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do fémur nos diferentes grupos experimentais. Cada coluna representa mediana, primeiro e
terceiro quartil. Andlise estatistica ANOVA de duas vias, seguida pelo pés teste de Tukey (p
< 0.05) para avaliar os efeitos do TF e Ral, ou interagdes dos tratamentos (TF*Ral).
Abreviagdes e simbolos: + efeitos isolados de Ral, # efeitos isolados de TF, * interagdo de
TF*Ral, *vs NT-NaCl. TF = treinamento de for¢a; Ral = raloxifeno; TF*Ral = intera¢do de
TF e Ral; OCN = osteoclacina; TRAP = fosfatase acida resistente ao tartarato; NT-NaCl =
ndo treinadas e tratadas com veiculo; NT-Ral= ndo treinadas e tratadas com Ral; TF-NaCl =

treinadas e tratadas com veiculo; TF-Ral = treinadas e tratadas com Ral. ......................oo. 68



Figura 20: Perimetro de osteoclastos / perimetro trabecular (Oc.Pm/Tb.Pm) do colo do fémur
de ratas Wistar na periestropausa que realizaram TF ou ndo, tratadas durante 16 semanas com
NaCl ou Ral avaliado através de células TRAP-positivas na técnica imunoistoquimica
analisadas pelo software Imaje J. Cada coluna representa media + erro padrdo da média
(EPM). Analise estatistica ANOVA de duas vias, seguida pelo pods teste de Tukey (p < 0.05)
para avaliar os efeitos do TF e Ral, ou interacdes dos tratamentos (TF*Ral). Abreviacdes e
simbolos: + efeitos isolados de Ral, # efeitos isolados de TF, * interacdo de TF*Ral; TF =
treinamento de forca; Ral = raloxifeno; TF*Ral = interacdo de TF e Ral; NT-NaCl = nao
treinadas e tratadas com veiculo; NT-Ral= ndo treinadas e tratadas com Ral; TF-NaCl =

treinadas e tratadas com veiculo; TF-Ral = treinadas e tratadas com Ral. ............................. 69

Figura 21: Expressao relativa de RNAm por PCR em tempo real do fémur de ratas Wistar na
periestropausa que realizaram TF ou nio, tratadas durante 16 semanas com NaCl ou Ral. (A)
Runx2, (B) Sp7, (C) Alp, (D) Bsp, (E) Ocn, (F) Rank, (G) Rankl, (H) Opg, (I) Trap,(J) Ctsk.
Os valores foram normalizadospor B-actina. Cada coluna representa media + erro padrao da
média (EPM). Analise estatistica ANOVA de duas vias, seguida pelo pos teste de Tukey (p <
0.05) para avaliar os efeitos do TF e Ral, ou interagdes dos tratamentos (TF*Ral).
Abreviagdes e simbolos: + efeitos isolados de Ral, # efeitos isolados de TF, * interacao de
TF*Ral, *vs NT-NaCl; bys NT-Ral; “vs TF-NaCl. TF = treinamento de for¢a; Ral =
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Figura 22: Western Blot de TRAP ¢ p-ERa do fémur de ratas Wistar na peristropausa que
realizaram TF ou ndo, tratadas durante 16 semanas com NaCl ou Ral. Analises de proteinas
por Western blot de p-ERa(A) eTRAP(B). Quantificacio proteica dep-ERa (C) e TRAP (D)

por densitometria utilizando I/maje J.Os valores foram normalizados por B-actina. Cada



coluna representa media + erro padrao da média (EPM). Analise estatistica ANOVA de duas
vias, seguida pelo pos teste de Tukey (p < 0.05) para avaliar os efeitos do TF e Ral, ou
interacdes os tratamentos (TF*Ral). Abreviacdes e simbolos: + efeitos isolados de Ral, #
efeitos isolados de TF, * interacdo de TF*Ral, *vs NT-NaCl; ®vs NT-Ral; vs TF-NaCl. TF =
treinamento de forga; Ral = raloxifeno; TF*Ral = interagdo de TF e Ral; NT-NaCl = néo
treinadas e tratadas com veiculo; NT-Ral= ndo treinadas ¢ tratadas com Ral; TF-NaCl =
treinadas e tratadas com veiculo; TF-Ral = treinadas e tratadas com Ra; p-ERa = receptor de

estrogeno fosforilado; TRAP = fosfatase acida resistente ao tartarato. ...........ccceevveeeennene. 73

Figura 23: Resumo dos efeitos principais do tratamento com Ral (estimulo quimico) e do TF

(estimulo mecanico) sobre o tecido 6sseo do colo do fémur de ratas Wistar senis............... 81



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Parametros utilizados para escaneamento dos fémures na microtomografia

O S@ cutttenutteetteeette ettt e ettt e et e e bt e ettt e a et e e b et e a bt e eb et e e abee e bt e e ea bt e e bt e e e bt e e eabe e e bee e eabeeeenteeeabeeenteas 49
Tabela 2: Parametros utilizados para reconstru¢do das imagens no software NRecon........... 49
Tabela 3: Concentragdes de RNA (ng/ull) das amostras analisadas............cccceeevreveerreennnnnne. 54

Tabela 4: Peso corporal final, peso uterino/100 g de peso corporal e concentragdo plasmatica
de estradiol (pg/mL) de ratas Wistar fémeas envelhecidas que realizaram ou ndo treinamento
de forga, tratados durante 16 semanas com NaCl ou Ral. Os valores representam a média +
EPM. NT-NaCl = ndo treinadas e tratadas com veiculo; NT-Ral = ndo treinadas e tratadas
com raloxifeno; TF-NaCl = treinadas e tratadas com veiculo; TF-Ral = treinadas e tratadas

COM TALOXITEIIO 1.eeeeieeeee ettt e e e ettt e e e e e e e e et e eeeeeeaeseaaeeeeeesessseeraneeas 59

Tabela 5: Resumo dos efeitos individuais de Ral, TF e interagdes TF*Ral pela analise de

Variancia ANOV A d€ AUAS VIAS......uueeeieeieeieeiieeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeeeeeeeeee—eee—————————————. 74



LISTA DE ABREVIACOES

ANOVA
BSP
BMU
BV/TV
CCMV
cDNA
Conn.Dn.
Ct.Ar
Ct.Th
Ctsk
DMO
DMOa
DNA
EDTA
ER

ERR
EUA
FA

I max

I min
IL-1

1I0F

IR

J

Kg

LH
M-CSF
Micro-CT
N

NaCl
NT
NT-NaCl
NT-Ral
OCN
ONU
OPN
OPG
OSTERIX (Sp7)
OVX
p-ERa
PCR
PVDF
Ral

RIN
RNA
RNAmM
RANK

Analise de Variancia

Sialoproteina dssea

Unidades Basicas Multicelulares
Fragio de Volume Osseo

Capacidade de Carga Maxima Voluntaria
Acido Desoxirribonucléico complementar
Densidade de Conexodes

Area Cortical

Espessura Cortical

Catepsina K

Densidade Mineral Ossea

Densidade Mineral Ossea areal

Acido Desoxirribonucléico

Acido Etilenodiamino Tetra-Acético
Receptor de estrogeno

Elemento Resposta ao Raloxifeno
Estados Unidos da América

Fosfatase Alcalina

Momento Maximo de Inércia
Momento Minimo de Inércia
Interleucina 1

Fundagdo Internacional de Osteoporose
Imunoreativas

Momento Polar de Inércia
Quilogramas

Hormonio Luteinizante

Fator Estimulador da Col6onia de Macrofagos
Microtomografia 6ssea

Newtons

Cloreto de Sodio

Nao treinadas

Nao treinadas que receberam NaCl
Nao treinadas que receberam Ral
Osteocalcina

Organizacao das Nagodes Unidas
Osteopontina

Osteorpotegerina

Osterix

Ovariectomia

Receptor de estrogeno afosforilado
Reacdo em Cadeia Polimerase
Membranas em Fluoreto Polivinidileno
Raloxifeno

indice de Integridade da Amostra
Acido Ribonucléico

Acido Ribonucléico mensageiro
Receptor Ativador do Fator Nuclear Kappaf



RANKL
ROI
RUNX2
RX
SERMs
SDS
SDS-PAGE
SMI
Tb.N
Tb.Sp
Tb.Th
TF
TF-NaCl
TF-Ral
TF*Ral
TGF-B
TNF-a
TRAP
VOI
WB
Wnt

Ligante do Receptor Ativador do Fator Nuclear Kappaf}
Regido de Interesse

Fator de transcri¢do relacionado ao Rant 2

Raio X

Moduladores Seletivos do Receptor de Estrogeno
Dodecil sulfato de sodio

Eletroforese em Gel de poliacrilamida com SDS
fndice de Modelo Estrutural

Numero de Trabéculas

Separagdo Trabecular

Espessura Trabecular

Treinamento de Forca

Treinadas que receberam NaCl

Treinadas que receberam Ral

Interagdo entre TF ¢ Ral

Fator de transformac@o do crescimentof3

Fator de Necrose Tumoral o

Fosfatase Acida Resistente ao Tartarato
Volume de Interesse

Western Blot

Via de Sinalizagdo Candnica



LISTA DE SIMBOLOS

Alfa

Beta

Graus Celsius
Micrograma
Microlitro
Centimetros
Miligrama
Mililitro
Milimetro
Nanogramas
Rotagdes por Minuto
Porcentagem



Stringhetta-Garcia, Camila Tami. Influéncia do treinamento de forca associado ou néao ao
raloxifeno sobre o perfil transcricional e microestrutural d6sseo de ratas Wistar
naturalmente envelhecidas. 2017. 93f. Tese (doutorado). Faculdade de Odontologia de
Aracatuba, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2017.

RESUMO

A ocorréncia de doencas cronicas e degenerativas ¢ significativamente maior nos
organismos durante o envelhecimento, dentre elas, a osteoporose, que resulta em aumento no
numero de fraturas. As fraturas sdo as consequéncias mais dramaticas da osteoporose, sendo
que do colo do fémur ¢ a mais severa, com maior incidéncia de morbidades e mortalidade. A
menor concentracdo plasmatica de estrogénio nas mulheres menopausadas, exerce acgdo
primordial no desenvolvimento desta doenga. Desta maneira, o objetivo deste estudo foi
estudar a prevengdo da osteoporose em decorréncia do envelhecimento reprodutivo feminino,
especificamente no periodo de periestropausa, utilizando treinamento de forga (TF),
raloxifeno (Ral) ou combinagdo de TF e Ral. Durante 120 dias, ratas Wistar no periodo do
envelhecimento (18 a 21 meses) realizaram TF em escada trés vezes por semana, receberam
Ral (Img/Kg/dia) por gavagem, ou realizaram TF associado ao tratamento com Ral.
Microarquitetura 6ssea cortical e trabecular, densidade mineral 6ssea areal (DMOa), forga
o6ssea, imunoistoquimica (OCN, TRAP e SOST) e superficie de osteoclastos do colo do fémur
foram avaliadas, além de PCR (Runx2, Sp7, Alp, Bsp, Ocn, Rank, Rankl, Opg, Trap e Ctsk) e
Western Blot (p-ERa e TRAP) do tecido 6sseo de todo o fémur. Os resultados demonstram
que os tratamentos modularam o ciclo de remodelamento 6sseo de maneiras diferentes: TF
estimulou RNAm de marcadores osteobldsticos e osteoclasticos, enquanto Ral diminuiu
marcadores osteoclasticos e TF associado a Ral aumentou marcadores osteoblasticos e
diminuiu osteoclasticos. Ambos tratamentos resultaram em melhora da microarquitetura

trabecular do colo do fémur de ratas na periestropausa, todavia, apenas o TF foi capaz de



melhorar além da microarquitetura trabecular, a cortical e forga dssea. Desta maneira,
sugerimos que a realizacdo de TF, utilizacdo de Ral ou a associagdo de TF e Ral durante a
periestropausa sdo intervencdes validas na prevencdo de osteoporose em decorréncia do
envelhecimento reprodutivo feminino, porém os efeitos do TF parecem ser superiores.
Levando em consideracdo que a carga mecanica gerada pelo TF age também em tecidos ndo
esqueléticos, concluimos que TF pode ser intervengdo sistémica para osteoporose. Esses
resultados adicionam novas informacdes a literatura sobre terapéuticas preventivas para

osteoporose ¢ fornecem informagdes relevantes para estudos pré-clinicos.

Palavras-Chaves: envelhecimento, osteoporose, exercicio, cloridrato de raloxifeno, osso e

0SSOS.



Stringhetta-Garcia, Camila Tami. Influence of strength training associated or not with
raloxifene on transcriptional and microstructural bone profile of naturally aged female
Wistar rats. 2017. 93f. Tese (doutorado). Faculdade de Odontologia de Aragatuba,
Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2017.

ABSTRACT

The association of aging with osteoporosis results in an increased number of fractures.
In these fractures, the femoral neck is involved in 75% of affected women and is one of the
most dramatic possible consequences. The aim of this study was to prevent female
osteoporosis using strength training (ST), raloxifene (Ral) or a combination of ST plus Ral
during the natural female aging process, specifically in the periestropause period. For 120
total days, aging female Wistar rats at 18-21 months of age performed ST on three times per
week, and Ral was administered daily by gavage (1mg/kg/day). Bone microarchitecture, areal
bone mineral density (aBMD), bone strength of the femoral neck, immunohistochemistry,
western blotting (p-ERa and TRAP) and RT-PCR were assessed. We found that the
treatments modulate the bone remodeling cycle in different ways. Both ST and Ral treatment
resulted in improved bone microarchitecture in the femoral neck of rats in late periestropause.
However, only ST improved cortical microarchitecture and bone strength in the femoral neck.
In addition, ST stimulated mRNA levels of osteoclastic and osteoblastic markers, while Ral
decreased mRNA levels of osteoclastic markers. The combined ST plus Ral therapy increased
osteoblastic markers and decreased osteoclast markers. In this way, we suggest that SF, the
use of Ral or the association of ST and Ral during periestropause are valid interventions in the
prevention of osteoporosis due to female reproductive aging, but the effects of ST seem to be
superior, taking into account that the mechanical load generated by ST also acts on non-

skeletal tissues, we conclude that ST can be a systemic intervention for osteoporosis. These



results add new information to the literature on preventive therapies for osteoporosis and

provide relevant information for preclinical studies.

Keywords: aging, osteoporosis, exercise, raloxifene hydrochloride, bone and bones



28

REVISAO DE LITERATURA

Alteracdes na maioria dos sistemas fisiologicos que incluem degeneracdo estrutural,
perda da capacidade funcional e prejuizo na coordenagdo dentro e entre os sistemas
caracterizam o envelhecimento (MILLER et al., 1998). O estudo do envelhecimento tem
varios objetivos ¢ um deles ¢ o desenvolvimento de estratégias para prevenir ou minimizar
seus efeitos.

A Organizagdo das Nagdes Unidas (ONU) considera o periodo entre 1975 ¢ 2025 como
a era do envelhecimento. De acordo com a ONU em 2020, 80% das pessoas mais velhas do
mundo viverdo em paises em desenvolvimento e a populagdo com mais de sessenta anos de
idade sera maior do que a populagdo com menos de cinco anos (BEARD et al., 2016). Este
cenario leva a preocupagdes com estratégias para prevenir ¢ gerenciar condigdes cronicas,
além da responsabilidade pela melhoria da qualidade de vida dos idosos do mundo, que vai
muito além do setor de saude, envolve envelhecimento ativo e envelhecimento bem sucedido,
que visam aumentar a expectativa de vida saudavel e a qualidade de vida durante a velhice,
além de baixa probabilidade de doengas e incapacidades associadas a elas, boa capacidade
funcional (fisica e cognitiva) e participagdo ativa na comunidade.

Uma das maiores implicagdes no envelhecimento envolve diminui¢do progressiva da
produgdo e concentragdo plasmatica dos esterdides gonadais bem como na quantidade de
receptores de hormoénios, que com o decorrer da idade sofrem diminuigdo e submete o
organismo a estado de deficiéncia endocrina, levando ao comprometimento de varias fungdes
fisiologicas (HERTOGHE, 2004). Em mulheres na pés-menopausa concentragdes séricas de
estrogeno diminuem para aproximadamente 10 a 15% do encontrado na pré-menopausa
(KHOSLA et al., 1997). Esta reducdo no perfil hormonal que ocorre durante a senescéncia

reprodutiva feminina esta diretamente relacionada com a prevaléncia de osteoporose e baixa
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massa 0ssea. Nos EUA, estima-se que 10,2 milhdes de pessoas apresentam osteoporose ¢ 4,2
milhoes baixa massa dssea (WRIGHT et al., 2014).

Segundo WORLD HEALTH ORGANIZATION, a fratura de fémur em decorréncia da
osteoporose € 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(WHO, 2004).De
acordo com JOHNELL E CANIS (2006), a cada 3 segundos uma pessoa fratura um osso em
decorréncia da osteoporose, gerando total de mais de 8,9 milhdes de fraturas no mundo por
ano. Mesmo com este cenario alarmante, apenas duas em cada dez pessoas com fraturas
fazem acompanhamento ou tratamento para a osteoporose. O numero de fraturas Osseas
anuais decorrentes da osteoporose excede a incidéncia de ataque cardiaco, acidente vascular
cerebral e cancer de mama somados (KANIS et al., 1997).

O osso ¢ orgao que fornece rigidez, forma, prote¢do e suporte para estruturas corporais,
auxiliam a locomogao, além de ser a fonte de calcio. O tecido mais abundante no osso € o
tecido 0sseo, tecido conjuntivo especializado, mineralizado por cristais de fosfato de célcio na
forma de hidroxiapatita ([Ca3(PO4)2]Ca(OH)2) (DATTA et al., 2008).0 tecido 6sseo ¢
metabolicamente ativo, capaz de adaptar-se a estimulos mecanicos e auto reparagao de danos
estruturais durante o processo de remodelacio (BONEWALD e JOHNSON, 2008; DATTA et
al., 2008). As células que o compdem, osteoclastos, osteoblastos, osteodcitos, células
osteoprogenitoras e células de revestimento 6sseo sdo de origens distintas, se proliferam e
diferenciam em resposta a diferentes estimulos. Essas células sdo responsaveis pelos ciclos de
remodelamento 0sseo e conjuntamente sdo chamadas de unidades basicas multicelulares -

BMU (Figura 1).
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Figura 1: Representacdo esquematica das células que compdem as unidades basicas multicelulares,
responsaveis pelo ciclo de remodelamento dsseo.
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Fonte: Stringhetta-Garcia, CT; 2017.

Células da linhagem dos osteoblastos controlam a formagdo e regulam a reabsor¢do
Ossea através de sinalizagdo que controla a atividade dos osteoclastos (DATTA et al., 2008).
Para ocorrer o inicio da remodelacdo dssea, células tronco hematopoiéticas principalmente
presentes na medula 6ssea e baco sdo estimuladas a gerar células mononucleadas, as quais se
tornam pr¢é osteoclastos e sdo introduzidas na corrente sanguinea. Para que este evento ocorra
¢ necessaria a expressao do fator estimulador da colonia de macréfagos (M-CSF) (ROBLING,
CASTILLO E TURNER, 2006). 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 através da secrecdo de enzimas acidas e
hidroliticas, liberando fragmentos minerais 6sseos e colagenosos. Para que ocorra a fusdo e
diferenciacdo dos osteoclastos imaturos em osteoclastos ativos € necessaria a presenca de M-

CSF e do receptor ativador do fator nuclear Kappa (RANK - Figura 2, DATTA et al., 2008).
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Figura 2: Representagao esquematica da osteoclastogénese (esquerda) e osteoblastogénese (direita). CTH =
célula tronco hematopoiética, CMN = célula mononucleada, Pré OC = pré osteoclasto. M-CSF = fator
estimulador da colonia de macrofagos, RANK = receptor ativador do fator nuclear Kappap, CTM = célula

tronco mesenquimal, pré OB = pré osteoblasto, RUNX2 = fator de transcri¢do relacionado ao Rant 2.
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Fonte: Stringhetta-Garcia, CT; 2017.

RANK ¢ proteina que se localiza na superficie de precursores de osteoclastos e de
osteoclastos maduros e a ligagdo RANK-RANKL causa a inibicdo do apoptose dos
osteoclastos bem como estimula a diferenciacdo e ativagdo dos osteoclastos, o que causara
reabsorcao (KOSLA, 2001). A osteoprotegerina (OPQG), liberada pelos osteoblastos, tem agado
contraria, isto ¢, liga-se a RANKL inibindo sua ligagdo com RANK, e assim, a diferenciacao
e ativagdo osteoclastica (BURGESS et al., 1999; NAKAMURA et al., 2002; SCHOPPET,
PREISSNER e HOFBAUER, 2002; GRIMAUD et al, 2003; KEARNS, KHOSLA e
KOSTENUIK, 2008). Portanto, o equilibrio entre RANKL/OPG (Figura 3) ¢ essencial para a

manutengdo da homeostase dssea (BURGESS et al., 1999).
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Figura 3: Representacdo esquematica da regulagio RANK/RANKL/OPG. CTH = célula tronco
hematopoiética, CMN = célula mononucleada, Pré OC = pré osteoclasto. M-CSF = fator estimulador da
colonia de macrofagos, RANK = receptor ativador do fator nuclear Kappap, RANKL = ligante do receptor

ativador do fator nuclear KappaP, OPG = osteoprotegerina.
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Fonte: Stringhetta-Garcia, CT; 2017.

Na sequéncia do ciclo de remodelamento 6sseo, células mononucleadas da linhagem de
macrofagos € monocitos preparam a superficie aonde os osteoblastos irdo se aderir e iniciar
sua funcdo, caracterizando a fase de reversdo. A génese dos osteoblastos (Figura 2) inicia-se
com proliferacdo de células tronco mesenquimais da medula éssea e periosteo. A expressdo
de RUNX2 ¢é primordial para que as células precursoras se tornem comprometidas com a
linhagem osteoblasticas (ERIKSEN, 2010) e ndo com a linhagem de outras células também
derivadas das células tronco mesenquimais. Para que os pré osteoblastos tornem-se
osteoblastos maduros € necessaria a expressio de RUNX2, Osterix (OSX) e outros

componentes da via de sinalizagdo Wnt (GLASS et al., 2005; HU et al, 2005). Os
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osteoblastos maduros expressam colageno tipo I, fosfatase alcalina (FA), osteopontina (OPN),
sialoproteina 6ssea e osteocalcina (OCN) enzima chave no processo de mineralizagdo. Os
osteoblastos ativos secretam matriz ndo mineralizada, o ostedide, e vao se deslocando para
longe da superficie 6ssea, comecam a desenvolver prolongamentos citoplasmaticos para
manter comunicagdo com as células vizinhas. Nesta etapa, estas células sdo consideradas
osteocitos imaturos, com a mineralizagdo da matriz 0ssea, os ostedcitos ficam aprisionados na
matriz 6ssea, tornam-se maduros e passam a expressar novos genes, como SOST (ROBLING,
CASTILLO e TURNER, 2006). Os osteocitos sao células sensiveis a tensdo e atuam como
receptores mecanicos do estresse aplicado que enviam sinais para recrutar osteoblastos e
osteoclastos, resultando em ganho ou perda 6ssea (MULLENDER et al., 1996; ANDREOLI
et al., 2001; AGUIRRE et al, 2006; NOBLE, 2008; PAJEVIC, 2009). O ciclo de
remodelamento Osseo se completa quando o osso reabsorvido foi totalmente substituido e,
portanto, a quiescéncia reestabelecida.

A diminuicdo fisiolégica de massa Ossea que acompanha o envelhecimento ¢é
denominada osteopenia, porém, na situacdo em que a reabsor¢do excede a formacdo dssea,
instala-se a osteoporose, doenca que afeta milhdes de pessoas ao redor do mundo. E
caracterizada por perda de massa Ossea e deterioragdo da microarquitetura do tecido 6sseo,
levando a fragilidade 6ssea e consequente aumento do risco de fraturas.

O estrogeno tem acdo fundamental no tecido dsseo, pois estimula fatores relacionados a
diminui¢do da diferenciagdo e sobrevivéncia de osteoclastos ao mesmo tempo em que
estimula fatores relacionados com a diferenciacdo e ativagdo de osteoblastos (RIGGS, 2000;

MCCARTHY, 2003), como demonstrado na figura 4.
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Figura 4: Representagio esquematica da atuagdo do estrogeno nas células e proteinas 6sseas ( — representa
modulagdo negativa e ——< positiva). E, = estrogeno, CTH = célula tronco hematopoiética, CMN = célula
mononucleada, Pré OC = pré osteoclasto. M-CSF = fator estimulador da col6nia de macrofagos, RANK =
receptor ativador do fator nuclear Kappafs, CTM = célula tronco mesenquimal, pré OB = pré osteoblasto,

RUNX2 = fator de transcrigdo relacionado ao Rant 2.
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Fonte: Stringhetta-Garcia, CT; 2017.

A diminui¢do de estrogénio presente durante o envelhecimento reprodutivo feminino
esta associada a aumento na frequéncia de ativacdo e intensidade da remodelacdo Ossea,
existem muito mais focos de remodelamento 6sseo nas superficies endosteais na situacao de
deficiéncia de estrogeno, resultando em perda de massa 6ssea em decorréncia do balanco
negativo nas BMUs (SEEMAN, 2002) e assim, parece ser o fator mais importante na
patogénese da fragilidade 6ssea (RIGGS et al., 1998).

A fase inicial de acelerada perda de massa 6ssea ¢é caracterizada por rapida diminuigdo
de massa mineral Ossea produzida pelo aumento das BMUs, e culmina em aumento da

porosidade oOssea refletida pelo fato do remodelamento decorrer de taxa menos para mais
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elevada (PARFFIT, 1980). Uma vez que ha o balango negativo entre reabsor¢do e formagao
0ssea, quanto mais 0sso ¢ perdido, mais se agrava a osteoporose porque o desequilibrio torna-
se cada vez mais negativo (SEEMAN, 2002).

Observacdes que células hematopoiéticas quando tratadas com M-CSF e RANKL se
diferenciam em osteoclastos, sem a presenca de osteoblastos (SUDA et al, 1999),
evidenciando a funcdo dos osteoblastos na osteoclastogénese, as informagdes de que ablacdo
genética de RANK (LI et al., 2000) e RANKL (KONG et al., 1999) causam osteopetrose e de
OPG causa osteoporose (BUCAY et al., 1998), além da descoberta da importancia do
estrogeno na diferenciagdo de osteoblastos (MANOLAGAS, 2000; MCCARTHY et al, 2003)
demonstram a importéncia do funcionamento sincronico das células 6sseas, além de deixarem
evidente a dificuldade de terapéuticas que possam influenciar os diversos tipos celulares de
maneira coordenada e organizada.

A associagdo de menopausa e osteoporose tem levado a investigacdo da funcdo do
receptor de estrogeno (THOMPSON, RUBIN e RUBIN, 2012). A isoforma a do receptor de
estrogeno (ER), além de suas acdes genOmicas em prol da osteogénese, esta envolvida na
resposta adaptativa a tens@o mecanica desempenhando func¢do mecanotransdutora nas células
Osseas nao exigindo a presenca de E,, embora o mesmo atue na regulagdo do numero de ER
(ZAMAN et al., 2006; SAXON et al., 2012). Ja é bem estabelecido que no periodo
menopausal ha reducdo da atividade dos ER a nas células 6sseas com consecutivo declinio da
capacidade de resposta do tecido dsseo a carga mecanica, o que determina maior agravamento
da qualidade 6ssea (RIGGS, KHOSLA e MELTON, 2002; SAXON et al., 2012) e explica o
porqué algumas mulheres na menopausa desenvolvem diminui¢do de massa 0ssea semelhante
a que ¢ observada no desuso (LEE et al., 2003). Como mecanismo compensatorio da
diminui¢do da concentragdo de estrogeno, hd aumento dos niveis de expressdo de RNAm de

ERo (RIGGS, KHOSLA e MELTON, 2002; KOSA et al, 2009; ZAMAN et al., 2010).
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Assim, a acdo da tensdo mecénica sob os ostedcitos parece influenciar na modulagdo dos
niveis de RNAm de ERa para a transcricdo do ER e na migragdo dos mesmos tanto para o
ntcleo e para a membrana celular, tornando-os aptos para recepgdo dos estimulos (ZAMAN
et al., 2006; ZAMANet al., 2010; WINDAHLet al., 2013). Desta forma, o ER modula as vias
de sinalizagdo ativadas mecanicamente (THOMPSON, RUBIN E RUBIN, 2012).

Diversos sdo os farmacos indicados para tratamento da osteoporose. A reposicao
hormonal € bem estabelecida, uma vez que o estrogeno atua sobre os monécitos promovendo
redugdo plasmatica de IL-1 e TNF-a (PACIFICI et al, 1989; PACIFICI, 1996). Estas
substancias estimulam a producdo de citocinas como IL-6 ¢ M-CSF, as quais regulam a fusao
e a diferenciacdo de células precursoras de osteoclastos. Consequentemente, em organismos
estrogenizados, ha diminuicao na formagd@o de osteoclastos (PACIFICI, 1996). Além de atuar
sobre os osteoblastos, via receptores oo (BONNELYE e AUBIN, 2002), induzindo a sintese de
matriz 6ssea (CHOW, LEAN e CHAMBERS, 1992), o estrogeno também promove a
liberagdo de fatores, como TGF-B, que atuam sobre os osteoclastos (OURSLER et al., 1991),
inibindo a reabsor¢do Ossea e estimulando a morte dos osteoclastos (HUGHES et al., 1996).
Além disso, através da experimentacdo in vitro (KAMEDA et al., 1997), foi observado a
apoptose de osteoclastos tratados com 178B-estradiol, sugerindo agdo direta sobre essas células,
nas quais a presenca de receptores oo (BONNELYE et al,, 2002) e B especificos para o
estrogeno foi demonstrada. Contudo, efeitos colaterais como ganho de peso e risco de
carcinoma de mama e de endométrio sdo preocupantes (GIACOMINI e MELLA, 2006).

Visando alternativas para agdo agonista do estrogeno, a industria farmacéutica
desenvolveu os moduladores seletivos do receptor de estrogeno (SERMs). Estes farmacos
constituem classe de moléculas ndo hormonais com alta afinidade de ligacao aos receptores de
estrogeno e podem funcionar como agonistas (0ssos) ou antagonistas (mama e endométrio) do

estrogeno na dependéncia do tecido-alvo. O mecanismo de a¢do molecular deste SERM
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envolve afinidade alta de ligagdo ao ER (semelhante ao estradiol), que previne o acesso do
estradiol ao ER e promove alteracdo espacial do mesmo, o que dificulta a sua ativagdo e
ligacdo do elemento resposta ao estrogénio. Essa condi¢do fica evidente no trabalho de
CONDI e cols. (2012) onde o uso de estradiol associado ao raloxifeno (Ral) ndo trouxe
beneficios aditivos na qualidade 6ssea de ratas ovariectomizadas. No tecido 6sseo, assim
como em outros tecidos ndo reprodutivos, o Ral liga-se ao ER e na presenga de proteinas
auxiliares pode ativar sequéncia especifica do DNA, conhecida como Elemento Resposta ao
Raloxifeno (ERR), assim, grupo de genes responsaveis pela a¢do agonista do estradiol sdo
ativados e isso pode explicar como o Ral exerce o efeito agonista do estrogeno (RIGGS e
PARFITT, 2005; REY et al., 2009).

O Ral apresenta outras agdes diretas no tecido 6sseo, desencadeando diminuicao de IL-
6, TNF-a o que causa decréscimo no niimero ¢ a atividade dos osteoclastos (REY et al., 2009)
além de atuar diminuindo a expressdo de RNAm para RANKL (SLIWINSKI et al., 2009) ¢
aumento de colageno tipo I na matriz dssea (VIGUET-CARRIN, GARNERO ¢ DELMAS,
2006). Dados de nosso laboratério evidenciam que o Ral ¢ capaz de prevenir a osteopenia
induzida pelo hipoestrogenismo, através do aumento dos fatores de transcricio RUNX2 e
Osterix, assim como das proteinas OCN e OPG, além de regular negativamente TRAP e

RANKL, favorecendo a osteogénese (Figura 5, STRINGHETTA-GARCIA et al., 2016).
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Figura 5: Representagdo esquemdtica da atuagio do raloxifeno (Ral) nas células e proteinas osseas ( =]
representa modulagdo negativa e —— positiva). Ral = raloxifeno, CTH = célula tronco hematopoiética,
CMN = célula mononucleada, Pré OC = pré osteoclasto. M-CSF = fator estimulador da colonia de
macroéfagos, RANK = receptor ativador do fator nuclear Kappaf}, TRAP = fosfatase 4cida resistente ao
tartarato, CTM = célula tronco mesenquimal, pré OB = pré osteoblasto, RUNX2 = fator de transcri¢ao

relacionado ao Rant 2, OCN = osteocalcina, OPG = osteoprotegerina.
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Fonte: Stringhetta-Garcia, CT; 2017.

4

O processo de remodelacdo Ossea também ¢ influenciado por forgas mecénicas. E
consenso na literatura que atividades fisicas com maior sobrecarga, bem como o treinamento
de forca (TF) causem estimulos osteogénicos devido ao aumento do estresse mecanico. Esse
efeito osteogénico parece ser maior em individuos que praticam exercicios de sobrecarga ou
que envolva grande for¢a muscular do que aqueles com menor ou nenhuma sobrecarga, uma
vez que a densidade mineral 6ssea (DMO) ¢ menor nestes individuos (MENKES et al., 1993).
A atividade fisica tem multiplos efeitos benéficos na prevengéo e tratamento da osteoporose.
Os estimulos osteogénicos decorrentes do aumento do estresse mecanico reduzem a perda de

massa, proporcionam osteoblastogénese (BOSKEY e COLEMAN, 2010) e atuam na
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manuten¢do da DMO (Menkes et al., 1993). Existem muitos pontos de discussdo sobre qual
melhor método de TF, levando em consideracdo tipo de exercicios, a intensidade e o periodo
necessario para se obter a resposta 0ssea, além das consideracdes individuais dos praticantes
(CADORE, BRENTANO e KRUEL 2005).

A realizagdo de TF, que exige geracdo de forca muscular significante, parece ser
modalidade que mais causa estimulos osteogénicos. STENGEL e colaboradores (2005)
demonstraram que mulheres nos pds menopausa que realizaram exercicios que envolvem a
geragdo de grande forga muscular apresentam melhor DMO do que as que ndo realizaram ou
as que realizaram exercicios com menor impacto. BAILEY e BROOKE-WAVELL (2010)
mostram em seu estudo, que exercicios de 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. Diversas pesquisas animais demonstram agdo
favoravel dos treinamentos fisicos sobre o tecido 6sseo. SUN e colaboradores (2015)
demonstraram que em ratas de3 meses OVX, a realizacdo de treinamento em esteira melhorou
a microarquitetura dssea trabecular (BV/TV, Tb.Th e Tb.N) da epifise distal do fémur; assim
como BONNET e colaboradores (2007) que avaliaram o osso trabecular de tibias de OVX
com 8 meses que realizaram exercicio em esteira e demonstraram aumento de BV/TV, Tb.Th,
Tb.N, além de diminui¢do de Tb.Sp ¢ SMI.

Desta maneira, a agdo anabdlica 6ssea (OZCIVICI et al., 2013), associada as atuagdes
ndo esqueléticas do TF, como prevencdo da sarcopenia do envelhecimento, diminuigdo da
gordura corporal e marcadores sistémicos de inflamagdo em mulheres idosas pos-
menopausicas que realizaram treinamento resistido (BOTERO et al., 2013), em conjunto com
informagdes que durante o processo de envelhecimento ha deterioragdo dos sinais mecanicos
regulatorios, surge a viabilidade de substituir esta perda fisiologica de resposta sinais

mecanicos por estimulacdo mecanica exdgena (OZCIVICI, 2013) e salientamos a necessidade
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de pesquisas para potencial estratégia mecdnica para prevengdo ¢ manejo de diversas
alteragcdes cronicas que cercam o envelhecimento.

Apesar dos avangos na pesquisa Ossea e mineral, os mecanismos pelos quais os
exercicios de forca resultam em melhora 6ssea ndo sdo totalmente esclarecidos, em especial
durante o processo de envelhecimento. Os ostedcitos representam mais de 95% das células
osseas do esqueleto adulto (COWIN et al., 1998), mantém densa rede de conectividade com
outros osteocitos e células de revestimento 6sseo através de prolongamentos citoplasmaticos
que irradiam para fora do canal vascular central dentro dos canaliculos, o que pode permitir a
comunicagdo fluida quimica, elétrica ¢ de estresse gerada através da matriz dssea (WANG et
al., 1999) e desta forma fornecem meio de amplificagdo de sinais pela propria natureza de sua
arquitetura celular (HAN et al., 2004). Desta forma, os ostedcitos compdem as principais
células mecanossensoras do osso. A chave da agdo da carga mecénica sobre os ostedcitos
parece ocorre através da proteina esclerostina, secreta pelos ostedcitos e codificada pelo gene
SOST. A esclerostina liga-se aos receptores LPR5/6 ¢ antagonizam a via de sinaliza¢do

candnica Wnt (LI et al., 2005). A carga mecénica reduz a esclerostina no 0sso, e assim,
melhora a formag@o 6ssea, sugerindo que a regulagdo da massa 6ssea pelo estresse mecanico

se dé pela diminuicao desta proteina inibidora (Figura 6, ROBLING et al., 2008).
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Figura 6: Representagdo esquemdtica da atuagdo de SOST e esclerostina na via Wnt-f catenina. Na presenca da
ligacdo com Wnt, forma-se um complexo entre os receptores Frizzled e LRP5/ 6, permitindo que a -catenina se
acumule no nucleo, onde ird desempenhar fungdo de coactivador para TCF e ativar genes responsivos a Wnt. Na
presenca da proteina ESC, B-catenina é degradada, ndo se acumula no nucleo e desta forma ndo hé a ativagdo de
TCF para que ocorra a transcri¢do génica. SOST = gene SOST, ESC = esclerostina, Frizzled = receptor frizzled

acoplado a proteina G, LPR5/6 = Receptor de lipoproteina de baixa densidade 5/6, TCF = fator celular T, * =

degradagdo da B-catenina.
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Fonte: Stringhetta-Garcia, CT; 2017.

Estudo prévio de nosso grupo realizado com ratas na periestropausa inicial (14 a 18
meses), onde a concentragdo de estrogeno foi abruptamente diminuida através da realizagdo
de OVX, demonstrou que apo6s 120 dias de tratamento com Ral (1mg/Kg/dia) ou TF o
beneficio na prevencdo de perda de massa Ossea, deterioracdo da microarquitetura Ossea,
assim como modulag@o do ciclo de remodelamento 6sseo eram similares e que a combinacdo
de TF associado ao uso de Ral nido desencadeava beneficios aditivos (STRINGHETTA-
GARCIA et al., 2016). O presente estudo visa investigar os efeitos do treinamento de forga
associado ou ndo ao tratamento com Ral durante o envelhecimento reprodutivo de fémeas
durante a periestropausa tardia (18 a 21 meses), onde ocorre diminui¢do gradual da

concentragdo de estrogeno.
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HIPOTESE

A hipotese do presente estudo € que o dano ao tecido Osseo, frequente durante o

processo de envelhecimento de ratas Wistar, seja prevenido com a realizagdo de

treinamento de forga e potencializado com a associagdo de raloxifeno.
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JUSTIFICATIVA

Apesar dos avancos da pesquisa no campo de metabolismo 6sseo, 0s mecanismos
mecanossensores € os componentes celulares que envolvem o tecido 6sseo ndo sdo totalmente
entendidos, principalmente durante a senescéncia reprodutiva feminina. Estudos que avaliam
o ciclo de remodelamento 6sseo, evento que envolve a atuacdo dos tipos celulares presentes
no tecido 6sseo, assim como a interagdo das células e com seus precursores que servem como
elementos reguladores criticos no recrutamento, proliferagdo e diferenciagdo de osteoblastos e
osteoclastos (THOMPSON, RUBIN e RUBIN, 2012) necessitam ser investigados na tentativa
de compreender melhor a natureza multifatorial da osteoporose. Além disso, a validagdo de
métodos preventivos vistos os exagerados gastos publicos no manejo de fraturas

osteopordticas, em especial a de colo de fémur, sdo de extrema urgéncia e necessidade.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Com base no exposto, o presente estudo teve por objetivo avaliar o colo do fémur de
ratas Wistar senescentes (21 meses) apos quatro meses de realizagdo de Treinamento de Forca

(TF), administragdo de Raloxifeno (Ral) ou associag¢do de TF e Ral.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar microarquitetura 6ssea trabecular e cortical, densidade mineral 6ssea areal
(DMOa) e forca dssea do colo do fémur de ratas Wistar de 21 meses apos a realizagao
de TF, Ral ou TF/Ral.

e Avaliar fatores relacionados a mineralizagdio da matriz Ossea, através de
imunomarcagdo de OCN no colo do fémur de ratas Wistar de 21 meses apos a
realizacdo de TF, Ral ou TF/Ral.

e Avaliar a atividade de osteoclastos através de imunomarcacdo de TRAP do colo do
fémur de ratas Wistar de 21 meses apds a realizagcdo de TF, Ral ou TF/Ral.

e Avaliar a imunomarcagdo de SOST do colo do fémur de ratas Wistar de 21 meses apos
a realizagdo de TF, Ral ou TF/Ral.

e Avaliar o remodelamento 6sseo através de PCR em tempo real para os alvos: Runx2,
Sp7, Alp, Bsp, Ocn, Rank, Rankl, Opg, Trap e Ctsk do fémur de ratas Wistar de 21
meses apos a realizagdo de TF, Ral ou TF/Ral.

e Avaliar a reabsor¢do 0ssea através de Western Blotting para TRAP do fémur de ratas
Wistar de 21 meses apo6s a realizagdo de TF, Ral ou TF/Ral.

e Avaliar a fosforilacdo do ERa através de Western Blotting para p-ERa do fémur de

ratas Wistar de 21 meses apo0s a realizagdo de TF, Ral ou TF/Ral.
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MATERIAIS E METODOS

Animais

Todos os procedimentos animais foram aprovados (Protocolo nimero 2014-00267)
pelo Comité de Etica da Faculdade de Odontologia de Aragatuba (Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP, Aragatuba, SP, Brasil), e estdo de acordo com o
guia de cuidados para uso de animais de laboratoério.

Quarenta ratas da linhagem Wistar do biotério de criacdo da Faculdade de
Odontologia de Aragatuba, de idade 17 a 21 meses foram mantidas em gaiolas coletivas (4
animais por caixa) em sala controlada (temperatura/umidade) em ciclo claro/escuro de 12:12
horas. Os animais tiveram livre acesso a agua e ragdo (Presence® Ratos ¢ Camundongos,
Paulinia, SP, Brasil). Todas as ratas eram multiparas, procriaram de 3 a 4 vezes dos 2 aos 8
meses de idade, sendo este um critério de inclusio.

As caracteristicas gerais de satide dos animais foram monitoradas diariamente e o
ciclo estral (LONG e EVANS, 1922) de todas as ratas experimentais foi acompanhado
durante o 17° més, para confirmar a aciclicidade. Dados de nosso laboratério demonstraram
que ratas Wistar de 18 meses apresentam concentragdes de estrogeno diminuidas e de
hormoénio luteinizante (LH) aumentadas quando comparadas com ratas de 4 meses,
caracterizando a periestropausa (FERREIRA et al., 2016), periodo similar a perimenopausa
em mulheres.

Apbds o periodo de determinagdo de aciclicidade estral (17° més), as ratas foram
aleatoriamente distribuidas nos seguintes grupos experimentais: 1: Nao treinadas que
receberam veiculo (NaCl; grupo NT-NaCl), 2: Nao treinadas que receberam Raloxifeno (NT-
Ral), 3: Submetidas a treinamento de forca que receberam veiculo (TF-NaCl) e 4: Submetidas

a treinamento de for¢a que receberam Raloxifeno (TF-Ral). Os grupos foram compostos com
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10 animais cada. Apds 120 dias do inicio dos tratamentos, os animais foram anestesiados,

mortos por decapitagdo e o material coletado para analises posteriores.

Administracao de raloxifeno e veiculo

No inicio do 18° més, os animais dos grupos NT-Ral e TF-Ral receberam diariamente
Img/Kg/dia de Ral (STRINGHETTA-GARCIA et al, 2016) em 0,3mL de solucdo
fisiologica, por gavagem durante 120 dias. Os animais dos grupos NT-NaCl e TF-NaCl

receberam 0,3 mL de veiculo (NaCl) por gavagem pelo mesmo periodo de tempo.

Capacidade de carga maxima voluntaria (CCMYV) e treinamento de forca

Os animais dos grupos TF-NaCl e TF-Ral realizaram TF em escada [1.13 x 0.18m,
2cm, com angulacdo de 80° area de descanso no topo (20 x 20 x 20 cm de didmetro)]
(HORNEMBERG e FARRAR, 2004; STRINGHETTA-GARCIA et al., 2016; SINGULANI
et al., 2017), trés vezes por semana durante 120 dias. Na primeira semana do 18° més, os
animais foram adaptados a escada. No primeiro dia da segunda semana a CCMV de cada
animal foi avaliada com uso de tubos e esferas de acos acoplados a cauda do animal. Para
avaliar a CCMV, o peso inicial da carga foi correspondente a 75% do peso corporal do
animal, e a cada nova subida (a cada subida o animal tinha 2 minutos de descanso) eram
acrescidas 30 gramas de peso. Este procedimento foi realizado até que o animal nao
completasse a subida e assim, o peso obtido na subida completa anterior era considerado a
CCMV, e base para calculo da for¢ca maxima utilizada durante o periodo de treino. Apods 48
horas da realizagdo do teste de CCMYV, os animais realizavam TF.

Durante 120 dias, os animais realizaram trés vezes por semana TF, em dias alternados,

e cada sessdo de treino consistia em seis séries ¢ 2 minutos de intervalo entre as séries.
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Durante a primeira semana foi utilizada como carga de treino 60% da carga obtida na CCMV,
aumentada para 70% na segunda semana e 80% na terceira semana. A partir da quarta
semana de treino até o final do periodo experimental foi utilizada a carga de treino de 80% da
CCMYV, sendo que esta era reavaliada mensalmente para readequagdo da CCMV. A figura 7
demonstra a escala utilizada durante os treinamentos de for¢a ¢ o animal realizando teste de

CCMV.

Figura 7: Escada utilizada para o treinamento de for¢a, mostrando o animal realizando TF com carga

acoplada a cauda.

Mensuracao de peso corporal e uterino

Apds 120 dias da realizagdo dos tratamentos, os animais foram anestesiados

(quetamina 80mg/Kg associada a xilazina 10mg/Kg), pesados e mortos por decapitacao.
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Imediatamente apds a decapitacdo e realizado coleta do sangue e dos fémures, o utero foi

removido e pesado em balanca de precisdo para determinar possiveis alteracdes.

Mensuracio da concentragao plasmatica de estradiol

O sangue dos animais experimentais foi coletado, imediatamente centrifugado (3000
rpm, 4° C por 15 minutos) e o plasma obtido foi estocado em tubos em freezer -20° C. A
concentragdo plasmatica de estradiol foi mensurada por ensaio de ELISA (ELISA, IBL
international GMBH, Hamburg, Germany) de acordo com instrugdes do fabricante. Todas as
duplicatas das amostras foram inseridas no mesmo ensaio para evitar erros intra-ensaios. A

concentracdo minima de estradiol detectavel foi de 0,28ng/mL.

Microtomografia 6ssea

Imediatamente apds a morte dos animais, os fémures (direitos) dos animais
experimentais foram removidos, limpos com tecido macio, imediatamente armazenados em
tubos criogénicos com solucdo fisiologica e congelados em freezer -20°C para realizacdo da
analise em 3D ndo destrutiva da microarquitetura 6ssea (micro-CT), ensaio mecanico e teste
mecanico.

Vinte e quatro horas antes da realizagdo da microtomografia 6ssea, os criotubos com
os fémures foram retirados do freezer -20°C e armazenados em refrigerador (4°C) para o
descongelamento gradual.

A micro-CT foi realizada utilizando microtomografo SkyScan 1272 (SkyScan,
Belgium). Os fémures foram posicionados na direcdo cranio caudal, com auxilio de cera
ortoddntica para aquisi¢do dos slices. Os parametros utilizados para o escaneamento estao

demonstrados na tabela 1.
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Tabela 1: Pardmetros utilizados para escaneamento dos fémures na microtomografia 6ssea.

Voltagem do raio X 70kV
Corrente 143mA
Filtro de aluminio 0.5mm
Resolugdo de pixels 10um
Resolugdo da camera 2016 X 1344
Parada de rotacdo (rotation step) 0.4°C
Média de RX (frame average) 3
Duracdo do escaneamento 55min

As imagens foram importadas para o software NRecon (SkyScan, Leuven, Belgium) e

para a reconstrucdo das imagens foram utilizados os parametros descritos na tabela 2.

Tabela 2: Parametros utilizados para reconstrugdo das imagens no software NRecon.

Smoothing 2
Ring artefacts reduction 6
Beam-hardering correction 40%
Histogram output 0,01 —0,07

Para obtencdo dos pardmetros do osso cortical e trabecular do colo do fémur, foi
quantificado o volume de interesse (VOI) na estrutura tridimensional e extraidos os
parametros do software CT-Analyser (SkyScan, Leuven, Belgium). A regido trabecular e
cortical do colo do fémur foram definidas utilizando-se a ferramenta de interpolacdo dinamica
para selecionar a regido de interesse. O osso trabecular e cortical foram interpolados e
analisados separadamente.

Para a imagem representativa em 3D do colo do fémur dos animais experimentais foi

utilizado o software CT-Vox (SkyScan, Leuven, Belgium).
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As abreviagdes utilizadas para os parametros de micro-CT para osso trabecular e
cortical foram: fracdo de volume dsseo (BV/TV - %), espessura trabecular (Tb.Th; mm),
numero de trabéculas (Tb.N; 1/mm), separacdo trabecular (Tb.Sp; mm), indice de modelo
estrutural (SMI), densidade de conexdes (Conn.Dn; 1/mm’), area 6ssea cortical (Ct.Ar; mm?),
espessura cortical (Ct.Th; mm), momento maximo de inércia (/max; mm?), momento minimo

de inércia (/min; mm®) e momento polar de inércia (J; mm”) (BOUXSEIN et al., 2010).

Densidade mineral dssea areal

Para analise da densidade mineral ossea areal (DMOa), os fémures foram
descongelados e posicionados no plano frontal e na vista anterior na mesa do scanner, todos
orientados da mesma forma em recipiente com 2 cm de dgua, de acordo com as instru¢des do
fabricante.

A DMOa dos fémures foi avaliada utilizando raio-X de dupla energia (Lunar DPX
Alpha, WI, EUA) e as analises foram realizadas com software adaptado para pequenos
animais. O equipamento foi calibrado de acordo com as instrugdes do fabricante. O mesmo
investigador analisou todos os exames. Para a analise do colo do fémur, identificou-se regido
de interesse (ROI) utilizando quadrado com area conhecida (0,72 mm?), localizada na regido

do colo do fémur de todos os espécimes (STRINGHETTA-GARCIA et al., 2016).

Ensaio biomecanico de compressio do colo do fémur

As propriedades biomecanicas do fémur foram analisadas através do teste de
compressao utilizando a maquina Universal Testing Machine (DL 3000, EMIC®, Sao José
dos Pinhais, PR, Brasil). Cada fémur foi posicionado em aparato metalico e fixado na posi¢ao
vertical (eixo longo). A carga foi aplicada a area da cabega femoral cuja linha de forga de

acdo do vetor era paralela ao eixo longo do fémur, causando movimento de flexdo na regido



51

do colo do fémur. A taxa de deformagdo foi de 5 mm / min com parametros padronizados de
células carregadas ajustadas para 2000 N de capacidade (TURNER e BURR, 1997). O
carregamento foi aplicado até o osso fraturado. A carga e o deslocamento da barra transversal

da maquina foram monitorados e registrados usando o software do dispositivo.

Imunoistoquimica do colo do fémur

Para a realizagdo da técnica de imunoistoquimica, apds a morte dos animais, os
fémures foram retirados, limpos com tecido macio, fixados em formalina tamponada 4% por
24 horas a temperatura ambiente, lavados em agua corrente por 12 horas e descalcificados em
EDTA 10% (trocado semanalmente) por oito semanas. Apds o periodo de descalcificagdo, as
amostras foram processadas de maneira convencional, emblocadas em parafina (Figura 8) de
baixa fusdo ¢ submetidas a microtomia (3 um de espessura), as sec¢Oes foram realizadas no

plano coronal da epifise proximal do fémur.

Figura 8: Epifises proximais dos fémures emblocadas em parafina.

Fonte: Laboratorio de Endocrinologia e Envelhecimento — UNESP Aragatuba.

As laminas histologicas com as amostras de todos os grupos experimentais foram
submetidas a técnica de imunoperoxidase indireta (Figura 9) para os anticorpos

primarios:anti-OCN (SC 30044; 1:100; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA),
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anti-TRAP (SC 30833; 1:200, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) eanti-SOST

(obb 100911; 1:500; Biorbyt, Sdo Francisco, CA, USA).

Figura 9: Laminas histologicas com as amostras de todos os grupos experimentais submetidas a técnica de

imunoperoxidase indireta.

C Sk~

Fonte: Laboratorio de Endocrinologia e Envelhecimento (procedimento realizado no laboratério de histologia
e morfologia) — UNESP Aragatuba.

A dilui¢do dos anticorpos primarios foi fundamentada em teste de titulagdo. O
processamento  imunoistoquimico foi realizado segundo protocolo descrito por
STRINGHETTA-GARCIA et al., 2012.

As secgOes histologicas do colo do fémur (osso trabecular e cortical) foram
examinadas em microscopio de campo claro (Optiphot-2, Nikon, Japan) por investigador que
desconhecia os grupos experimentais. Para analise da imunomarcago atribuiu-se escores a
cada amostra, sendo o padrdo de imunomarcagdo para TRAP descrito segundo protocolo de
STRINGHETTA-GARCIA e colaboradores (2016), onde: escore 3 indica alto padrdo, mais de
8 células imunorreativas (IR) por area; escore 2 indica padrdo moderado, 3 a 7 células (IR)
por area; escore 1 indica baixo padrdo, menos de 3 células IR por area e escore O indica

auséncia de imunomarcagao.
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Os escores de padrdo de imunomarcacdo para OCN e SOST foram adaptados de
STRINGHETTA-GARCIA e colaboradores (2016): escore 3, alto padrdo, aproximadamente
75% de células IR por area; escore 2, padrdo moderado, aproximadamente 50% de células IR
por area; escore 1, baixo padrdo, aproximadamente 25% de células IR por area; e escore 0,
auséncia de imunomarcacdo. Os escores das imunomarcacdes foram comparados entre os

grupos experimentais.

Reacido em cadeia polimerase (PCR) em tempo real diretamente do tecido 6sseo do
féemur

As amostras foram maceradas em cadinhos com nitrogénio liquido previamente
esterilizados em forno seco. O RNA total foi extraido utilizando o reagente Trizol®
(Invitrogen Corporation Attn: EvoQuest ™ Laboratorio de Servigos 5791 Van Allen Way,
CA 92008 EUA) e kit de isolamento de RNA Total SV (Promega, Madison, Wisconsin,
EUA), de acordo com as instrugdes do fabricante.A concentragcdo e a pureza do RNA total
foram avaliadas por espectrofotometria com o aparelho GeneQuant 1300 (GE Healthcare,
Uppsala, Uppsala County, Suécia — Figura 10). A leitura foi realizada em comprimentos de
onda de 260 nm, 280 nm e 230 nm, para obter a concentracdo de RNA/uL, contaminagdo por
proteinas e contaminagdo por fenol, respectivamente. A tabela 3 demonstra a concentragdo de

RNA (ng/pL) das amostras analisadas.
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Figura 10: Aparelho GeneQuant 1300 utilizado para quantificar a concentragdo e pureza do RNA.

Fonte: dominio publico.

Tabela 3: Concentragdoes de RNA (ng/pL) das amostras analisadas.

Amostra Concentracido de RNAm (ng/pL)
1. Controle 1506
2. Controle 1847
3. Controle 1946
4. Treinamento de Forga 2143
5. Treinamento de Forga 1900
6. Treinamento de Forga 1916
7.  Raloxifeno 1640
8. Raloxifeno 1678
9. Raloxifeno 2637
10. Ral+TF 635.6
11. Ral+TF 1848
12.  Ral+TF 2596

A qualidade das amostras de RNA total foi determinada por eletroforese utilizando o
dispositivo microfluidico 2100 Agilent Bioanalyzer ¢ o RNA 6000 Nano Chips (Figura 11 -
Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA). Os resultados foram obtidos com a ajuda do

Agilent 2100 Expert Software.
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Figura 11: Eletroforese para determinar a qualidade das amostras utilizando o dispositivo microfluidico

2100 Agilent Bioanalyzer (A) e 0 RNA 6000 Nano Chips (B).

A

Fonte: (A) Laboratério de Endocrinologia e Envelhecimento — UNESP Aragatuba (procedimento realizado
no departamento de morfologia, fisiologia e patologia basica da FORP-USP). (B) Dominio publico.

As amostras com Indice de Integridade de Amostra (RIN) acima de 7 (Figura 12)

foram consideradas para analise de PCR em tempo real.

Figura 12: Deteccdo dos RINS das amostras experimentais, amostras de tecido com RIN acima de sete

foram consideradas satisfatorias para analise de PCR em tempo real.
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Fonte: Stringhetta-Garcia, CT; 2017.

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de 1 pg de RNA total por
reacdo de transcriptase reversa utilizando o Kit de Transcricdo Reversa de cDNA de Alta
Capacidade (AppliedBiosystems, Foster City, California, EUA) de acordo com as
instrucoes do fabricante.

As amostras foram entdo incubadas em termociclador (Eppendorf AG) nas
seguintes condigdes: 25° C/10 min, 37°C/120 min, 85°C/5 min, seguido por resfriamento a
4°C. Apds a reagdo de transcriptase reversa ser completada, as amostras de cDNA foram
armazenadas em freezer -20°C.

As reagdes de PCR em tempo real foram realizadas utilizando o sistema TagMan
(Invitrogen) no aparelho StepOne Plus (Life Technologies, EUA). As reagdes de PCR em
tempo real foram realizadas em triplicata com volume final de 10 pL. A reacdo de
amplificacdo foi composta por: a) 50°C/2 min, b) 95°C/10 min e c) 40 ciclos a 95° C/15
seg e 60°C/1 min (desnaturagdo e extensao).

Os resultados foram analisados com base no valor de Ct, que ¢ o ponto
correspondente ao numero de ciclos em que a amplificagdo de amostras atinge determinado
limiar (medido entre o nivel de fluorescéncia do controlo negativo ea fase de amplificagdo
exponencial das amostras), que permitiu a analise quantitativa da expressdo do gene
relatado. Como controle enddgeno, avaliamos a expressdao do gene B-actina.

A expressdo de controle enddgeno foi utilizada para padronizar os niveis de
expressdo do gene alvo. Uma amostra negativa (agua) foi sujeita a reacdo com cada sonda
utilizada. Utilizou-se o método de 2-AACT (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001) para
determinar as sondasTagMan: fator de transcri¢do relacionado com runt 2 (Runx2), Osterix
(Sp7), osteocalcina (Bglap2-Ocn), fosfatase alcalina (4lp), sialoproteina dssea (Bsp), fator

ativador do receptor NFkappaf (Tnfrsflla - Rank), ligante do fator ativador do receptor de



57

NFkappaP (Tnfsfl1 - Rankl), Osteoprotegerina (Tnfrsfl1b - Opg), fosfatase acida

resistente ao tartarato (7rap) e Cathepsin K (Ctsk).

Western Blot diretamente do tecido 6sseo do fémur

Os fémures esquerdos dos animais experimentais, imediatamente apds serem
mortos, foram removidos assepticamente, limpos com tecido macio e instrumentos
estéreis. As epifises dos fémures foram cortadas, a medula dssea lavada com PBS estéril e
imediatamente todo o osso foi congelado em nitrogénio liquido em tubo Falcon RNase free
em freezer -80°C para analise de Western Blotting (WB) e PCR em tempo real.

Para as analises de WB, foi utilizando protocolo adaptado de WU e colaboradores,
2003. Os fémures foram macerados em nitrogénio liquido e apds ser obtido pd bastante
fino foi adicionado o tampao de lise CellLytic suplementado com inibidor de protease e
fosfatase (1:1000, Sigma), para auxiliar na lise, o tecido foi submetido ao TissueRuptor
(Qiagen — Figura 13) com as amostras em gelo e ao sonicador (3 ciclos, Amplitude 50, 10

segundos one 1 segundo off).

Figura 13: A - Tecido 6sseo macerado com nitrogénio liquido e adicionado tampao de lise submetido ao

TissueRuptor para melhor maceragdo. B — Antes e ap6s a submissdo do tecido ao TissueRuptor.
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Fonte: Laboratorio de Endocrinologia e Envelhecimento — UNESP Aragatuba (procedimento realizado no

Laboratério de marcadores e sinalizagdo celular no cancer — FCFRP-USP).

Foi realizada quantificacdo protéica pelo método de Bradford, utilizando o método
de ensaio Bio-Rad. As amostras de proteina (80 — 150 pg) foram lavadas com SDS-PAGE
e transferidas para membrana de PVDF (Bio-Rad), que foi bloqueada com 5% de leite sem
gordura durante uma (01) hora a temperatura ambiente e depois incubadas durante a noite
comanticorpo primario (diluicdo 1:1000) para anti-pERa (Santa Cruz, sc-12915),
TRAP(Santa Cruz, sc-28204) e Anti-B-actin (Santa Cruz, sc-47778) como enddgeno a 4°C,
seguido por uma (01) hora de incubagdo com anticorpo secundario (diluido 1: 10.000) anti-
cabra (KLC) anticorpos secundarios conjugado a peroxidase de raiz forte. A detecgdo de
quimioluminescentimunoblotting foi realizada utilizando substrato ECL e o sistema
QuimDocTM MP (BioRad). A quantificagio de WB foi feita com o software
ChemiDocTM MP System (BioRad) (ImagelLab versdo 4.1), e foi normalizada com [3-

actina.

Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando-se ANOVA de duas vias. Pos teste de
Tukey foi realizado para analises que ndo apresentaram interagdes significativas, p <0,05
foram considerados como estatisticamente significativos. Os dados foram apresentados
como média + EPM, os grupos foram compostos de 10 animais (n = 7 para micro-CT,
forca Ossea, densidade Ossea, imunoistoquimica e superficie de osteoclastos; n = 3 para
analises de expressao de genes e Western Blot). As andlises estatisticas foram realizadas

utilizando GraphPadPrism (versdo 6.01, GraphPad Software, Inc).
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DESCRICAO DOS RESULTADOS

Parametros fisiologicos

A analise do ciclo estral de ratas Wistar de 17 meses demonstrou que as alteracdes
iniciais foram marcadas por aumento na variabilidade na duracdo das fases do ciclo estral,
com diestro de 10-12 dias. Este periodo ¢ definido como diestro persistente, com
recorréncia dentro de 3 ou 4 ciclos com ciclo de comprimento variavel, caracterizando o
periodo de periestropausa nestes animais.

Apbs 120 dias de intervencdo, ndo foram observados efeitos significantes do
tratamento com Ral, da realizagdo de TF ou interagdes de TF*Ral no peso corporal, peso
uterino e concentragdo plasmatica de estradiol (p > 0,05, Tabela 4).

Tabela 4: Peso corporal final, peso uterino/100 g de peso corporal e concentragdo plasmatica de estradiol
(pg/mL) de ratas Wistar fémeas envelhecidas que realizaram ou ndo treinamento de forga, tratados durante 120
dias com NaCl ou Ral. Os valores representam a média + EPM. NT-NaCl = ndo treinadas e tratadas com

veiculo; NT-Ral = ndo treinadas e tratadas com raloxifeno; TF-NaCl = treinadas e tratadas com veiculo; TF-

Ral = treinadas e tratadas com raloxifeno.

Grupo Peslsiri?z())ral Peso Uterino (g) Estradiol (pg/mL)
NT-NaCl 377,2 +19,93 0,1817+0,005 32,28+1,35
NT-Ral 376,0 £ 11,66 0,1910+0,009 31,87+2,29
TF-NaCl 371,3+8,75 0,1550+0,016 32,91+1,15
TF-Ral 323,3 + 14,59 0,1450+0,009 33,25+0,455

Capacidade de carga maxima voluntaria (CCMYV)

As CCMV realizadas mensalmente demonstraram que os animais treinados tiveram

a forca maxima aumentada desde o 19° més, quando comparados com os animais que nao
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realizaram treinamento. Os animais treinados apresentaram maior forca méaxima aos 21
meses em relacdo aos 17 meses, comprovando a evolugdo de for¢a no decorrer dos meses.
O grupo TF-Ral apresentou forca maxima estatisticamente aumentada aos 19 meses
quando comparado aos 18 meses, o que ndo conferiu forca maxima aumentada ao final do
treinamento em relacdo aos demais grupos treinados. A figura 14 demonstra a evolugdo

dos testes de forca maxima dos animais experimentais.

Figura 14: Capacidade de Carga Maxima Voluntaria (CCMV) de ratas Wistar na periestropausa que
realizaram ou ndo treinamento de forga, tratadas durante 16 semanas com NaCl ou Ral. Os valores
representam a média + EPM. NT-NaCl = nfo treinadas e tratadas com veiculo; NT-Ral = ndo treinadas e
tratadas com raloxifeno; TF-NaCl = treinadas e tratadas com veiculo; TF-Ral = treinadas e tratadas com

raloxifeno; * p<0,05 vs TF-NaCl e TF-Ral, # p < 0,05 vs 17 meses, + p < 0,05 vs 18 meses.
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Microarquitetura éssea do colo do fémur apés tratamento com Ral e/ou TF

As imagens representativas trabecular e cortical em 3D do colo do fémur de ratas
Wistar apds o tratamento com Ral, TF ou associag@o destes estd demonstrada na figura 15

(A-D).

Figura 15: Representagcdo em 3D do colo do fémur de ratas Wistar no periodo do envelhecimento. (A)
Regido de interesse na regido trabecular hachurada em azul e cortical representada com *. (B e F) regido
trabecular e cortical do colo do fémur de animais que ndo receberam tratamento nem treinamento. (C e G)
regido trabecular e cortical do colo do fémur apos o tratamento com Ral. (D e H) regido trabecular e cortical

do colo do fémur apos realizagdo de TF. (E e I) regido trabecular e cortical do colo do fémur apods o

tratamento com Ral associado a TF.

NT-NaCl NT-Ral
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A analise da microarquitetura Ossea trabecular do colo do fémur de ratas Wistar
apos intervengdo com Ral, TF ou associagdo destes estd demonstrada na figura 16. A
analise de BV/TV demonstrou efeitos do tratamento com Ral (p = 0,0290) e do TF (p =
0,0266), todavia ndo foi observada interacdo significante de TF*Ral. A analise do pos
teste de Tukey demonstrou que os animais dos grupos NT-Ral (p = 0,0359), TF (p =
0,0338) e TF-Ral (p = 0,0243) apresentaram maior BV/TV quando comparados ao grupo
NT-NacCl.

Apbs 120 dias de TF, foi observado efeitos do TF na espessura trabecular (Tb.Th) do
colo do fémur dos animais do grupo TF-NaCl, todavia ndo foram observados efeitos do Ral
ou da interagdo TF*Ral. Os animais do grupo TF-NaCl apresentaram aumento de Tb.Th em
relacdo aos animais dos grupos NT-NaCl (p = 0,0041) e NT-Ral (p =0,0416). A analise de
Tb.N e Tb.Sp demonstraram efeitos de Ral (p < 0,0001 e p = 0.0030, respectivamente) e TF
(p < 0,0001 e p = 0,0447, respectivamente), além de interagdo TF*Ral (F 5= 42,92, p
<0,0001; F(i,12= 14,06, p = 0,0028, respectivamente). A Conn.Dn foi afetada pelo
tratamento com Ral (p < 0,0001), realizagdo de TF (p = 0,0003), mas ndo pela interacdo das
terapias. O pos teste estatistico demonstrou que a Conn.Dn foi maior no grupo NT-Ral (p =
0,0039), TF-NaCl (p = 0,0238) e TF-Ral (p < 0,0001) comparados ao grupo NT-NaCl. O

indice de modelo estrutural (SMI) ndo foi afetado pelos tratamentos.



Figura 16: Microarquitetura 6ssea trabecular do colo do fémur de ratas Wistar na periestropausa que
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realizaram TF ou ndo, tratadas durante 16 semanas com NaCl ou Ral. (A) BV/TV, (B) Tb.Th, (C) Tb.N, (D)

Conn.Dn, (E) Tb.Sp, (F)SMI. Cada coluna representa media + erro padrao da média (EPM). Analise

estatistica ANOVA de duas vias, seguida pelo pos teste de Tukey (p < 0,05) para avaliar os efeitos do TF e

Ral, ou interagdes dos tratamentos (TF*Ral). Abreviagdes e simbolos: + efeitos isolados de Ral, # efeitos

isolados de TF, * interagdo de TF*Ral, *vs NT-NaCl, ®ys NT-Ral; °vs TF-NaCl. TF = treinamento de forga;

Ral = raloxifeno; TF*Ral = intera¢do de TF e Ral; NT-NaCl = nio treinadas e tratadas com veiculo; NT-

Ral= nao treinadas e tratadas com Ral; TF-NaCl = treinadas e tratadas com veiculo; TF-Ral = treinadas e

tratadas com Ral; BV/TV = fra¢do de volume 6sseo; Tb.Th = espessura trabecular; Tb.N = nlimero de

trabéculas; Conn.Dn = densidade de conexdes; Tb.Sp =separagio trabecular; SMI = indice de modelo
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A agdo do tratamento com Ral, realizagdo de TF ou associagdo de TF*Ral por 120
dias na microarquitetura ossea cortical do colo do fémur de ratas Wistar no periodo do
envelhecimento (Figura 17) demonstrou que Ct.Ar e Ct.Th foram modulados pelo TF (p =
0,115 e p = 0,0294, respectivamente) e pela intera¢do dos tratamentos (F(i,15= 14,53, p =
0,0017 e Fuiny= 8,943, p = 0,0123, respectivamente), enquanto ndo foram observados
efeitos de Ral. O momento maximo de inércia (/max) e momento polar de inércia (J) foram
afetados pelo TF (TF-NaCl - p = 0,0010 e p = 0,0311, respectivamente) e pela interacdo dos
tratamentos TF*Ral (F(j,12= 16.95, p = 0,0014 e F(; 16= 5,683, p = 0,0299, respectivamente),

efeitos do Ral ndo foram observados. O Imin ndo foi modulado pelos tratamentos.

Figura 17: Microarquitetura 6ssea cortical do colo do fémur de ratas Wistar na periestropausa que realizaram
TF ou nio, tratadas durante 16 semanas com NaCl ou Ral. (A) Ct.Ar, (B) Ct.Th, (C) Imax, (D) Imin, (E) J.
Cada coluna representa media + erro padrdo da média (EPM). Analise estatistica ANOVA de duas vias,
seguida pelo pos teste de Tukey (p < 0,05) para avaliar os efeitos do TF e Ral, ou interagdes dos tratamentos
(TF*Ral). Abreviagdes e simbolos: + efeitos isolados de Ral, # efeitos isolados de TF, * interagdo de
TF*Ral; TF = treinamento de forga; Ral = raloxifeno; TF*Ral = interagdo de TF e Ral; NT-NaCl = ndo
treinadas e tratadas com veiculo; NT-Ral= nio treinadas e tratadas com Ral; TF-NaCl = treinadas e tratadas
com veiculo; TF-Ral = treinadas e tratadas com Ral; Ct.Ar = area cortical; Ct.Th = espessura cortical; Imax =
média do momento de inércia maximo principal (max); /min = média do momento de inércia minimo

principal (mix); J =momento polar de inércia médio.
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Forca maxima e massa éssea do colo do fémur apos tratamento com Ral e/ou TF

A figura 18 demonstra forca dssea e massa 6ssea do colo do fémur de ratas Wistar
apos o tratamento com Ral, TF ou TF*Ral.

A massa 6ssea foi significantemente afetada pelo tratamento com Ral (p < 0,0001) e
pela interagdo TF*Ral (F(j 26= 10,46, p = 0,0033), porém nao foi afetada pelo TF. Todavia,
a forca maxima foi modulada apenas pelo TF (p = 0,0078), ndo foram observados efeitos
significativos de Ral ou interagdo TF*Ral. O pos teste demonstrou que a for¢a maxima nos
animais TF-NaCl (p = 0,0067) foi significantemente maior que nos animais do grupo NT-

NacCl.
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Figura 18: Densidade Mineral 6ssea areal (DMOa) e for¢ga maxima do colo do fémur de ratas Wistar na
periestropausa que realizaram TF ou ndo, tratadas durante 16 semanas com NaCl ou Ral. (A) DMOa
analisada por densitometria 6ssea e (B) Forga Maxima analisada por ensaio biomecanico de compressao.
Cada coluna representa media + erro padrdo da média (EPM). Andlise estatistica ANOVA de duas vias,
seguida pelo pos teste de Tukey (p < 0,05) para avaliar os efeitos do TF e Ral, ou intera¢des dos tratamentos
(TF*Ral). Abreviagodes e simbolos: + efeitos isolados de Ral, # efeitos isolados de TF, * interagdo de
TF*Ral, *vs NT-NaCl. TF = treinamento de forca; Ral = raloxifeno; TF*Ral = interacdo de TF e Ral; NT-
NaCl = ndo treinadas e tratadas com veiculo; NT-Ral= nio treinadas e tratadas com Ral; TF-NaCl = treinadas

e tratadas com veiculo; TF-Ral = treinadas e tratadas com Ral.
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Biomarcadores 6sseos do colo do fémur apés tratamento com Ral e/ou TF

O método imunoistoquimico utilizado para detectar OCN, TRAP e SOST
mostraram alta especificidade para essas proteinas, o que foi confirmado pela completa
auséncia de imunomarcagd@o nos controles negativos. Imunomarcagdo para OCN foi
predominantemente expressa no citosol de osteoblastos, TRAP em osteoclastos
multinucleados ¢ SOST em osteocitos e alguns osteoclastos. O padrdo de imunomarcagéo
e as analises imunoistoquimicas para todos os biomarcadores estdo demonstrados na figura
19.

Na regido cortical do colo do fémur de ratas Wistar no periodo do envelhecimento
ap6s a realizagdo de TF, Ral ou associagdo destes, observamos modulacdo na
imunomarcagdo de TRAP (p = 0,0294) e SOST (p = 0,0048) nos animais submetidos a TF,
enquanto ndo foram observadas diferencas com o tratamento com Ral ou a interagdo dos
tratamentos TF*Ral. A analise do pds teste demonstrou que a imunomarcagao para TRAP
na regido cortical foi diminuida no grupo TF-NaCl (p = 0,0437) comparado ao grupo NT-
NaCl e a imunomarcac¢do de SOST foi diminuida nesta regido no grupo TF-NaCl (p =
0,0386) e TF-Ral (p = 0,0287) em relacdo ao grupo NT-NaCl. A imunomarcagdo para
OCN na regido cortical nao foi afetada pelos tratamentos.

Na regido trabecular do colo do fémur, observamos interacdes de TF*Ral na
imunomarcagdo de OCN (F1,19)= 8,549,; p = 0,0087), TRAP (F(1,15= 10,88; p =0,0049) ¢
SOST (F,19= 22,62, p = 0,0001). Ral e TF isolados modularam a imunomarcagdo de

OCN (p = 0,0009; p = 0,0006) e SOST (p = 0,0001; p < 0,0001).
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Figura 19: Imunoistoquimica para OCN, TRAP e SOST. A-D: Fotomicrografias mostrando osteoblastos
OCN-positivos (A), osteoclastos TRAP-positivos (B), ostedcitos SOST-positivos (C) e osteoclastos SOST-
positivos. E-J: Graficos demonstrando a distribui¢do dos escores para OCN (E e H), TRAP (F e I) e SOST (G
e J) na regido Ossea cortical e trabecular do colo do fémur nos diferentes grupos experimentais. Cada coluna
representa mediana, primeiro e terceiro quartil. Analise estatistica ANOVA de duas vias, seguida pelo pds
teste de Tukey (p < 0,05) para avaliar os efeitos do TF e Ral, ou interagdes dos tratamentos (TF*Ral).
Abreviagdes e simbolos: + efeitos isolados de Ral, # efeitos isolados de TF, * interagdo de TF*Ral, *vs NT-
NaCl. TF = treinamento de forga; Ral = raloxifeno; TF*Ral = intera¢do de TF e Ral; OCN = osteoclacina;
TRAP = fosfatase acida resistente ao tartarato; NT-NaCl = ndo treinadas e tratadas com veiculo; NT-Ral=

ndo treinadas e tratadas com Ral; TF-NaCl = treinadas e tratadas com veiculo; TF-Ral = treinadas e tratadas

com Ral.
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Superficie de osteoclastos do colo do fémur apés tratamento com Ral e/ou TF

A analise da superficie de osteoclastos (Oc.Pm/Tb.Pm) no osso trabecular do colo
do fémur estd demonstrado na figura 20. Foi observado efeito do Ral (p = 0,0022) e

interagdo de TF*Ral (F(1,12=20,55; p = 0,0007). Oc.Pm/Tb.Pm nio foi afetada pelo TF.

Figura 20: Perimetro de osteoclastos / perimetro trabecular (Oc.Pm/Tb.Pm) do colo do fémur de ratas Wistar
na periestropausa que realizaram TF ou ndo, tratadas durante 16 semanas com NaCl ou Ral avaliado através de
células TRAP-positivas na técnica imunoistoquimica analisadas pelo software Imaje J. Cada coluna
representa media + erro padrdo da média (EPM). Analise estatistica ANOVA de duas vias, seguida pelo pos
teste de Tukey (p < 0,05) para avaliar os efeitos do TF e Ral, ou interagdes dos tratamentos (TF*Ral).
AbreviagOes e simbolos: + efeitos isolados de Ral, # efeitos isolados de TF, * intera¢do de TF*Ral; TF =
treinamento de forga; Ral = raloxifeno; TF*Ral = interagdo de TF e Ral; NT-NaCl = ndo treinadas e tratadas
com veiculo; NT-Ral= ndo treinadas e tratadas com Ral; TF-NaCl = treinadas e tratadas com veiculo; TF-Ral =

treinadas e tratadas com Ral.
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Expressao relativa de RNAm 6sseos do fémur apos tratamento com Ral e/ou TF

A figura 21 demonstra a expressao relativa de RNAm do fémur de ratas Wistar no
periodo do envelhecimento apos terapia com TF, Ral ou associagdo de TF e Ral.
Verificamos que TF (p = 0,0097) e Ral (p = 0,0003) modularam a expressdo de Runx2, fator
de transcricdo essencial para a diferencia¢do osteoblastica. A realizacdo simultanea de TF e
Ral ndo demonstrou nenhuma interacao. A analise do pos teste demonstrou que a expressao

de Runx2 foi diminuida no grupo NT-Ral quando comparado com os grupos NT-NaCl (p =



70

0,0113) e TF-NaCl (p = 0,0004). O grupo TF-Ral demonstrou diminui¢do da expressdo de
Runx2 comparado ao grupo TF-NaCl (p = 0,0236).

Sp7 (Osterix), outro fator de transcricdo essencial para a osteoblastogénese
demonstrou significantes efeitos na expressdo apos tratamento com Ral (p = 0,0360) e TF (p
= 0,0160) assim como intera¢do de TF*Ral (Fy,12= 7,005; p = 0,0213).

A analise de marcadores osteoblasticos demonstrou efeitos isolados de Ral, TF e
interagdo de TF*Ral na expressao relativa de Alp (p = 0.0396; p <0.0001 e F(;,12=23.47,p=
0.0004, respectivamente), Bsp (p = 0,0080; p <0.,0001 e F 2= 55,17; p < 0,0001,
respectivamente) e Ocn (p < 0,0001; p < 0,0001 e Fui= 121,2; p < 0.0001,
respectivamente).

A analise de marcadores osteoclasticos, demonstrou que a expressdo de Rank foi
modulada pelo tratamento com Ral (p < 0,0001), TF (p < 0,0001) e interagdo de TF*Ral
(Fa,12= 27,75, p = 0,0002). A expressdo de Rankl, regulador osteoclastogénico, apresentou
expressdo modulada por Ral (p < 0,0001), TF (p = 0,0137) e interacdo TF*Ral (F(; 2=
25,69, p = 0.0003). Todavia, a expressdao de Opg, fator isca para Rankl, foi afetado pelo
tratamento com Ral (p <0,0001) e TF (p < 0,0001), mas ndo foram observadas interacdes de
TF*Ral. O pos teste demonstrou que a expressdo de Opg no grupo NT-Ral foi diminuida
em relagdo aos grupos NT-NaCl (p < 0,0001), TF-NaCl (p < 0,0001) e TF-Ral (p = 0,0023).
A expressao relativa de Opg foi aumentada no grupo TF-NaCl comparado aos grupos NT-
NaCl (p < 0,0001) e TF-Ral (p < 0,0001). O grupo TF-Ral apresentou expressao diminuida
em relacdo ao grupo NT-NaCl (p < 0,0001).

A expressao relativa de Trap, marcador osteoclastico, demonstrou modulagdo por
Ral (p <0,0001), TF (p = 0,0004) e interacdo de TF*Ral (F(1,12) = 5,644; p = 0,0350). Ctsk,
marcador osteoclastico, revelou modulagdo por Ral (p <0,0001) e TF (p < 0,0001), mas

interagdes de TF*Ral ndo foram observadas. A analise do pos teste demonstrou expressdo de
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Ctsk diminuida no grupo NT-Ral em relagdo aos grupos NT-NaCl (p =0,0006), TF-NaCl (p
< 0,0001) e TF-Ral (p = 0,0013). O grupo TF-NaCl demonstrou expressdo aumentada em

relagdo os grupos NT-NaCl (p = 0,0017) e TF-Ral (p = 0,0296).

Figura 21: Expressao relativa de RNAm por PCR em tempo real do fémur de ratas Wistar na periestropausa
que realizaram TF ou ndo, tratadas durante 16 semanas com NaCl ou Ral. (A) Runx2, (B) Sp7, (C) Alp, (D)
Bsp, (E) Ocn, (F) Rank, (G) Rankl, (H) Opg, (I) Trap,(J) Ctsk. Os valores foram normalizados por B-actina.
Cada coluna representa media + erro padrdo da média (EPM). Analise estatistica ANOVA de duas vias,
seguida pelo pos teste de Tukey (p < 0,05) para avaliar os efeitos do TF e Ral, ou interagdes dos tratamentos
(TF*Ral). Abreviagdes e simbolos: + efeitos isolados de Ral, # efeitos isolados de TF, * interagdo de
TF*Ral, *vs NT-NaCl; ®vs NT-Ral; °vs TF-NaCl. TF = treinamento de forca; Ral = raloxifeno; TF*Ral =
interagdo de TF e Ral; NT-NaCl = néo treinadas e tratadas com veiculo; NT-Ral= ndo treinadas e tratadas
com Ral; TF-NaCl = treinadas e tratadas com veiculo; TF-Ral = treinadas e tratadas com Ral; Runx2 = runt-
related transcription factor 2; Sp7 = osterix; Alp = fosfatase alcalina; Bsp = sialoproteina ossea; Ocn=
osteocalcina; Rank = receptor ativador do fator nuclear kappa-f3; Rankl = ligante do receptor ativador do fator

nuclear kappa-f; Opg = osteoprotegerina; Trap = fosfatase acida resistente ao tartarato; Ctsk = catepsina K.
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Western Blot de p-ERa e TRAP do fémur apés tratamento com Ral e/ou TF

A andlise de WB para p-ERa e TRAP do fémur apds tratamento com Ral, TF ou
associacdo deles estd demonstrado na figura 22. A quantificacdo proteica de TRAP foi
modulada pelo tratamento com Ral (p = 0,0355), TF e a interacio de TF*Ral nao
apresentaram diferencas estatisticas. A analise do pos teste demonstrou que a quantificagdo
de TRAP foi maior no grupo TF-Ral quando comparado aos grupos NT-NaCl (p = 0,0434) e

TF-NaCl (p = 0,0499). A quantificacdo de p-ERa ndo foi afetada pelos tratamentos.

Figura 22: Western Blot de TRAP e p-ERa do fémur de ratas Wistar na peristropausa que realizaram TF ou
ndo, tratadas durante 16 semanas com NaCl ou Ral. Analises de proteinas por Western blot de p-ERa (A) e
TRAP (B). Quantificagdo proteica de p-ERa (C) e TRAP (D) por densitometria utilizando ImajeJ. Os
valores foram normalizados por B-actina. Cada coluna representa media = erro padrdo da média (EPM).
Andlise estatistica ANOVA de duas vias, seguida pelo pos teste de Tukey (p < 0.05) para avaliar os efeitos
do TF e Ral, ou interagdes os tratamentos (TF*Ral). Abrevia¢des e simbolos: + efeitos isolados de Ral, #
efeitos isolados de TF, * interagdo de TF*Ral, *vs NT-NaCl; ®ys NT-Ral; °vs TF-NaCl. TF = treinamento de
for¢a; Ral = raloxifeno; TF*Ral = intera¢do de TF ¢ Ral; NT-NaCl = ndo treinadas e tratadas com veiculo;
NT-Ral= ndo treinadas e tratadas com Ral; TF-NaCl = treinadas e tratadas com veiculo; TF-Ral = treinadas e

tratadas com Ra; p-ERa = receptor de estrogeno fosforilado; TRAP = fosfatase 4cida resistente ao tartarato.
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A tabela 5 sumariza os efeitos individuais de Ral e TF, assim como das interagdes de

TF*Ral, segundo a analise de variancia ANOVA de duas vias.

Tabela 5: Resumo dos efeitos individuais de Ral, TF e intera¢des de TF*Ral pela analise de varidncia ANOVA

de duas vias.
Efeitos Individuais Interacoes
Ral TF TF*Ral
BV/TV 0,0290 0,0266 0,0738
Tb.Th 0,9164 0,0009 0,1003
Micro-CT Trabecular Tb.N <0,0001 <0,0001 < 0,0001
Conn.Dn. <0,0001 0,0003 0,7930
Th.Sp 0,0030 0,0447 0,0028
SMI 0,3119 0,4860 0,3976
Ct.Ar 0,2782 0,0115 0,0017
Ct.Th 0,0607 0,0294 0,0123
Micro-CT Cortical Imax 0,3579 0,0010 0,0014
Imin 0,6515 0,0506 0,0546
J 0,4923 0,0311 0,0299
DEXA aBMD <0,0001 0,7072 0,0033
Ensaio mecanico MaximumLoad  0,5209 0,0078 0,1722
Cortical:
OCN 0,091 0,2039 0,0091
TRAP 0,7093 0,0294 0,1204
. , . SOST 0,3009 0,0048 0,3009
Imunoistoquimica Trabecular:
OCN 0,0009 0,0006 0,0087
TRAP 0,1109 0,6621 0,0049
SOST 0,0001 <0,0001 0,0001
Superficie de osteoclastos | Oc.Pm/Tb.Pm 0,0022 0,1212 0,0007
Runx2 0,0003 0,0097 0,7709
Sp7 0,0360 0,0160 0,0213
Alp 0,0396 <0,0001 0,0004
Bsp 0,0080 <0,0001 <0,0001
PCR em tempo real Ocn <0,0001 <0,0001 <0,0001
Rank <0,0001 <0,0001 0,0002
Rankl <0,0001 0,0137 0,0003
Opg <0,0001 <0,0001 0,810
Trap <0,0001 0,0004 0,0350
Ctsk <0,0001 <0,0001 0,1288
Western Blot p-Era 0,287 0,5829 0,4774
TRAP 0,0355 0,0642 0,0798
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DISCUSSAO

O presente estudo foi desenvolvido para investigar se Ral, TF ou a associacdo destes,
pode ser efetivo na prevencdo da diminuicdo de massa Ossea e deterioracdo da
microarquitetura do tecido 6sseo, ocorréncias com incidéncia alta durante o envelhecimento
fisiologico feminino. Os resultados obtidos neste estudo evidenciaram melhor
microarquitetura dssea trabecular e cortical do colo do fémur, aumento da forca 6ssea bem
como diminui¢do da imunomarcagdo de SOST ¢ TRAP e aumento de OCN neste sitio de
analise apos quatro meses de TF. Estas adaptacdes do tecido dsseo relacionadas ao TF
expressam ocorréncia de reequilibrio no ciclo de remodelamento 6sseo, constatado pelo
aumento da expressao génica de marcadores relacionados a atividade de osteoblastos e a
génese de osteoclastos, todavia sem aumentar a expressdo de TRAP, importante marcador de
atividade de osteoclastos. Verificamos também que o tratamento com Ral proporcionou
melhora da microarquitetura 6ssea trabecular do colo do fémur com aumento da expressao
de OCN e diminui¢do de SOST e TRAP. Todavia, a microarquitetura cortical e forga 0ssea
ndo foram afetadas pelo tratamento medicamentoso, assim como a imunomarcagao cortical
de OCN, TRAP e SOST. Entretanto, houve diminui¢do na expressdo de genes relacionados
com génese ¢ atividade de osteoclastos. A terapia com TF associado ao tratamento com Ral
melhorou a microarquitetura trabecular ¢ DMOa do colo do fémur, diminuiu a
imunomarcagdo para SOST na regido cortical e trabecular, além de aumentar OCN, todavia
a associacdo das terapias ndo afetou microarquitetura cortical e forga dssea neste sitio de
analise. Os marcadores gé€nicos relacionados a osteoblastogénese foram aumentados e os
relacionados a osteoclastogénese diminuidos, além de aumento da quantificagdo protéica de

TRAP.

A hipotese do estudo de que ratas no periodo do envelhecimento submetidas ao

treinamento de forga teriam melhor resposta osteogénica foi confirmada pelos resultados,
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todavia a hipotese que a associacdo das terapias resultaria em resposta aditiva ndo foi

confirmada, uma vez que ndo ¢ aumentada pela administracdo de Ral associada ao TF.

Nossos resultados demonstram claramente que apds os tratamentos houve alteragdo no
ciclo de remodelamento 6sseo, culminando em respostas diferentes de expressdo génica,
imunomarcagio, quantificacdo proteica, microarquitetura, for¢a e densidade 6sseas do fémur
de ratas Wistar de 21 meses. Portanto, configuram estratégias validas para a prevengdo ao
dano 6sseo em periodo tardio do desenvolvimento. Durante a periestropausa de ratas Wistar
(21 meses), observamos no colo do fémur deterioracdo oOssea similar a encontrada em
mulheres durante a menopausa (MANOLAGAS, 2000). Evidenciamos este evento com
dados de nosso laboratorio, onde demonstramos que ratas de 21 meses apresentam
diminui¢do do tecido dsseo, trabéculas tornam-se mais separadas, concomitantemente ocorre
diminui¢do do momento polar de inércia e menor forca maxima do osso. Os dados tomados
em conjunto confirmam a deterioracdo 6ssea no colo do fémur de ratas no periodo do

envelhecimento fisioldgico.

Os resultados deste estudo fornecem informacgdes relevantes para a literatura, uma vez
que demonstra que a microarquitetura do tecido dsseo pode ser ferramenta de analise mais
preditiva de forga 6ssea do que densitometria 6ssea. Apesar de DMO avaliada através do
DEXA ser ferramenta amplamente utilizada para avaliar risco de fratura, DEXA
convencional mensura conteudo 6sseo integrado em area dssea pré estabelecida. DEXA ndo
avalia diretamente outros elementos que podem contribuir para a forca Ossea, como
tamanho, forma, geometria e quantidade de osso nos compartimentos cortical e trabecular.
Devido ao fato de muitas fraturas ocorrer em locais que apresentam DMO normal,
precisamos considerar que outros fatores podem determinar for¢a Ossea e assim, predizer
risco de fraturas, além da DMO. Nesta perspectiva, QCT permite a reconstrugdo em 3D do

osso do quadril e oferece alternativa promissora para avaliar mais precisamente aspectos da
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estrutura o6ssea humana e mensurar separadamente a contribuicdo do osso cortical e

trabecular ao risco de fratura do quadril (BLACK et al., 2008).

A osteoporose resulta da diminuicdo da formagdo Ossea e consequente diminui¢cdo da
substituicdo do fosfato 4cido, que varia inversamente com a cristalinidade (tamanho e
perfeigdo do cristal) e esta perda de heterogenicidade do material esta associada ao aumento
da fragilidade e do risco de fratura (BOSKEY, 2013). No presente estudo, o aumento de
DMOa em animais do grupo NT-NaCl e NT-Ral pode ser atribuido a retengdo de osso
"antigo", com perda de heterogeneidade e aumento do tamanho dos cristais, o que reflete
aumento de DMOa, mas nao aumento de forga 6ssea. Além disso, trabalho do nosso grupo
demonstrou que TF estimula a diferenciacdo de células dsseas e a formacdo 6ssea, com 0
aumento da expressdo de Runx2 e Osx, além de diminuicdo de Ppary, associada a expressdo
aumentada de Bmp2, Bsp e Ocn. Neste trabalho, mostramos que a microarquitetura
trabecular e cortical aumentou apo6s realizagdo de TF, bem como a forga 6ssea, apesar de ndo
aumento de DMOa e atribuimos estes achados a heterogeneidade do osso de animais que

praticam ST.

A capacidade de adaptagdo do tecido Osseo a carga mecénica pode ser claramente
entendida pelas consequéncias da remocdo de sinais fisicos, que se reflete em rapido
aparecimento da osteopenia (OZCIVICI et al., 2013) ou pela imposi¢do de carga mecéanica,
que se reflete em reequilibrio do turnover oOsseo e consequentemente melhora da
microarquitetura 6ssea, como demonstrado no presente estudo.Com a andlise dos dados
deste trabalho, observamos alteragdo relevante no turnover ésseo, com aumento de
marcadores de osteoblastogénese e osteoclastogénese apods realizagdo de TF (TF-NaCl x
NT-NaCl). Nossos resultados evidenciam aumento de expressao relativa de RNAm para
Alp, Bsp e Rankl, ¢ diminui¢cdo de Ocn, consistente com observagdes realizadas por outros

autores (RAAB-CULLEN et al., 1994; KESAVAN et al., 2005). Demonstramos também
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diminui¢do de imunomarca¢do de TRAP além de aumento de OCN no osso trabecular do
colo do fémur dos animais apoés a realizacdo de TF, corroborando com estudos prévios
(STRINGHETTA-GARCIA et al., 2016). Estes resultados demonstram que carga mecénica
desempenha importante funcdo na homeostasia 6ssea durante situacdo de diminuigdo
progressiva das concentracdes estrogénicas. Carga mecanica, com o protocolo descrito

neste estudo, € capaz de suprimir a reabsor¢ao dssea e estimular a formagao 6ssea.

O delineamento deste trabalho nos permitiu avaliar o osso trabecular e cortical da mesma
regido do colo do fémur, regido que € muito vulneravel a fraturas osteopordticas e assim
demonstramos que o TF previne a deterioracdo Ossea cortical e trabecular que ocorre neste
sitio anatomico em decorréncia do envelhecimento, culminando em aumento da forca Ossea,
demonstrado pelo melhor desempenho no ensaio mecanico de compressdo, além de melhora
nos pardmetros momento polar maximo, minimo e polar de inércia. Ressaltamos que o
momento polar de inércia reflete rigidez torsional e a soma dos momentos de inércia da area
analisada (MACIAS et al., 2012), sendo preditor da forca méaxima e rigidez extrinseca
(BROWERS et al., 2009). Interessantemente, o grupo TF-NaCl foi o Unico grupo que
quando comparado ao grupo NT-NaCl demonstrou melhora da microarquitetura cortical e
forca maxima, corroborando com os estudos citados que indicam pardmetros de momento
polar de inércia como bons preditores de forca dssea. Nossos resultados demonstram
também diminuicdo da imunomarcagdo para SOST tanto no tecido 6sseo cortical quanto
trabecular do colo do fémur dos animais apos a realizagdo de TF, corroborando com outros
estudos que avaliaram a expressdo de esclerostina, proteina codificada pelo gene SOST
(MACIAS et al., 2012). Esses dados evidenciam a modulacdo de SOST pela imposicdo de
carga mecanica e a resposta osteogénica em decorréncia da expressdo desta proteina e assim,
atribuimos este evento, pelo menos em parte, ao fato de apenas os animais do grupo TF-

NaCl apresentarem melhora da microarquitetura cortical e forga dssea.
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O conjunto de resultados obtidos mostra que a resposta Ossea a carga mecanica
aumentada proporciona reequilibrio no turnover 6sseo, favorece o anabolismo e aumenta a
forca do osso adicionando matriz para resistir a novos desafios de carga em organismos no

periodo da senescéncia reprodutiva.

O tratamento com Ral por quatro meses foi benéfico em prevenir perda de massa 6ssea
trabecular, porém nao foi capaz de prevenir a perda de massa Ossea cortical. Desta maneira,
este tratamento modulou os efeitos negativos do envelhecimento reprodutivo feminino sobre
a microarquietura o0ssea com menor magnitude que o TF. Classicamente, Ral ¢ droga
antirreabsortiva responsavel por diminuir o turnover 6sseo. No presente estudo o tratamento
com Ral no periodo de periestropausa tardia em ratas Wistar promoveu a diminuicao do
turnover 6sseo, assinalado pela redug¢do de marcadores como Rank, Rankl, Opg, Trap e Ctsk;
diminuiu a imunomarcagdo para TRAP, além de aumentar para OCN no colo do fémur,
corroborando com estudos de nosso laboratorio (STRINGHETTA-GARCIA et al., 2016).
Todavia, o tratamento com Ral nesta idade teve efeitos limitados no remodelamento da
regido cortical, uma vez que a droga nao foi capaz de prevenir a diminui¢do de Ct.Th
verificado em animais senis(dados de nosso laboratorio ndo publicados). O osso cortical
representa parcela substancial do total de massa 6ssea do esqueleto apendicular ¢ a forga
Ossea desta regido ¢ importante parametro para a prevencdo de fraturas por fragilidade
(ZEBAZE et al., 2010). No presente estudo, a agdo ndo evidenciada no osso cortical do colo
do fémur dos animais ap6s o tratamento com Ral pode ser atribuida a auséncia de

modulagdo na imunomarcagdo de SOST da regido cortical, resultando em ndo aumento da

forga 6ssea maxima.

Na literatura, autores tém investigado a agdo do TF associado a drogas antirreabsortivas.
Entre esses estudos, destacamos o realizado por MURAI e colaboradores (2015) onde

demonstraram que a suplementagdo de creatinina associada a treinamento fisico ndo resultou
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em efeitos aditivos em forga, massa ou histomorfometria 6sseas em ratas jovens OVX.
LESPESSAILLES e colaboradores (2009) estudaram a agdo de acido zoledronico associado
a corrida. Os resultados obtidos ndo evidenciaram efeitos benéficos adicionais ao fémur.
Todavia, outros estudos demonstram efeito aditivo entre terapias, como estudo realizado por
YEH e colaboradores (1993). Estes autores avaliaram ratas Sprague-Dawley OVX com nove
meses tratadas com reposicdo hormonal estrogénica associada a treinamento fisico em
esteira por seis meses e verificaram efeitos adicionais nas tibias dos animais experimentais.
Até o momento, em nosso conhecimento, este ¢ o primeiro estudo que avalia se tratamento
com Ral associado a TF exerce efeitos aditivos na saude ossea de ratas no periodo do
envelhecimento fisioldgico. A associagdo de Ral e TF desencadeou respostas de interagdo
na expressdo de Sp7, Alp, Bsp, Ocn, Rank, Rankl, Opg; de microarquitetura trabecular (Tb.N
e Tb.Sp) e DMOa, demonstrando que a agdo dos tratamentos para estes parametros ndo
acontecem individualmente. Apesar de demonstrarmos a interacdo dos tratamentos nos
parametros mencionados acima, e embora tenha ocorrido diminui¢do da imunomarcagdo de
SOST na regido cortical do colo do fémur dos animais apods a realizacdo de TF associado ao
tratamento com Ral, ndo observamos melhora aditiva na microarquitetura cortical. Esta
resposta pode ser atribuida ao aumento de TRAP no osso todo, demonstrado por WB e pela
ndo diminui¢do de TRAP no colo do fémur. Toda a dindmica do processo de
remodelamento Osseo propiciada pela associacdo das terapias ndo foi capaz de desencadear
efeito positivo na microarquietura cortical e forca o6ssea. De fato, neste grupo (TF*Ral)
observamos perda da resposta que o exercicio foi capaz de desencadear de maneira isolada.
Mediante estes resultados, sugerimos que a proliferacdo celular relacionada com a tensao
mecanica ¢ mediada por mecanorreceptor de estrogénio e ndo compete com o estrogénio,

mas pode ser bloqueada por moduladores ER (DAMIEN et al., 2000).
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Estudo prévio desenvolvido por nosso laboratério, com ratas na periestropausa inicial
(14 a 18 meses), onde a maior fonte de estrogeno foi abruptamente retirada através de OVX,
demonstrou que tratamento com Ral ou TF desempenham efeitos similares no colo do
fémur, mas que a combinac¢do de TF e Ral ndo traz beneficios adicionais ao tecido 6sseo
(STRINGHETTA-GARCIA et al., 2016). Em contraste, o presente estudo investigou os
efeitos das mesmas intervengdes durante a periestropausa tardia, durante o envelhecimento
reprodutivo fisiologico (18 a 21 meses) e encontrou que com a diminuicdo gradual nas
concentragdes plasmaticas de estrogeno, o TF pode ser usado para a prevencdo da
deteriorag@o Ossea que ocorre neste periodo; que o tratamento com Ral também ¢é estratégia
valida para esta prevenc¢do, mas parece ser menos efetivo que a realizagdo de TF e que a
combinagdo das duas terapias desencadeia alguns efeitos aditivos, mas ndo levam a efeitos
adicionais que justificam o uso da combinacdo. A figura 23 resume os principais efeitos do

tratamento com Ral ou TF no colo do fémur de ratas Wistar senis.

Figura 23: Resumo dos efeitos principais do tratamento com Ral (estimulo quimico) e do TF (estimulo
mecanico) sobre o tecido 6sseo do colo do fémur de ratas Wistar senis.

Estimulos Quimicos Estimulos Mecanicos
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Com isso, podemos concluir que a ocorréncia de deterioracdo 6ssea detectada na
periestropausa tardia pode ser revertida com a utilizagdo de TF, ja que o TF teve maior
efeito nos parametros avaliados. Levando em consideragdo que a carga mecanica gerada
pelo TF afeta também tecidos ndo esqueléticos pode ser intervengdo sistémica para a
prevencao de osteoporose. Todavia a prescricdo de TF para a prevencdo e tratamento da
osteoporose deve ser criteriosa, uma vez que a frequéncia de exercicios e intensidade de
carga sdo fatores essenciais para o sucesso da terapia. Esses resultados adicionam
informagdes novas a literatura sobre terapéuticas preventivas para osteoporose ¢ fornecem

informagdes relevantes para estudos pré-clinicos.
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