
osteoporose sendo associada a aumentada reabsorcao 0ssea e prejudicada formacéao
o0ssea. Mesmo sob indugéo de carga mecanica, a formacéao de tecido 6sseo é reduzida
na deficiéncia de estrégeno, o que sugere tanto uma funcdo catabdlica quanto
anabdlica (Lee et al., 2003). A distribuicdo e grau de mineralizacdo do 0sso estao
intimamente ligados a frequéncia de ativacdo do remodelamento ésseo, sendo este
influenciado pela idade, status hormonal, patologia e terapias (Boivin e Meunier, 2002;
Roschger et al., 2008). O hipoestrogenismo em mulheres, carga mecanica reduzida,
hiperparatireoidismo, deficiéncia de célcio e/ou vitamina D, a associacdo do
envelhecimento e estresse oxidativo sdo fatores-chave que contribuem para
osteoporose (Manolagas, 2010; Sorpreso et al., 2015; Stringhetta-Garcia et al., 2016).

O risco aumentado de fratura esta intimamente relacionado a deterioracdo da
competéncia mecanica do 0sso, que € determinada pela sua composi¢ao estrutural
como um todo (ex. tamanho ésseo, geometria Ossea, orientacdo trabecular e
porosidade cortical) e de propriedades de materiais intrinsecos [ex. composicao
guimica e tamanho dos cristais de hidroxiapatita] (Augat e Schorlemmer, 2006). Vérias
estratégias tém sido utilizadas para tratar ou amenizar os danos causados pela
osteoporose. Mdltiplas drogas tém sido elaboradas na pretensédo de evitar fraturas,
mas boa parte destas tem demonstrado pouca eficacia, pobre adequacao e efeitos
colaterais. Além disso, a maioria das drogas com excecao da teriparatida, tem acao
sobre a inibicdo da reabsorcdo 6ssea e ndo agem estimulando a formacgao Ossea.
Elas também néo reparam a arquitetura trabecular danificada e nem fortalecem o osso
cortical (Bandeira, 2017; Khosla et al., 2017; Villiers, 2017). Recentemente, também

foi aprovado uso de abaloparatida para o tratamento de osteoporose pds-menopausa



(Shirley, 2017). Apesar do tratamento farmacolégico ser padrdo, seus resultados
apresentam limitacdes potenciais, como modesto incremento da densidade mineral
O0ssea. Somado a isso, ndo exercem influéncia sobre os fatores de risco que levam a
fratura, como forca muscular reduzida, diminuida flexibilidade articular e agilidade e
pobre movimento dinamico e equilibrio (Zhao et al., 2015).

Contrariamente, estudos desde a década de 1990 demonstram a efetividade do
exercicio fisico na reducéo da osteopenia/osteoporose (Gleeson et al., 1990; Raab et
al., 1990; Silbermann et al., 1990; Newhall et al., 1991; Kerr et al., 1996; Goodship et
al., 1998; Humphries et al., 1999; Bergstrom et al., 2008; Hamaguchi et al., 2017,
Seidelin et al., 2017). Diferentes modalidades de exercicios ja foram utilizadas para
avaliar o metabolismo 6sseo, dentre elas: corrida (Chen et al., 2016), saltos (Falcai et
al., 2015), exercicios proprioceptivos (Stolzenberg et al., 2013; Winkelmann et al.,
2015) entre outros. Foi demonstrado por estudos recentes de nosso grupo que o
treinamento de forca é capaz de aumentar a forca 6ssea e osteoblastogénese,
diminuindo a degradac&o na regido do colo do fémur de ratas hipoestrogénicas
intactas e por ovariectomia mesmo quando ndo conjugado a aplicagdes de estrégeno,
sendo estas atividades resultado de maior atividade de células tronco mesenquimais
da medula 6éssea, causando também reduzida diferenciacdo adipogénica e
concentracdo de citocinas pro-inflamatorias (Stringhetta-Garcia et al., 2016; Singulani
et al., 2017). Adicionalmente, o estimulo mecéanico causado pelo treinamento de for¢ca
pode reverter o funcionamento do microambiente d&ésseo no periodo do
envelhecimento in vivo e in vitro (Singulani et al., 2017).

Outro evento que desempenha agao fundamental na instalagdo de doencgas e pode
estar envolvido com a fisiopatologia da osteoporose, € a alteracdo em fatores
moleculares. Vias de sinalizacdo transmitem as células estimulos provenientes do

ambiente externo para que estas respondam rapida e adequadamente, garantindo o



equilibrio homeostético e, consequentemente, a sobrevivéncia celular (Hohmann,
2002; Hersen et al., 2008; Fulda et al., 2010). Alteracdes relacionadas a idade, como
acumulo de macromoléculas danificadas — DNA, proteinas, lipidios e organelas
celulares (mitocondrias, reticulo endoplasmatico e peroxissomo), contribuem
diretamente para a instauragao do envelhecimento (Ravikumar et al., 2010). Entre os
mecanismos celulares que agem a favor da defesa/ morte celular estd o processo
autofagico (Fulda et al., 2010; Zhang et al., 2016). Este processo possui ligacdes com
apoptose, revelando uma funcado dual, por um lado autofagia degrada mitocondrias
danificadas e caspases, por outro lado, prové uma plataforma intracelular para o
processamento de caspases na regulagao da autofagia (Marifio et al., 2014). O cross-
talk entre autofagia-apoptose envolve a interacdo de varias proteinas com beclina-1,
sendo que Bcl-2 é considerado principal regulador destas interacfes. Apesar de néao
completamente definida, ja se sabe que a relagdo autofagia-apoptose envolve varias
proteinas apoptéticas como: Noxa, Nix, Bax, PUMA, XIAP e Bim (Pattingre et al., 2005;
Marquez e Xu, 2012). Isso caracteriza autofagia tanto como uma via de morte celular
e de adaptacdo ao estresse que promove sobrevivéncia celular. Resultados de
estudos que visam compreender a relacdo autofagia-apoptose permanecem
conflitantes, sendo incerto se autofagia representa um mecanismo para prevenir
apoptose ou para decretar morte celular programada ndo-apoptoética (Denton et al.,
2011). Autofagia inicia com a formacdo de membrana isolada ao redor de estrutura
citosdlica conhecida como estrutura pré-autofagossomal (PAS) em levedura. A
membrana formada é chamada fagoporo, igualmente derivado da bicamada lipidica
com contribuicdo do reticulo endoplasmatico e/ou o trans-Golgi e endossomos tardios.
Intrigantemente, a origem exata do fagoporo ou a formacdo do PAS em mamiferos
permanece controversa. Quatro grandes grupos funcionais de proteinas Atg

(autophagy related proteins) sdo necessarias para a iniciacdo da formacdo do



autofagossomo: (1) Atgl (ULK1 em mamiferos) — complexo quinase Atg 13-Atg 17,
(2) o complexo 1 classe Il fosfatidilinositol 3 — quinase (Ptdins3K), consistindo de Vps
(vacuolar protein sorting) 34, Vps15, Atg6 e Atgl4, (3) dois sistemas de conjugacéao
semelhante a ubiquitina (Atgl2 e Atg8) e Atg9 e seu sistema de ciclagem (Yang e
Klionsky, 2010). Em geral, o processo autofagico compreende a interacdo de mais de
30 proteinas ATG com homologia entre os genomas de leveduras a mamiferos
(Ohsumi, 2013).

Através da acdo de indutores, tais como rapamicina e privacdo energética,
MTORC1 (mammalian target of rapamycin complex 1) desfosforila ULK1
(uncoordinated 51-like kinase 1). Posteriormente, complexo formado por ULK1,
ATG13, ATG101 e FIP200 (focal adhesion kinase (FAK) family interacting protein of
200 kD) dissocia-se do complexo mTORC1. ULK1 é randerizado enzimaticamente
fosforilando ATG13 e FIP200, iniciando-se assim o processo autofagico. Em seguida,
o complexo ULK1 ativado recruta o complexo Beclinal-Vps34 para local de formacéao
do autofagossomo por meio da fosforilagdo de AMBRAL1 (activating molecule in Beclin-
1-regulated autophagy). Consequentemente, AMBRAL interage com TRAF6 (TNF
receptor associated factor 6), agindo como uma ubiquitina-ligase E3 para ULK1,
resultando em autoassociacdo e estabilizacdo de ULK1 através da ubiquitinacéo de
K63. O complexo ULK1 fosforila diretamente Beclinal melhorando a atividade do
complexo Vps34 contendo ATG14 - L. Adicionalmente, AKT (AKT serine/threonine
kinase) e EGFR (epidermal growth factor receptor) modulam a autofagia através da
fosforilacdo de Beclinal independente de mTORC1 (Fig. 1A). Entdo, fosfatidilinositol-
3-fosfato produzido por Vps34 recruta DFCP1 (double FYVE-domain containing
protein 1) para iniciar a nucleacdo da vesicula de dupla-membrana. A expansédo ou

conclusdo do autofagossomo € mediada por ATG12-ATG5-ATG16L e ATG8 (LC3



[microtubule associated protein 1 light chain 3]) fosfatidiletanolamina, agregadas em
sistemas de conjugacao semelhantes a ubiquitina.

No primeiro sistema, ATG12 é conjugada para ATG5 através da acao concentrada
de ATG7 (enzima de ativacdo semelhante a ubiquitina E1) e ATG10 (enzima de
conjugacao semelhante a E2) (Fig. 1B). ATG12-ATG5 conjugados se ligam a ATG16L,
formando complexo ATG12-ATG5-ATG16L, o qual entdo participa na conjugacao de
LC3-fosfatidiletanolamina. LC3, gerado de ProLC3 por ATG4 protease é conjugado a
fosfatidiletanolamina por ATG7, ATG3 (outra enzima semelhante a E2) e o complexo
ATG12-ATG5-ATG16L (agindo como um complexo semelhante a E3). Apds o
processamento, LC3 conjugado a lipidios (LC3-fosfatidiletanolamina ou LC3 1), o qual
€ localizado nas membranas autofagossomais, participa na formacao e alongamento
dos autofagossomos (Fig. 1C). A ancoragem de proteinas alvo e organelas destinadas
para degradacdo para um autofagossomo em desenvolvimento ou engolfamento &
facilitada por proteinas receptoras ou adaptadoras de autofagia (sequestossoma-1,
também chamada p62), optineurina, NDP52, NBR1 e Alfy) agindo analogamente a
uma ponte. Autofagossomos maduros se fundem com lisossomos para formar
autofagolisossomos (autolisossomos), estruturas onde materiais ou organelas

ancoradas por proteinas receptoras de autofagia sdo digeridas por enzimas

lisossomais.
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Fig. 1 Autofagia é regulada por mdltiplas interagdes moleculares. Indutores autofagicos como jejum e
rapamicina ativam o complexo ULK1 aumentando a atividade do complexo Beclinal — Vps34 por meio
da fosforilacdo de AMBRAL e Beclinal (A). Consequentemente, AMBRAL induz autofagia regulando a
atividade quinase e a estabilidade de ULK1 através da interagdo cm TRAF6. AKT e EGFR induzem
autofagia através da fosforilagcao de Beclina-1 independentemente de mTORC1. Vps34 produz PI3P, o
qual recruta proteinas efetoras, tais como DFCP1 e WIPI, promovendo a formacgéo do autofagossomo.
(B) Dois sistemas conjugados medeiam o alongamento do autofagossomo: ATG12 — ATG5 — ATG16L
e LC3 - PE. (C) Uma vez que as vesiculas autofagicas estejam completas, o autofagossomo maduro
funde-se ao lisossomo criando autolisossomo, onde moléculas e organelas sequestradas serao
degradadas. Adaptado de (Kim e Lee, 2014).

Interpretar mecanismos celulares da resposta 0ssea ao treinamento de forca e
autofagia pode ser crucial para a compreensdo de doengcas como a osteoporose.
Neste sentido, investigamos alteragcbes causadas pelo treinamento de forca na
microarquitetura 6ssea do colo do fémur utilizando-se técnicas de densitometria 6ssea
e microtomografia computadorizada somadas a analise imunoistoquimica e de ELISA
para biomarcadores do turnover 6sseo. Western blot foi realizado para avaliar a
expressdo dos marcadores autofagicos Beclinal, LC3 e p62/SQSTM1 e quinases
importantes envolvidas no metabolismo e regulagcédo autofagica como AKT e ERK1/2
(PAKT Serd73; pERK Thr202 e pERK Tyr204) no colo do fémur de ratas com 21 meses
de idade.

O colo do fémur € area de recorrentes fraturas, de fato o risco para estas fraturas
se eleva conforme as competéncias mecéanicas do o0sso se deterioram. Essa
competéncia mecanica compreende todas as propriedades estruturais do 0sso e suas
propriedades materiais intrinsecas. Propriedades estruturais incluem caracteristicas
como geometria 6ssea, tamanho do 0sso e propriedades microestruturais tais como
orientagdo trabecular e porosidade cortical. As propriedades materiais intrinsecas
correspondem a densidade mineral 6ssea (DMO), composi¢cao quimica e tamanho de
cristais de hidroxiapatita. Setenta e cinco por cento (75%) de todas as fraturas no
quadril ocorre em mulheres. E também sabido que a inatividade fisica e o estilo de

vida sedentario comprometem a funcdo neuromuscular, reduzindo forca muscular e



prejudicando o equilibrio na qual levar& a risco mais elevado de fraturas (Gourlay et
al., 2015; Lafleur et al., 2016; Cohen, 2017; Curtis et al.,, 2017). Por outro lado,
atividade fisica regular pode parar este processo (Nelson et al., 1994; Ryan et al.,
1994; Layne e Nelson, 1999; Moreira et al.,, 2014) bem como alterar a habilidade
diminuida da célula para manter suas func¢des, parametro também intimamente ligado
a autofagia.

Neste trabalho, buscamos averiguar como o colo do fémur responde ao estresse
mecanico causado pelo treinamento de forgca (conhecido mecanismo para evitar a
perda 6ssea) no envelhecimento de ratas no periodo da periestropausa. Como
objetivo principal, buscamos analisar os efeitos de TF na microarquitetura cortical e
trabecular e caracterizar a expressdo de proteinas relacionadas a autofagia. A
hipotese do presente trabalho & que 120 dias de TF em ratas velhas pode melhorar
a microarquitetura 6ssea e manter ou restaurar a expressao de proteinas relacionadas

a autofagia no colo do fémur, questdes ainda ndo muito exploradas pela literatura.



MATERIAIS E METODOS



2. Materiais e Métodos
2.1 Modelo animal
Todos os procedimentos realizados com os animais foram aprovados pelo

Comité Institucional de Etica no Uso e Cuidados com Animais (Univ. Estadual Paulista-
UNESP, Aracgatuba, SP, Brasil, Processo numero 2015-00922) e cumpridos de acordo
com o Guia para Uso e Cuidado de Animais de Laboratério (Animals, 2011).

Quarentaratas Wistar do Centro de Criagdo Animal da Faculdade de Odontologia
(Univ. Estadual Paulista- UNESP- Aracatuba, SP, Brasil), com idade de 07 e 21 meses
foram distribuidas em grupos com 3 a 4 animais por gaiola e mantidas em ambiente
com temperatura de 22°C (x2°C) e ciclo claro/escuro de 12/12 h. Foram alimentadas
com dieta pelitizada (Presence® Ratos e Camundongos, Paulinia, SP, Brasil) com
acesso ad libitum para comida e agua. A vida reprodutiva destes animais ocorre entre
0 2’ e 8’ més de idade marcando sua maturidade (Gabriel et al., 1992). Entretanto, o
envelhecimento nestes animais € caracterizado por ciclo estral progressivamente
irregular, quando se observa fase de estro constante e diestro prolongado (Long e
Evans, 1922; Finch, 2014). Esta irregularidade pontua a periestropausa em ratas a
gual é similar a perimenopausa em mulheres. Baseados nisto, nés validamos a
periestropausa nestes animais através de andlises diarias de esfregaco vaginal
durante quatro meses. Os animais que demonstraram aciclicidade foram arranjados
nos grupos de velhas, que séo: velhas nao exercitadas (V/NEX), n= 10) e velhas
exercitadas (V/EX, n= 10) enquanto que as adultas com ciclo estral regular, foram
distribuidas nos grupos: adultas ndo exercitadas (A/NEX, n= 10) e adultas exercitadas
(A/EX, n=10). ApGs a validagao e distribuicdo dos grupos experimentais, os animais

estavam prontos para serem submetidos para o periodo de familiarizacéo.



2.2 Capacidade de carregamento voluntario maximo (CCVM) e treinamento de

forca

Os grupos selecionados para treinamento foram submetidos a sessfes
de escalada em escada (Fig. 2 A; 1.13 x 0.18 m, grade de 2 cm, angulo de 80°, com
area de descanso de 20 x 20 x 20 cm diametro no topo — fabricada pelo Setor de
Manutencdo - Faculdade de Odontologia de Aracatuba, UNESP, Aracatuba, SP,
Brasil) trés vezes por semana em dias ndo consecutivos efetuando entre 48 e 62
movimentos dinamicos (isoténicos) por série (Hornberger e Farrar, 2004), durante 120
dias no periodo que compreende a fase escura, apés as 18 horas, a qual é o periodo
ativo dos roedores (Smale et al., 2003). Cada sesséo de treinamento consistiu de 6
escaladas e periodo de descanso de 120 segundos entre cada série. Durante uma
semana antes do comeco do treinamento, periodo de familiarizacdo foi realizado sem
carga anexada a cauda, em todos os animais. As ratas ndo respondentes a escalada
voluntéaria foram substituidas por outro animal e realocadas no grupo NEX, animais
que respondentes a subida foram inseridos no grupo EX.

Posteriormente a familiarizacdo, teste de capacidade de carregamento
voluntario maximo (CCVM) adaptado de elegantes estudos de Hornberger e Farrar
(Hornberger e Farrar, 2004), Prestes e colaboradores (Prestes et al., 2009) e Sanches
e colaboradores (Sanches et al., 2014) foi realizado anexando dois tubos plasticos
(BD Falcon 50 mL tubo cénico, BD Biosciences®, Bedford, MA, USA) preenchidos
com esferas de aco (Esferas de aco, Cabana S/A, SP, Brasil) anexados a cauda com
fita adesiva (Missner, Missner & Missner Ltda, Blumenau, SC, Brasil) nos grupos AEX
e VEX. Utilizamos 75% do peso corporal como parametro inicial para avaliacdo da
forca maxima. Sendo assim, adicionando 30 gramas nos tubos e aumentando deste
modo até o animal atingir o CCVM (i.e até a falha). A antependultima repeticdo antes
da falha foi considerada o valor de forca maxima e usado como base de calculo

percentual para a préxima semana de treinamento. E importante ressaltar que



nenhum tipo de estimulo foi dado ao animal para executar a tarefa. Durante o periodo
de treinamento, a carga foi de 60, 70 e 80% a cada semana, sendo mantida em 80%
até o fim dos 120 dias. Juntamente, novo teste de CCVM foi realizado em cada més

experimental para reajustar a carga (Fig 2B).
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Fig. 2. Escada utilizada para realizagéo do treinamento de forga (A). Periodizagdo do treinamento de
forca, apds periodo de familiarizacdo foi realizado teste de capacidade de carregamento voluntario
méaximo (CCVM) e utilizado 75% da carga maxima obtida (B). Ao inicio do treinamento, efetuou-se
aumento progressivo da carga (60, 70 e 80%) por semana. A carga obtida de 80% foi utilizada como

base para os subsequentes testes de CCVM realizados em cada més do periodo experimental.



2.3 Peso corporal, do tecido adiposo e Gtero

Apo6s 120 dias de experimentacao, todos os animais foram pesados em
balanca de preciséo (Bel Mark 500, Bel Engineering, Bel Equipamentos Analiticos
LTDA, Piracicaba, SP, Brasil) e anestesiados (80mg/kg/pc de Cetamina Vetaset®,
Fort Dodge Saude Animal Ltda, Porto Feliz, SP, Brasil associado a 10mg/ Kg/ pc/ip de
xilazina Coopazine®, Coopers Brasil Ltda, Porto Feliz, SP, Brasil). Ap0Os isso, foram
sacrificados por decapitacdo e realizado coleta de sangue, tecido adiposo, Utero e
fémures.

O tecido adiposo e tecido uterino foram pesados em balanca de precisao
para checar possiveis alteracdes causadas pelo treinamento e senescéncia
reprodutiva nestas estruturas. Os fémures foram usados para medir densidade
mineral 0ssea, microtomografia ~ computadorizada  (microCT), DEXA,

imunoistoquimica e Western blot.

2.4 Avaliagdo dos biomarcadores do turnover 6sseo

As amostras de sangue (3 mL) foram coletadas e centrifugadas. O plasma foi
separado por centrifugacdo (2256 x g; 15 min) e mantidos em temperatura de -20°C;
soro foi separado do sangue total por centrifugacdo a 1000 x g, durante 10 min,
acondicionado em tubos e estocado a temperatura de -20° C. Concentragdo
plasmatica de fosfatase alcalina (FAL) e sérica de fosfatase éacida resistente ao
tartarato (TRAP) foram determinadas por protocolo adaptado de ensaio colorimétrico
(Granjeiro et al., 1997; Janckila et al., 2005).

Brevemente, uma aliquota de 25 de pL foi examinada em 0.5 mL da mistura de
reacao consistindo de 10 mM de p- nitrofenil fosfato (pNPP) (Sigma- Aldrich, St. Louis,

MO, USA), 100 mM de sodio acetato (Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, USA), pH 5.8, 50



mM sadio tartarato (Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, USA) e 1 mM de p-hidroxi mercurio
benzoato (pHMB) (Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, USA), o ultimo age inibindo
fosfatases de baixo peso molecular (Laidler et al., 1982).

A reacdo foi iniciada adicionando o substrato e seguida por 1h em 37°C em banho-
maria. O ensaio foi finalizado adicionando 0.25 mL de 1 M NaOH e a absorbancia
determinada em 405 nm para determinar a quantidade de p-nitrofenolato (pNP)
formado durante a reacdo. Os controles sem enzima foram incluidos com cada ensaio
para ajustar para hidrolise ndo enzimética de pNPP. Uma unidade da atividade da
enzima é definida como a quantidade da enzima que é necessaria para hidrolisar 1

pmol de pNPP por min em 37° C.

2.5 Andlise de densitometria por absorcdo de raios-X de dupla
energia

Os fémures extraidos foram limpos com tecido leve mantidos congelados em -
20°C. Para analise subsequente, os fémures foram lentamente descongelados e
mantidos imersos em solucéo salina até o teste. Para medi¢cGes de densidade mineral
Ossea areal (DMOa), os fémures foram posicionados no plano frontal e antero-
posterior na mesa do scanner, todos orientados da mesma forma, e foram
completamente escaneados submersos em uma bacia com 2 cm de agua, de acordo
com as instru¢des do fabricante.

A DMOa dos fémures foi amostrada utilizando absor¢éo de raios-X de dupla
energia (Lunar DPX Alpha, WI, USA) e software para analise 6ssea em pequenos
animais. O equipamento foi calibrado conforme as instru¢fes do fabricante. O mesmo

investigador analisou todos os escaneamentos.



2.6 Microtomografia computadorizada

Utilizando dispositivo Skyscan 1172 (Skyscan, Leuven, Bélgica), foram feitas
analise de microtomografia (microtomografia computadorizada [uCT] dos fémures em
50 kV e 800 mA. Ent&o, imagens de cada fémur com 6 X 6 X 6 ym foram analisadas
posicionando-as em orientacdo craniocaudal. As imagens foram importadas para o
software NRecon (Skyscan, Leuven, Bélgica) e convertidos para escala de cinza no
formato Digital Imaging and Communications in Medicine (DICOM). O osso cortical e
trabeculado do colo do fémur foram obtidos quantificando o volume de interesse (VOI)
de estruturas tridimensionais (3D) de todos os animais e extraindo medi¢cdes de cada
grupo de dados no software CT-Analyzer (Skyscan, Leuven, Bélgica).

Utilizando a ferramenta de selecdo de poligonos, foram definidos a area do 0sso
cortical e trabeculado circundando a margem externa (cortical) e interna (trabecular)
do colo do fémur. Consequentemente, maior fidelidade para a area selecionada foi
adquirida utilizando ferramenta de interpolagdo dinémica.

Para as imagens binarias, nés asseguramos o uso apropriado do limiar dos valores
de osso cortical e trabecular, os quais foram utilizados para todas as andlises
morfométricas subsequentes. O processamento da imagem foi necesséario para a
analise 3D dos parametros morfométricos que influenciam nas propriedades
mecanicas e estruturais. Estes parametros foram calculados utilizando o software CT -
Analyzer 3D (Skyscan, Leuven, Bélgica) baseado em modelo de volume. A
segmentacéao de cada colo femoral foi realizada utilizando o mesmo software.

Os parametros de mensuragcdo e abreviacfes para analise morfométrica 3D do
microCT foram: Osso cortical= area cortical total (Tt.Ar [mm?2]; area éssea cortical
(Ct.Ar[mm?)); fracdo da area cortical V/TV (Ct.Ar/ Tt.Ar [%)]); espessura cortical média
(Ct.Th [mm]); porosidade cortical (Ct.Po [%]); nUmero de poros corticais (Po.N [n]) e

momento de inércia polar (pMOI [mm?]). Osso trabecular = fra¢cdo do volume 0sso



(BVITV [%]); espessura trabecular (Tb.Th [um]); nimero trabecular (Tb.N [1/mm]);
separagao trabecular (Tb.Sp [um]), grau de anisotropia [DA]) e porosidade trabecular

(Tb.Po [%]).

2.7 Extracéo de proteina do fémur

Os ossos foram macerados em nitrogénio liquido, e em seguida foi adicionado
o tampao de extracdo de proteinas CelLytic (Sigma) contendo inibidores de fosfatases
e proteases. Os tecidos foram rompidos com tissue ruptor (Qiagen), e sonicados 5
vezes. Em seguida o lisado foi centrifugado por 30 min a 4°C a 20.000xg. O
sobrenadante foi transferido para um tubo novo e as proteinas foram quantificadas

por Bradford (Bradford, 1976).

2.8 Western Blot

Amostras de proteinas (40 a 100 pg) foram separadas por SDS-PAGE em gel 8-a
15% (Laemmli, 1970). Foi utilizado o sistema vertical de eletroforese Mini-PROTEAN®
(Bio-Rad Laboratories) conforme instrugcdes do fabricante. Utilizou - se padréo de
massa molecular para proteinas PageRuler'™ Plus Prestained Protein Ladder (26619,
Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA). As seguintes condi¢des de eletroforese foram
configuradas: amperagem constante de 12 mA/gel e voltagem limite de 110 V durante
90 a 120 minutos. A corrida foi realizada em tampéo de eletroforese Tris-glicina (Tris
25 mM, glicina 250 mM, SDS 0,1%, pH 8,3). Em seguida as proteinas foram
eletrotransferidas para membranas de PVDF (GE Healthcare, Little Chalfont,
Buckinghamshire, Reino Unido), com tampé&o de transferéncia de bicarbonato
(bicarbonato de sddio 10 mM e carbonato de sédio 3,0 mM, pH 9.9) ou com tampéo

de eletroforese Tris-glicina com metanol (Tris 12 mM, glicina 96 mM e 20% metanol)



para a transferéncia de proteinas de alta massa molecular, por 90 minutos a 350
mA/gel. Apds a transferéncia, a membrana foi incubada em solugcdo de bloqueio
(solucéo de leite desnatado 5% em solucéo salina tamponada de Tris-TBS/T-Tris.Cl
25 mM pH 7.5, NaCl 150 mM, Tween-20 0,1%) por uma hora a temperatura ambiente.
ApoOs blogueio, a membrana foi lavada 3x com TBS/T durante 5 minutos e incubada
com o anticorpo primario em TBS/T, na diluicdo especifica para cada anticorpo
(Tabela 1) overnight a 4°C. A seguir, a membrana foi novamente lavada 3x com TBS/T
durante 5 minutos, trés vezes, e incubada por uma hora com o anticorpo secundario
conjugado a peroxidase diluido em solugao de bloqueio, seguido de lavagem com
TBS/T e visualizagdo de quimioluminescéncia utilizando o sistema ECL Western
Blotting Detection Kit (GE HealthCare). A membrana de PVDF foi exposta a filme para
Raio-X Ortho CP-G Plus (AGFA), com auxilio de um cassete para exposicdo da
membrana ao filme. Posteriormente, as intensidades das bandas foram medidas
utilizando-se software ImageJ (National Institutes of Health - EUA). Informacdes sobre

os anticorpos utilizados estdo dispostas na tabela 1 abaixo.

Tabela 1: Descricéo dos anticorpos utilizados, origem, diluicdo e empresas fornecedoras.

Anticorpo Caodigo Origem Diluicao Fabricante
Beclina-1 (#3495) rabbit 1:1000 BSA 5% Cell Signaling
Technology
PAKT ser 473 (#4058) rabbit 1:1000 BSA 5% Cell Signaling
Technology
AKT (#9272) rabbit 1:1000 BSA 5% Cell Signaling
Technology
pERK1/2 (#4377) rabbit 1:1000 BSA 5% Cell Signaling
(Thr202/Thr204) Technology
ERK1/2 (M5670) rabbit 1:6000 BSA 5% Sigma-Aldrich
Corporation
SQSTM/p62 (SC 28359) mouse 1:1000 BSA 5% Santa Cruz
Biotechnology
LC3 (#3868) rabbit 1:1000 em TBS - T Cell Signaling
0,1% Tween TBS Technology
B - actina (sc 47778) mouse | 1:4000 em TBS — T1X Santa Cruz
Biotechnology




2.9 Imunoistoquimica

Para a analise imunoistoquimica os cortes histologicos foram desparafinizados em
xilol e hidratados em série decrescente de etanol (100° - 100° - 100° - 90° - 70° GL).
A recuperacgao antigénica foi realizada através da imersédo das laminas histologicas
em tampao citrato (Diva decloaker®, Biocare Medical, Concord, CA, EUA), em camara
pressurizada (Decloaking chamber®, Biocare Medical, Concord, CA, EUA) a 95°C, por
20 minutos. No final de cada etapa da reacdo imunoistoquimica, as laminas
histologicas foram lavadas em PBS 0,1 M, pH 7,4. Posteriormente, as laminas foram
imersas em 3% de peréxido de hidrogénio por 1 hora e 1% de soro albumina bovino
por 12 horas para bloqueio da peroxidase enddgena e blogueio dos sitios
inespecificos, respectivamente. As laminas contendo amostras de cada grupo
experimental foram divididas em quatro lotes, e cada lote foi incubado com um dos
seguintes anticorpos primarios: anti-RUNX-2 do rato gerado em coelho (SC-10758,
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA), anti-OCN do rato gerado em cabra
(SC-18319, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA), anti-FAL do rato gerado
em cabra (SC-30833, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA), anti-TRAP
(SC-30833; 1:200, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) e anti-BCN do
rato gerado em coelho (D40C5, Cell Signaling, Cell Signaling Technology, 3 Trask
Lane Danvers, MA 01923). Os cortes foram incubados com anticorpo secundario
biotinilado por 2 horas e subsequentemente tratados com estreptavidina conjugada
com peroxidase da raiz forte-HRP por 1 hora (Universal Dako Labeled HRP
Streptavidin-Biotin Kit®, Dako Laboratories, CA, EUA). As revelagdes foram realizadas
utiizando como cromogeno o 3,3-tetracloridrato de diaminobenzidina (DAB
chromogen Kit®, Dako Laboratories, CA, EUA). Foi realizada a contracolora¢cio com

Fast Green, para RUNX-2, e com Hematoxilina de Harris, para OCN, ALP e BCN, e



em seguida a desidratacdo em etanol, diafanizacdo em xilol e, recobrimento com meio
de montagem (Permount, Fisher Scientific, San Diego, CA, USA) e laminulas de vidro.
Como controle negativo, os espécimes foram submetidos aos procedimentos

descritos anteriormente suprimindo-se a utilizagcdo do anticorpo primario.

2.10 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados utilizando — se os valores da média £ EPM e as
compara¢gdes multiplas foram realizadas por andlise de variancia (ANOVA) a dois
critérios, seguida de pés-teste de Tukey. O nivel de significancia utilizado foi de p<0,05
para todas as comparacdes. Para avaliacdo dos resultados de IHQ, foi realizado teste
de Kruskal-Wallis ndo paramétrico seguida por pos-teste de Newman-Keuls e nivel de
significancia utilizado de p<0,05 para todas as comparacdes. As analises estatisticas

foram realizadas utilizando GraphPadPrism (vers&o 6.01, GraphPad Software, Inc).



RESULTADOS



3. RESULTADOS

3.1 Reducado da massa corporal e aumento na capacidade de
carregamento voluntario de ratas na periestropausa apos

treinamento de forga

Para avaliar possiveis alteracfes nos parametros corporais dos animais
experimentais foram realizadas pesagens da massa corporal, Utero e tecido adiposo.
Os animais adultos, exercitados ou nao, apresentaram aumento na composicao
corporal durante o periodo experimental. Entretanto, ratas velhas NEX
demonstraram maior composi¢cao corporal em relacdo aos animais de mesma idade
e que realizaram TF (Fig. 3). O teste CCVM realizado com animais dos grupos AEX
e VEX demonstrou aumento de carga entre o primeiro e o terceiro més de teste.
Entre o terceiro e quarto, nenhum ganho de carga foi observado (Fig. 1B). Ndo houve

interacao significante da idade e TF para o teste de CCVM.
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Fig.3: Peso corporal e Capacidade de Carregamento Voluntario Maximo (CCVM). O peso
corporal de ratas fémeas adultas e velhas as quais fizeram ou nédo treinamento de for¢ca durante o
periodo experimental (A). Demonstragdo da progressdo da carga de treinamento em teste de
capacidade de carregamento voluntario maximo (CCVM) realizado durante os meses de experimento
(B). Resultados foram expressos por media + EPM; Analise estatistica foi feita com ANOVA (One-way;
GraphPad Prism 6.0), seguido de teste post- hoc de Tukey (p<0.05) para analisar o efeito do
treinamento de forca (TF) e quaisquer interacdes (TF § Idade). Abreviacdes e simbolos: ANEX= adulta



ndo exercitada; AEX= adulta exercitada; VNEX= velha ndo exercitada; VEX= velha exercitada; 8-10
animais por grupo. *vs VEX no mesmo periodo experimental; * vs més anterior no mesmo grupo de
animais.

Adicionalmente, ndo foram observadas diferengcas significantes no peso do
Utero entre os animais (p > 0,05). O tecido adiposo extraido da regido retroperitoneal
demonstrou diferencas significantes entre as ratas velhas e adultas. Ratas VNEX
apresentaram maior adiposidade comparadas a ANEX (p = 0,0050) e AEX (p =
0,0036) [Fig. 4]. N&o houve interacéo significante entre idade e TF para composi¢cao

corporal, Utero e tecido adiposo.
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Fig. 4. Peso do tecido adiposo e Utero de ratas adultas e na periestropausa que realizaram ou nédo
treinamento de forca. Valores representam média +_ SEM. ANEX = adultas ndo exercitadas; AEX =
adultas exercitadas; VNEX = velhas n&o exercitadas; VEX = velhas exercitadas; "p < 0,05 vs ANEX; *p
< 0,05 vs AEX.



3.2 Analise de biomarcadores do turnover 6sseo

As concentracfes plasmaticas e séricas dos biomarcadores 6sseos FAL e
TRAP foram avaliadas utilizando-se ELISA. Dados obtidos revelam que os animais do
grupo A/EX obtiveram maior atividade de FAL quando comparado ao controle (p =
0,0002; Fig. 5A). A interacao idade e TF é considerada extremamente significante (p
= 0,0005). Diferentemente, as ratas V/EX apresentaram reduzida atividade de FAL
guando comparado a do grupo A/EX (p < 0,0001). As medicdes para TRAP néo

demonstraram diferencgas significantes.
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Fig. 5. Concentracdo de fosfatase alcalina (A) e fosfatase acida resistente a tartarato
(B). Fosfatase alcalina e TRAP de ratas adultas e na periestropausa exercitadas e néo exercitadas
por treinamento de forga durante o periodo experimental. Os resultados foram expressos por média +
SEM. Analise estatistica foi feita com ANOVA (Two-way; GraphPad Prism 6.0), seguido de teste post-
hoc de Tukey (p<0,05) para analisar o efeito do treinamento de forca (TF) e quaisquer interactes (TF
§ Idade). AbreviagOes e simbolos: ANEX= adulta ndo exercitada; AEX= adultas + treinamento de for¢a;
VNEX= velhas nédo exercitadas; VEX= velhas exercitadas; 8-10 animais por grupo. *p=0,0002 vs
A/NEX; +p < 0,0001 vs AEX.



3.3 Densitometria por absorcéo de raios-X de dupla energia

Andlise total do fémur por absorcdo de raios-X de dupla energia foi realizada para
analisar DMOa. Os animais alocados no grupo A/EX exibiram DMOa mais alta do que
os A/NEX (p = 0,0008). Por outro lado, o grupo V/EX demonstrou perfil oposto, com
DMOa mais baixa do que seus controles sedentarios (p = 0,0002) e também quando
comparado a A/EX (p < 0,0001). Como demonstrado na figura 6, ANOVA two-way

demonstrou interagéo significante entre idade e TF em relagdo a DMOa (p = 0,0001).
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Fig. 6. Densidade mineral 6sseo areal ex vivo. Fémures de ratas adultas e adultas e na
periestropausa que fizeram ou nao treinamento de for¢a durante periodo experimental foram analisados
utilizando-se absormetria por emissdo de raios-X de dupla energia e software para analise 6ssea em
animais pequenos. Analise estatistica foi efetuada com ANOVA (Two-way; GraphPad Prism 6.0),
seguido por teste post-hoc de Tukey (p<0,05) para analisar o efeito do treinamento de forca (TF) e
guaisquer interacdes (TF § Idade). Abreviagcbes e simbolos: ANEX = ratas adultas ndo exercitadas;
AEX = ratas adultas + treinamento de for¢a; VNEX = ratas velhas ndo exercitadas; VEX = ratas velhas
+ treinamento de forga; 8 — 10 animais por grupo. *p < 0,0001 vs ANEX; *p < 0,0001 vs AEX; # p <
0,0002 vs VNEX.



3.4 Osso cortical e trabecular do colo do fémur demonstra
responsividade a tensdo mecanica apoés o treinamento de forca
em 120 dias.

As imagens da regido de interesse (ROI) obtidas por microtomografia
computadorizada, demonstrando o0 osso cortical e trabeculado das ratas adultas e
velhas estdo representadas na figura 7 (modelo em 2 dimensfes) e na figura 8

(modelo em 3 dimensdes).

Fig.7: Representagdo em 2D do colo do fémur de ratas Wistar adultas (1-4) e no periodo do
envelhecimento (5-8). Regido cortical e trabecular do colo do fémur de animais adultos (1 e 3) e na
periestropausa (5 e 7) que nao realizaram TF; regido cortical e trabecular do colo do fémur apés o TF

de animais adultos (2 e 4) e na periestropausa (6 e 8).



Fig.8: Representagdo em 3D do colo do fémur de ratas Wistar adultas (1, 2, 5 e 6) e no periodo do
envelhecimento (3, 4, 7 e 8). Regido cortical e trabecular do colo do fémur de animais adultos (1 e 5) e
na periestropausa (3 e 7) que nao realizaram TF; regido cortical e trabecular do colo do fémur ap6s o

TF de animais adultos (2 e 6) e na periestropausa (4 e 8).



As andlises da microarquitetura 6éssea cortical e trabecular do colo dos fémures de
ratas Wistar adultas e na periestropausa, apés arealizacéo de TF, estdo apresentadas
graficamente nas figuras 8 e 9, respectivamente.

A microarquitetura 6ssea cortical ex vivo do colo do fémur (Fig. 9) das ratas adultas
gue realizaram TF quando comparado com as ratas adultas que né&o realizaram TF,
apresentou diferenca significante no momento de inércia polar médio (pMOI).
Ressaltamos que nos demais parametros analisados (Ct.Ar/Tt.Ar, Tt.Ar, Ct.Ar, Ct.Po
e Ct.Th), ndo foram detectadas diferencas significantes entre os animais adultos.
Entretanto, as ratas na periestropausa que realizaram TF apresentaram aumento na
area cortical total (Tt.Ar; p = 0,0035) e pMOI bem como diminuicdo na porosidade
cortical (Ct.Po) quando comparado as ratas do grupo V/NEX. A comparacdo da
espessura cortical média (Ct.Th) entre ratas adultas e velhas evidenciou que esse
parametro é maior nas ratas velhas que realizaram ou néo TF.

A andlise do osso trabecular (Fig.10) de ratas adultas ndo evidenciou diferencas
significantes entre A/INEX e A/EX. Nas ratas velhas foi detectado aumento da fragc&o
o0ssea (BVI/TV; p = 0,0033), numero trabecular (Tb.N; p = 0,0004) e espessura
trabecular (Tb.Th; p = 0,0069) em comparacao as ratas do grupo V/NEX. O maior
namero de trabéculas nas ratas V/EX resultou em menor separacdo trabecular
(Tb.Sp), a qual também contribuiu para diminuir a area medular 6ssea. Destacamos a
menor porosidade trabecular (Th.Po) nas ratas velhas apds o TF comparadas as ratas
VNEX (p = 0,0006). Quando comparamos as ratas adultas e velhas nao exercitados,
verificamos menor BV/TV e Tb.N e maior Th.Po e Th.Sp nas ratas velhas (Fig. 10).
Estes resultados foram revertidos nas fémeas velhas apoés a realizagéo do TF. Two-
way ANOVA demonstrou interacdo significante entre idade e TF em relacdo a BV/TV
(p = 0,0009), Th.Th (p = 0,0003), Th.N (p = 0,0011), Th.Po (p = 0,0010) e DA (p =

0,0179).
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Fig 9. Microarquitetura 0ssea cortical ex vivo. A area cortical total (Tt.Ar), area 6ssea
cortical (Ct.Ar), fracdo da area cortical (Ct.Ar/Tt.Ar), espessura cortical média (Ct.Th), porosidade
cortical (Ct. Po) e momento de inércia polar médio (pMOI) do colo do fémur de ratas adultas e velhas
que fizeram ou né&o treinamento de for¢ca durante periodo experimental foram obtidos por
microtomografia computadorizada. Analise estatistica foi feita com ANOVA (Two-Way; GraphPad
Prism 6.0), seguido por teste post-hoc de Tukey (p<0.05) paa analisar o efeito do treinamento de forca
(TF) e quaisquer interacbes (TF § ldade). Abreviacdes e simbolos: ANEX= ratas adultas n&o
exercitadas; AEX= ratas adultas + treinamento de forca; VNEX = ratas velhas ndo exercitadas; VEX=
ratas velhas + treinamento de forga; 8-10 animais por grupo. *p < 0,05 vs ANEX; #p < 0,05 vs VNEX;
+p < 0,05 vs AEX;
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Fig. 10 Microarquitetura 0ssea trabecular ex vivo. O volume da fragdo 6ssea (BV/TV),
espessura trabecular (Tb.Th), ndmero trabecular (Th.N), separacdo trabecular (Tb.Sp), porosidade
trabecular (Th.Po) e grau de anisotropia (DA) do colo do fémur de ratas adultas e velhas que fizeram
ou nao treinamento de forca durante periodo experimental foram obtidos por microtomografia éssea.
Analise estatistica foi feita com (Two-way; GraphPad Prism 6.0), seguido por teste post-hoc de Tukey
(p<0.05) para analisar o efeito do treinamento de forca (TF) e quaisquer interacbes (TF § Idade).
Abreviacbes e simbolos: A/INEX= ratas adultas ndo exercitadas; A/EX= ratas adultas + treinamento de
forca; VINEX = ratas velhas ndo exercitadas; V/EX= ratas velhas + treinamento de for¢a; 8-10 animais
por grupo. *p < 0,05 vs A/NEX; *p < 0,05 vs A/EX; *p <0,05 vs V/NEX.



3.5 Quantificacéo, por western blotting, de proteinas envolvidas na
via de sinalizacao de AKT total, pAKT, ERK 1/2 total, pERK
(Tyr202) e pERK(Thr204) de ratas ap0s a realizacdo do TF

Foram amostradas através de analise por Western Blot as atividades de
proteinas-chave como AKT e ERK1/2 e suas porc¢des fosforiladas p-AKT (Serd73), p-
ERK (Thr202/Tyr204) respectivamente (Fig. 11). As intensidades das bandas para
cada proteina amostrada foram medidas utilizando-se software especifico Image-J
(National Institutes of Health). A influéncia do TF foi suficientemente capaz de modular
a expressao de AKT e p-AKT em ratas adultas submetidas a treinamento de forgca
guando comparadas a A/NEX, aumentando a sua expressdo. Nas ratas em
periestropausa, nao foi detectada modificacdo em AKT na sua forma total apds a
realizacdo do TF. Entretanto, a por¢cdo fosforilada da AKT (Ser473) apresentou
guantificacdo maior nas ratas peristropausadas quando comparada com as ratas
adultas e apés a realizacao do TF foi detectado reducao na fosforilacdo de AKT em
Ser473 se comparados a A/EX e VINEX. A analise da expressdo ERK 1/2, por
W estern blot, demonstrou a ndo ocorréncia de alterac&o expressiva na quantidade de
ERK1/2 total avaliada entre os grupos experimentais adultos. Nos animais velhos, a
guantificacdo evidenciou maior expressdo de ERK 1/2 apos a realizacdo do TF em
relacdo a V/INEX. Em relacédo aos residuos passiveis de fosforilagdo de ERK 1/2,
houveram altera¢cdes diferentes das observadas em seu perfil total e entre os grupos
experimentais. Em ratas adultas exercitadas em ambos residuos Thr202 e Tyr204
houve aumento da fosforilacdo, quando se compara ratas as quais nao fizeram TF. O
gue se contrapde a tendéncia de reducdo em sua forma total. Contrariamente, em
V/IEX a fosforilacdo dos residuos analisados foi expressivamente reduzida em

comparacao a V/INEX e A/JEX (Fig. 11-12).
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Fig.11: Marcadores metabolicos. Determinagéo das proteinas AKT, pAKT, ERK1/2, pERK1/2, do

fémur de ratas adultas e velhas que realizaram (A/EX; V/EX) ou ndo treinamento de for¢a (A/NEX;
V/NEX) durante 120 dias.



3.6 Quantificacdo, por western blotting, das proteinas Beclina-1,
LC3-I/ll e SQSTM-1/p62 envolvidas na via de sinalizacdo da
autofagia das células 6sseas de ratas ap0Os a realizacdo de TF

Foram analisadas também os marcadores autofagicos beclina-1, LC3-l/ll e
SQSTM-1/ p62. Em nosso estudo, a expressao de beclina-1 foi maior em ratas adultas
gue realizaram TF em comparacgado as que nao realizaram treinamento. Também em
ratas na periestropausa e que fizeram TF, houve elevagdo de sua expressao quando
comparada a ratas que nao fizeram TF, de modo que suas expressdes ficaram
préximas ao observado nas ratas do grupo A/EX. Analisando os resultados
representativos para LC3 | (citoplasmética) e Il (conjugada a membrana do
autofagossomo ou lipidada), pode-se observar que tanto em sua forma citoplasmatica
guando em sua forma lipidada, houve maior expressdo em A/EX quando comparadas
a A/NEX. Em V/EX pode-se observar reducéo na expressao desta proteina em relacéo
a A/EX e VINEX. De maneira geral, grupos A/NEX e V/EX possuem menor expressao
de LC3 I/ll do que grupos A/EX e VINEX. Em p62 foi possivel amostrar reducéo de
sua expressdo quando comparando A/NEX e V/NEX, sendo a reducdo mais
acentuada apo6s a realizacdo do TF tanto em ratas adultas quanto nas

periestropausadas.
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Fig.12: Marcadores autofagicos. Determinag&o das proteinas Beclina -1, LC3 1/2 e SQSTM-1/p62

do fémur de ratas adultas e velhas que realizaram (A/EX; V/EX) ou néo treinamento de forca (A/NEX;
V/NEX) durante 120 dias.
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Fig. 13: Andlise por Western blot realizado para avaliar a expresséo e atividade representativa de

proteinas do fémur de ratas adultas e velhas que realizaram (A/EX; V/IEX) ou nao treinamento de forca

(A/NEX; VINEX) durante 120 dias. Graficos em barra representam valores de intensidade de banda.



4. Imunomarcacao para RUNX-2, FAL, OCN e beclina-1 no colo do

fémur apés TF no periodo do envelhecimento

Para verificar as alteracdes no colo do fémur das ratas que realizaram ou nao
TF foram realizadas marcagdes imunoistoquimicas para RUNX-2, FAL, TRAP, OCN
e beclina-1 (Fig. 13). As imunomarcacfes para RUNX-2 ndo demonstraram alteracfes
significantes quando analisadas entre os grupos de ratas adultas. Por outro lado, nas
ratas no periodo da periestropausa apresentaram imunomarcacdo reduzida deste
fator de transcricdo, o qual é fundamental para a diferenciacdo de osteoblastos. A
anadlise realizada nos fémures das ratas periestropausadas e que realizaram o TF,
evidenciou aumento de imunomarcacdo de RUNX-2, equivalente a detectada no
animal adulto. Similarmente, o grupo A/EX quando comparadas as que nao fizeram
TF (A/NEX) possuiram marcacdo elevada para FAL no colo do fémur. Resposta
similar foi constatada para ratas periestropausadas que realizaram TF em relacéo a
VI/NEX, 0 que sugere maior mineralizacdo no colo femoral do grupo V/EX. Visto que
marcacado elevada para RUNX-2 e FAL foram observadas, o que constata perfil pro-
formacdo 6ssea, nos hipotetizamos que possivelmente o TF também pudesse
influenciar a marcacdo para OCN, importante regulador da mineralizacdo e da
homeostase de ions célcio. Nossos resultados demonstram que o hipoestrogenismo
causado pelo avanco da idade reduziu as concentragdes de OCN quando observados
comparativamente entre A/INEX e V/INEX. Apoés a intervencao do TF, observou-se que
A/EX foi mais responsivo para a marcacdo de OCN no colo do fémur quando
comparada a A/NEX, mas o TF também participou no aumento da imunomarcagcao
em ratas do grupo VEX em relacdo a V/NEX. Adicionalmente, como descrito
previamente no inicio deste trabalho, foi objetivado também avaliar o comportamento

molecular possivelmente alterado pelo TF na autofagia. Para tal averiguacdo, foi feita



marcacado para beclina-1, proteina esta que esta envolvida na regulacao autofagica e
morte celular. Os resultados obtidos mostram que em ambos os grupos EX
independentemente da idade, o TF elevou as marcacdes para beclina-1 de maneira

muito significativa.
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Fig 13: Imunoistoquimica para TRAP, RUNX-2, FAL, OCN e Beclina-1. Graficos demonstrando
valores obtidos por imunomarcacgdo para TRAP, RUNX-2, OCN e Beclina-1 na regido 0ssea cortical e
trabecular do colo do fémur de ratas adultas e na periestropausa que néo realizaram TF (barras claras)
e que realizaram TF no periodo de 120 dias (barras escuras). Cada coluna representa media + erro
padrdo da média (EPM). Analise estatistica realizada com teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis,
seguido por pds-teste de Newman-Keauls. Fotomicrografias mostrando osteoclastos TRAP-positivos
(A), osteoblastos RUNX2-positivos (B), osteoblastos FAL-positivos (C), osteoblastos OCN-positivos (D)
e ostedcitos BCN-positivos (E). Indicagbes acima das barras representam comparacdes entre 0s
grupos experimentais e seus valores de significancia estatistica. * = p<0,05, ** p=0,01, *** = p<0,001.



Discusséao

O proposito deste estudo foi avaliar as propriedades da microestrutura cortical e
trabecular juntamente com marcadores autofagicos no colo do fémur de ratas no
periodo da periestropausa apos realizacdo de treinamento de forca. Nossa hipétese é
de que a carga aumentada durante o exercicio em ratas velhas atue como estimulo e
potencialize resposta osteogénica melhorando sua estrutura cortical e trabecular além
de aumentar autofagia. Os resultados indicaram que 12 semanas de treinamento de
forca com aumento progressivo de cargas contribuiu para aumento significante na
area, espessura e numero trabecular, além de reducéo da porosidade trabecular nos
animais do grupo V/EX comparados aos animais do grupo V/INEX. A importancia
deste estudo é demonstrar como o treinamento de for¢ca pode ser relevante alternativa
para evitar condicdes de baixa qualidade 6ssea, possivelmente contribuindo para a
reducédo da incidéncia de fraturas no colo do fémur que é a causa da maior parte de
morbidade e mortalidade (Karlsson e Rosengren, 2012).

A osteoporose, além de seus componentes genéticos (Huang et al., 2003; Huang
e Kung, 2006; Makovey et al., 2007; Ralston, 2007), tem sido associada com a falta
de atividade fisica, a qual agrava os efeitos do envelhecimento em mulheres
(Bainbridge et al., 2004; Heidari et al., 2015; Huovinen et al., 2016). Neste estudo, n6s
utilizamos modelo em envelhecimento de ratas como descrito em estudos anteriores
de nosso grupo (Ferreira et al., 2015; Nicola et al., 2016), sendo que este modelo n&o
esta ligado a qualquer tipo de tratamento ou procedimento, como a ovariectomia para
determinar perfil hipoestrogénico, diferente disso, o animal passou pelo processo
fisiologico do envelhecimento até alcancar a idade de 21 meses. Com base nos
resultados obtidos em estudos anteriores (Ferreira et al., 2015; Nicola et al., 2016;
Singulani et al., 2017), nés utilizamos ratas naturalmente envelhecidas, modelo com

escassa descricdo na literatura, considerando a avaliacdo do ciclo estral para validar



0 periodo de periestropausa nestes animais, periodo semelhante a perimenopausa
em mulheres.

A maior parte dos estudos que investigam a influéncia do exercicio na massa
0ssea tanto em humanos quanto em animais envolvem atividades como natacéo
(Gémez-Bruton et al., 2016), corrida (Kirk et al., 1989), ciclismo (Nagle e Brooks,
2011), corrida em roda (Newhall et al., 1991), saltos (Notomi et al., 2000) e corrida em
esteira (Peng et al., 1994). Como tal, compreender como a microarquitetura 6ssea se
adapta a tenséo causada pelo treinamento de for¢ca € altamente relevante, sendo que
a habilidade do osso em resistir a fratura é dependente de sua distribuicdo espacial
(macro e microarquitetura) e ndo somente de sua massa 6ssea (Brandi, 2009). A
acumulac¢ao de microdanos e alteracdes na morfologia causadas pelo envelhecimento
sdo tipicas do remodelamento prejudicado (Karim e Vashishth, 2011). Nossa
avaliagc&o por DEXA de todo o osso demonstrou reduzida DMOa em V/EX a qual de
fato ndo significa que o TF néo fora capaz de melhorar a massa 6ssea nestes animais.
Em concordancia com isto, ja € conhecido que a resisténcia a fratura depende da
guantidade de tecido mineralizado presente (tamanho e densidade, algumas vezes
referidos como DMO) e varios outros fatores que estdo relacionados a “qualidade
Ossea”. Estes fatores incluem composicdo (porcentagem de peso de cada
componente), mineralizacéo (organizacao do mineral e seu tamanho e perfeicao dos
cristalitos), ligagdes cruzadas de colageno, contetudo de colageno, microarquitetura,
presenca de micro rachaduras e morfologia (Ruppel et al., 2008). A composi¢cao
heterogénea do osso formado por estes fatores pode variar com o estado de saulde,
doenca e terapias farmacologicas. Entre outras alteragdes, o envelhecimento diminui
a heterogeneidade desta composi¢cdo induzindo o aumento dos tipos de ligacdes
cruzadas de colageno (enzimaticas e ndo enzimaticas) resultando em melhora da

forca mecanica (osso mais quebradi¢co) (Boskey, 2013). Portanto, para usar DMOa



como unico indice para se predizer o risco de fratura pode néo ser adequado, tendo
em vista que este inter-relacionamento pode ser desproporcional (Haussler et al.,
2007; Seeman et al., 2008).

As estimulacdes das tensbes causadas pelo exercicio estdo ligadas ao
envolvimento de moléculas de adesao celular como integrinas e caderinas. A primeira
transduz sinais da matriz extracelular (MEC) para componentes extracelulares e vice-
versa, o ultimo agindo através de suas interligacbes com citoesqueletos de células
vizinhas. A deformacédo da membrana celular e também o estresse de cisalhamento
mediado pelo fluxo fluido nos canaliculos dos ostedcitos resulta em alteracbes nas
ligagcbes entre integrinas e MEC/ caderinas e células vizinhas, modificando a
organizacao do citoesqueleto e a adesao de proteinas nas adesdes focais e juncdes
aderentes (Carvalho et al., 2003; Amizuka, 2016; Li et al., 2016). De fato, o
citoesqueleto parece estar diretamente envolvido na regulagcdo celular das
concentracdes de Ca?*. Quando forca € aplicada, ha acumulagdo de actina no cortex
da submembrana sendo que este processo esta profundamente ligado ao influxo de
Ca**. A ativacdo de canais de cdlcio mecanossensiveis (Tipo ativado por
alongamento, tipo AS) e voltagem sensiveis (tipo- L) antecipam aresposta das células
0sseas para o estimulo mecanico (Laino et al., 2005; Robinson et al., 2010; Wen et
al., 2012). Estes processos de influxo de Ca?* e mobilizacdo de estogques internos
também tem a ativacdo de vias de sinalizacdo envolvendo proteinas quinase como
proteina quinase ativada por mitégenio (AMPK), fosfosinositol-3-quinase (PI13K),
proteina quinase A (PKA) e proteina quinase C (PKC) (Danciu et al., 2003; Ramage
et al., 2009). A ativacdo destas proteinas converte forca mecanica em sinal
biogquimico. A regulacéo de genes envolvidos na mecanotransducao tem a acao de
complexos multiproteicos chamados mecanossomos. Movendo-se entre 0s

complexos de adeséo e o nucleo, eles podem se ligar a sequéncias especificas nos



genes promotores mecanossensiveis, regulando sua expressao (Pavalko, Gerard, et
al., 2003; Pavalko, Norvell, et al., 2003; Bidwell e Pavalko, 2010b; a).

Em nosso estudo, nos utilizamos o treinamento de for¢ca feito em escada adaptada
para ratos, estratégia que ja tem sido utilizada em outros estudos associados com
jungdes neuromusculares de machos adultos e velhos (Deschenes et al., 2015),
hipertensdo (Anunciacao et al., 2016), perda 0ssea em ratos obesos (Tang et al.,
2016) ou perda 6ssea devido ao hipoestrogenismo/ envelhecimento (Stringhetta-
Garcia et al., 2016; Singulani et al., 2017). Nosso programa de treinamento induziu
melhoras na capacidade de carregamento voluntario maximo (Fig.1A), o qual resultou
em peso corporal final mais baixos (Tabela — 1), similarmente com os resultados de
Stotzer e colaboradores (Stotzer et al., 2015) em estudo com ratas ovariectomizadas
que efetuaram sessdes de escalada em escada. E importante notar as diferencas de
resposta entre 0sso cortical e trabecular ao treinamento de forgca. Menor porosidade
cortical e momento de inércia polar foram verificados nas ratas velhas que realizaram
TF. A andlise da porosidade cortical e a constatacdo de maior porcentagem deste
pardmetro nos animais V/NEX evidencia aumento no numero e tamanho dos poros
pela aderéncia de cavidades de remodelamento adjacentes (como por exemplo,
canais Haversianos), aumento na superficie disponivel para remodelamento do cértex
resultando em menor forca e resisténcia 0ssea a compressado (Seeman, 2008).
Sendo que esta perda 6ssea é reconhecida como processo de “trabecularizagdo” do
0sso cortical, o TF surge como agente para evitar este processo no periodo do
envelhecimento (Bala e Seeman, 2015; Bala et al., 2015).

Adicionalmente, no processo do envelhecimento ha menor momento de inércia
polar (medida geométrica da resisténcia a compressao/ torséo), o qual resulta em
forca 6ssea cortical menor (Burstein et al., 1976; Augat e Schorlemmer, 2006; Malo et

al., 2013). Nosso estudo demonstra que o0 momento de inércia polar foi reestabelecido



em ratas velhas ap6s TF. Tomados juntos tanto a melhora na porosidade cortical e no
momento de inércia polar resulta em osso cortical mais fortalecido. Nossos resultados
demonstram aumento na area cortical total, a qual pode estar relacionado a maior
resposta do periosteo do que endocortical ao TF como similarmente observado em
estudo com ratas ovariectomizadas (Notomi et al., 2003). Mais estudos investigando
as propriedades do coértex 6sseo sdo necessarios, sendo que neste sitio ocorre
significante diminuicdo 0ssea na idade avancada (Bala et al., 2015).

Apo6s o TF foi possivel verificar respostas significantes para a maior parte dos
parametros avaliados no o0sso trabecular. Os animais que realizaram TF
apresentaram, na regido do colo do fémur, maior volume de tecido 6sseo, maior
namero e espessamento de trabéculas. Isto resultou em menor separacdo entre
trabéculas e elevado grau de anisotropia. E importante notar também, que a
porosidade trabecular foi menor, a qual assegura que 0 0SSO possa ser mais resistente
a fratura. O osso trabecular obteve maior volume 6sseo do que o 0sso cortical, sendo
assim exposto a maior remodelamento o qual resulta em perda 0ssea mais rapida do
gue o osso cortical (Seeman, 2008).

E altamente importante ressaltar que as respostas analisadas para 0sso trabecular
neste estudo tiveram interacdo predominante entre idade e treinamento na maior parte
da avaliacdo. A melhora 6ssea em animais de 7 meses nao é tdo visivel quanto em
animais velhos. Animais adultos, que ndo tém seu turnover 6sseo afetado pelo
hipoestrogenismo, apresentam manutencdo da massa 0ssea causada pelo TF. Por
outro lado, em animais velhos, TF pode evitar a perda 6ssea durante o envelhecimento
algumas vezes retornando alguns aspectos similarmente aos observados em animais
adultos, o qual nos permite acertar que quanto mais precoce a aplicagcdo do TF menos
massa 0ssea serd reduzida durante o periodo do envelhecimento. A realizacdo do

exercicio fisico, mais especificamente do TF, é das mais importantes intervencoes



para retardar a sarcopenia/ osteopenia e os eventos relacionados a esta condi¢céo
como por exemplo, a osteoporose. Cada vez mais é possivel associar os beneficios
deste tipo de treinamento ndo somente aos parametros 6sseos e musculares
esqueléticos, mas também a melhora cognitiva e social de pessoas idosas.

AKT é uma proteina reguladora mestre da longevidade, sendo estimulada por fator
de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) e insulina (Houtkooper et al., 2010).
Nossos resultados mostram que a quantidade total de AKT nédo foi modificada pelo
treinamento mas reduziu a fosforilagdo de AKT em Ser473 em V/EX. AKT em Ser473
é fosforilada por mTORC2 e apds sua ativagao, transloca-se para o nucleo afetando
a atividade de varios fatores transcricionais (Vadlakonda et al., 2013). Tem sido
demonstrado que reduzir, mas nao obliterar a atividade de AKT aumenta o tempo de
vida de leveduras a mamiferos (O' Neill, 2013). Suas fun¢gdes no envelhecimento
relacionam-se inclusive a doencas como Alzheimer (Lee et al., 2009). AKT elevada
em osteoblastos e osteoclastos demonstrou também levar a osteopenia por baixo
turnover em ambas as células (Kawamura et al., 2007). Outros demonstraram que
AKT pode prejudicar a transativacao de BIM (potente pro-apoptotico em osteoblastos)
pela fosforilagdo de FOXO3a (Tran et al., 2003). A ablacéo total de AKT também reduz
a fertilidade e torna o animal menor em tamanho, além de diminuir a massa cortical e
trabecular. Em osteoblastos, a deficiéncia de AKT causa trés anormalidades celulares
autbnomas: aumentada susceptibilidade a apoptose, diferenciacdo e funcao
suprimida e expressao reduzida de RANK-L para suportar a osteoclastogénese
(Kawamura et al.,, 2007). O treinamento de forca ndo sendo capaz de reduzir
totalmente AKT, mas sim, de atenuar sua expressdo no 0sso de ratas velhas
demonstra ser benéfico, especificamente evitando os efeitos osteopénicos tanto de
supressdo como de sua amplificacédo elevadas. Agindo sinergisticamente com AKT

esta ERK1/2, ambos ativam mTORCL1 o qual tem funcdo inibitoria sobre a autofagia



(Winter et al., 2011). Em nosso estudo, ERK1/2 foi elevada em ratas velhas que
fizeram treinamento de forca, mas sua fosforilagdo foi reduzida em seu residuo
Tyr204, mas nao reduziu a fosforilagdo em Thr202. ERK1/2 assim como AKT, estimula
a proliferacao celular sob influéncia de fatores de crescimento e, adicionalmente, sua
sinalizacdo regula autofagia e a expressao de genes lisossomais (Dibble e Manning,
2013). Tem sido demonstrado que ERK1/2, LC3 e p62 possuem interrelacéo,
sugerindo crosstalk bidirecional entre ERK e autofagia, além de ERK se localizar na

face extraluminal do autofagossomo (Kim et al., 2014; Kim e Lee, 2014).

Adicionalmente, avaliamos por imunoistoquimica regido do colo do fémur que
demonstrou que o TF aumentou a marcacédo para beclina-1, OCN e FAL em ambos
0S grupos adultas e velhas que realizaram TF. Também se constatou aumento da
marcagao para RUNX-2 em V/EX. As marcagdes para OCN e RUNX-2 corroboram
com resultados de trabalho prévio de nosso grupo (Stringhetta-Garcia et al., 2016).
Estes resultados demonstram que especificamente o colo do fémur foi estimulado pelo
TF, demonstrando a importancia deste estimulo para maior atividade osteogénica
nessa regido, além de possivelmente estimular o inicio da atividade autofagica

baseada na elevada marcacéo de beclina-1.

Baseados nisso, visdo clara sobre os beneficios do TF € importante para a
populacéo geral. Este estudo contribui para a compreensao de como 0 0sso se adapta
ao TF. Sem precedentes, nossos resultados demonstram respostas interessantes que
0 0sso pode desenvolver para este tipo de estimulacéo no periodo da periestropausa/
perimenopausa.

Em suma, nossos dados demonstram que o treinamento de forca no modelo de
ratas velhas foi efetivo na melhora da massa e estrutura 6ssea no colo do fémur. Os
resultados indicam que o TF é estratégia valida para manutencdo da massa éssea no

envelhecimento e previne essa perda temporal se aplicado precocemente. Essa



by

reducdo na diminuicdo Ossea pode estar intrinsicamente ligada a manutencao
autofagica, de modo que a intervencdo do TF foi capaz de regular positivamente a
autofagia no tecido 6sseo. Essas modificacdes parecem ser, pelo menos em parte,
resultado da remodelacédo 6ssea mais equilibrada em ratas velhas. A utilizacdo deste
modelo em ratas pode levar a maior compreensao de como o exercicio de for¢ca pode
ser efetivo em aumentar a massa 0ssea e em mitigar a diminuicdo 6ssea associada a

deficiéncia hormonal e a idade.



CONCLUSAO



4 CONCLUSAO

A compreensdo dos mecanismos celulares responsaveis pela
mecanotransducdo no 0sso € essencial para o desenvolvimento de estratégias de
exercicio e farmacéuticas voltadas para o aumento e/ou prevencao da diminuicdo de
massa em tecidos criticos no envelhecimento e hipoestrogenia. Com base nos
resultados obtidos, reducéo da diminuicdo 6ssea pode estar intrinsicamente ligada a
manutencao autofagica, de modo que a intervencdo do TF foi capaz de regular a
autofagia no tecido 6sseo. Essas modificacdes parecem ser, pelo menos em parte,
resultado da remodelagéo 6ssea mais equilibrada em ratas velhas. A utilizac&o deste
modelo em ratas pode levar a maior compreensao de como o exercicio de for¢ca pode
ser efetivo em aumentar a massa 0ssea e em mitigar a osteopenia durante o periodo
de envelhecimento.

Nosso estudo nédo so contribui, mas também confirma o potencial do treinamento
de forca como meio extremamente importante e estrategicamente exequivel néo
somente como tratamento, mas como prevengao da osteoporose. Mostrando assim,
gue os efeitos do exercicio fisico, especialmente o treinamento de for¢a ndo limitados
pela idade. Além disso, adiciona e abre questionamentos de como é regulado o
metabolismo 6sseo a nivel molecular pés — exercicio através de importante meio de

protecédo e sobrevivéncia celular como a autofagia.
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