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RESUMO

FERNANDES, Bérbara Braga, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2010.
Influéncia de diferentes tipos de exercicio sobre parametros 0sseos em ratas
ovariectomizadas e inteiras. Orientador: Antdnio José Natali. Coorientadores: Carlos
Henrique Osoério Silva, Maria do Carmo Gouveia Peluzio, Ricardo Junqueira Del Carlo.

Este estudo teve como objetivo investigar os efeitos de diferentes tipos de exercicios fisicos
(corrida e natacdo) sobre pardmetros dsseos em ratas ovariectomizadas (OVX) e inteiras
(SHAM). Ratas Wistar com 20 semanas de idade, peso inicial de 271,42 £17,6g (média +
desvio padrao) foram usadas. Dez animais foram sacrificados quinze dias apds a cirurgia e
denominados baseline (GB), os demais foram alocados aleatoriamente em um dos seis grupos
(n = 12): corrida OVX (CO); corrida SHAM (CS); natacdo OVX (NO); natagdo SHAM (NS);
sedentario OVX (CONO) e sedentario SHAM (CONS). Os animais foram alojados em
gaiolas individuais, em sala com temperatura ambiente de 22 + 2 °C e ciclo de 12 horas
claro/escuro, onde receberam diariamente 20g de ragdo e agua ad libitum. Os animais dos
grupos CO e CS foram submetidos a um programa de treinamento de corrida em esteira
durante 10 semanas (16 m/min, 60 min/dia, 5 dias/semana, 8 semanas com 0% de inclinacao e
2 semanas com 10° de inclina¢do). Os animais dos grupos NO e NS foram submetidos a um
programa de treinamento em natacdo durante 10 semanas em um tanque com agua a 30 £ 2
°C, com sobrecarga de até 3% do peso corporal (60 min/dia, 5 dias/semana). Os animais dos
grupos CONO e CONS permaneceram em gaiolas individuais, sem exercicio programado, por
10 semanas. Apos a eutanasia, o fémur direito foi removido para avaliacdo da densidade
mineral 6ssea (DMO), do contetido mineral dsseo (CMO) e da resisténcia 6ssea. O fémur
esquerdo foi retirado para determinacdo da morfometria 6ssea. Toda a gordura visceral foi
removida e pesada, descartaram-se pele, visceras, cabega e pés, permanecendo apenas
musculo e ossos (carcaga vazia) para a analise quantitativa de agua, gordura, proteina e
cinzas. Amostras de sangue foram retiradas para analise do biomarcador fosfatase alcalina
Ossea (ostase). Ao final do experimento os animais OVX apresentaram maior (p < 0,05) peso
corporal que os animais SHAM. Os programas de exercicio aumentaram (p < 0,05) a DMO e
0 CMO dos grupos CO e NO. O programa de exercicio em esteira aumentou (p < 0,05) a
tenacidade de flexdao no fémur dos animais do grupo CO e a for¢a de flexdo no fémur do
grupo CS. Nao houve aumento (p > 0,05) de osso trabecular nas regides da cabega e do
trocanter do fémur em CO e NO. O programa de natagdo aumentou (p < 0,05) a espessura do

osso cortical no grupo NO e NS. A gordura visceral foi reduzida (p < 0,05) no grupo CO.



Nao houve diferenca (p > 0,05) entre os grupos experimentais na porcentagem de agua,
gordura, proteina e cinzas. Os programas de corrida em esteira e natagdo com sobrecarga nao
aumentaram (p > 0,05) os valores de ostase em ratas OVX. Concluiu-se que: a) os programas
de exercicios aumentaram a DMO e o CMO de ratas OVX; b) O programa de exercicio em
esteira aumentou a tenacidade do fémur de ratas OVX; ¢) O programa de exercicio em
natacdo aumentou a espessura do osso cortical em ratas OVX e SHAM; d) O programa de
exercicio em esteira reduziu a gordura visceral em ratas OVX; e) Os programas de exercicio

ndo aumentaram os niveis de ostase em ratas OVX.
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ABSTRACT

FERNANDES, Barbara Braga, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, february, 2010.
Influence of differents types of exercise on the bone of ovariectomized and whole female
rats. Adviser: Antonio José Natali. Co-Advisers: Carlos Henrique Osorio Silva, Maria do
Carmo Gouveia Peluzio, Ricardo Junqueira Del Carlo.

This study aimed at investigating the effects of different types of exercise (running and
swimming) on the bone of ovariectomized (OVX) and whole (SHAM) female rats. Wistar
female rats with 20 weeks of age and initial weight of 271,42 +17,6g (mean + standard
deviation) were used. Ten animals were sacrificed after two weeks of surgery and were
termed baseline (GB). The other animals were randomly divided into six groups (n = 12):
race OVX (CO); race SHAM (CS); swimming OVX (NO); swimming SHAM (NS),
sedentary OVX (CONO); and sedentary SHAM (CONS). All animals were housed in
individual cages in a room with temperature of 22 + 2 °© C and cycle of 12 hours light/dark,
where they received daily 20 g of food and water ad libitum. Animals from CO and CS
underwent a treadmill running program for 10 weeks (16 m / min, 60 min / day, 5 days / week
for 8 weeks with 0% grade and 2 weeks with 10% grade). Animals from NO and NS were
submitted to a swimming training program for 10 weeks in a tank with water at 30 = 2 ° C
bearing up to 3% of body weight (60 min / day, 5 days). Animals from CONO and CONS
remained in individual cages for 10 weeks without exercise program. At sacrifice the right
femur was removed for bone mineral density (BMD), bone mineral content (BMC) and bone
strength assessments. The left femur was removed for bone morphometric analysis. Visceral
adipose tissue was removed and weighed. Skin, viscera, head and feet were discharged and
the empty carcass (muscle and bone) was used for quantitative analysis of water, fat, protein
and ash. Blood samples were collected for analysis of bone alkaline phosphatase (ostas). By
the experiment OVX rats exhibited higher (p <0.05) body weight than SHAM. The exercise
training programs increased (p <0.05) BMD and BMC in CO and NO. Treadmill training
increased (p <0.05) the femur tenacity of bending in CO and the femur flexion strength in CS.
Trabecular bone in the head and trochanter of the femur was not affected in CO and NO.
Swimming training increased (p <0.05) the width of the femur cortical bone in NO and NS.
Visceral fat was reduced (p <0.05) in CO. The percentages of water, fat, protein and ash were
not different (p> 0.05) among the experimental groups. The exercise training programs did
not increase (p> 0.05) values the alkaline phosphatase in OVX rats. It was concluded that: a)

Treadmill and swimming training increased BMD and BMC in OVX rats; b) Treadmill

xii



training increased the tenacity of the femur in OVX rats; ¢) Swimming training increased the
width of cortical bone in OVX rats and SHAM rats; d) Treadmill training reduced visceral fat

in OVX rats; and e) Exercise training programs did not increase the alkaline phosphatase

levels in OVX rats.
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1- INTRODUCAO

A osteoporose ¢ uma doenga de fragilidade esquelética caracterizada por fraturas que
resultam de baixos niveis de traumatismos. E caracterizada por perda gradual de massa ossea,
que enfraquece os ossos, por deterioragdo da microarquitetura tecidual, tornando-os mais
frageis e suscetiveis a fraturas. Estima-se que uma em cada duas mulheres e um em cada
quatro homens com mais de 50 anos de idade tera alguma experiéncia de fratura relacionada
a osteoporose (Gammage et al., 2009). A osteoporose ¢ a mais comum de todas as doengas
Osseas nos adultos, sobretudo na velhice, e incide mais em mulheres (Guyton e Hall, 2002;
Iwamoto et al., 2005).

Segundo critérios da Organizacdo Mundial de Satde - OMS, aproximadamente um
terco das mulheres de raca branca, com idade superior aos 65 anos, sdo portadoras de
osteoporose (WHO, 1994).

O numero de pessoas portadoras de osteoporose tem crescido muito nos ultimos anos,
apresentando altos custos financeiros em seu tratamento. A prevaléncia de osteoporose em
mulheres pos-menopausa nos Estados Unidos ¢ de aproximadamente 38% e estima-se que
1,5 milhdes de fraturas estejam associadas a osteoporose. Este nimero pode vir a triplicar no
ano de 2040, tendo em vista o aumento da expectativa de vida da populacao (Tosteson et al.,
2008).

No Brasil nao existem dados estatisticos sobre a incidéncia da doenga. De acordo com
Camargo et al. (2005), 33% das mulheres e 16% dos homens da cidade de Sao Paulo ou
residentes na cidade de Sao Paulo com mais de 65 anos apresentavam osteoporose pela
densitometria 6ssea em um dos sitios esqueléticos analisados. Estes dados coincidem com
dados norte americanos, em que cerca de 30% das mulheres com mais de 65 anos tém
osteoporose (Cooper et al., 1997).

Para a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), individuos com densidade mineral
ossea (DMO) maior que 2,5 desvios padrao abaixo da média sdo osteoporoticos (WHO,
1994; Eastell 1998; NIH, 2001; Kanis et al., 2008) e, para cada desvio-padrdo que a massa
Ossea apresenta abaixo da massa 6ssea normal, o risco relativo de fratura nas mulheres pos-
menopausa aumenta em até 2,6 vezes (Lemura e Duvillard, 2006).

A deficiéncia dos esterdides sexuais na génese da osteoporose humana, a
predisposicdo genética, a inatividade fisica, fatores ambientais (consumo de alcool, cafeina,
etc.), deficiéncia de vitamina D e as disfungdes tireoidianas constituem os fatores de risco

para a osteoporose (Cohen e Roe, 2000; Gammage et al., 2008; Maddalozzo et al., 2009).



Declinios rapidos na densidade mineral 6éssea (DMO) ocorrem com a deficiéncia de
estrogénio apds a menopausa, determinando risco de desenvolvimento de osteoporose (Hart
et al., 2001). Nas mulheres, a patologia pode ser prevenida ou retardada maximizando o pico
de massa Ossea por meio de modificagdes no estilo de vida, como a dieta e a atividade fisica
durante a infancia e a adolescéncia (Soot et al., 2005).

A baixa DMO esta fortemente ligada ao risco de fraturas em mulheres osteopordticas
pos-menopausa, mostrando que existem fatores que modulam o comportamento da massa
ossea (Gnudi et al., 2007).

Mulheres pos-menopausa possuem um alto risco de desenvolverem disturbios
metabolicos e doengas cardiovasculares, incluindo a obesidade, o diabetes tipo 2 e a
osteoporose (Burguera et al., 2001; Saengsirisuwan et al., 2009). A deficiéncia de estrogénio
provoca importantes alteracdes no metabolismo lipidico e na distribuicdo da gordura corporal
(Saengsirisuwan et al., 2009).

Medidas de tratamento incluem atividade fisica regular, quantidades adequadas de calcio
dietético, suplementacdo de vitamina D e medicamentos que reduzam o risco de novas
fraturas (Honig, 2008). Artigos que relatam as consequéncias da imobilizagdo e a relacdo
entre exercicio fisico e massa 6ssea defendem o papel benéfico da atividade na génese e
mineralizagdo dos ossos (Ghadalupe-Grau et al., 2009).

A tensdao mecanica gerada pelo exercicio constitui estimulo importante para a formagao
Ossea e desempenha papel importante para minimizar a perda 6ssea em mulheres pods-
menopausa (Barengolts et al., 1994) e em ratas ovariectomizadas (Honda et al., 2003).

Estudos com humanos (Chien et al., 2000; Bergstrom et al., 2008) ¢ com animais
(Honda et al., 2003; Huang et al., 2008) tem demonstrado que o exercicio aumenta a DMO, a
massa e a forca Ossea (Hart et al., 2001). Acredita-se que o estresse mecanico gerado pelo
exercicio desempenha papel importante na resposta osteogénica.

Experimentos tém demonstrado o efeito do exercicio sobre a massa Ossea durante o
periodo de crescimento € aumenta a massa Ossea em ratos jovens (Iwamoto et al., 1999;
Iwamato et al., 2004; Huang et al., 2008).

Virios tipos de programas de exercicio sdo utilizados na investigagdo da resposta do
tecido 6sseo. Alguns autores utilizaram o exercicio aerobico como a caminhada, a corrida
(Borer et al., 2007; Huang et al., 2008), a natacao (Huang et al., 2003; Melton et al., 2004),
outros exercicios de resisténcia (Bennell et al., 2000; Notomi et al., 2000), saltos verticais
(Honda et al., 2003; Unemura et al., 2008) ¢ escalada (Notomi et al., 2001).

Tem sido demonstrado que a corrida produz efeito osteogénico em ossos de ratos

machos jovens (Bourrin et al., 1995; Huang et al., 2008) e fémeas (Hagihara et al., 2005),
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embora o exercicio pareca ter efeito menos osteogénico em ratas ovariectomizadas
(Barengolts et al., 1993). Entretanto, Notomi et al. (2000), observaram que o exercicio de
corrida em esteira nao provocou mudancas na DMO, no conteudo mineral 6sseo (CMO) e no
crescimento dsseo de ratos, percebendo que no exercicio aerdbico € necessario uma
sobrecarga mais alta para provocar aumentos na massa e na forca dssea. Atletas de corrida e
natacdo também ndo demonstraram diferencas na DMO e no CMO quando comparados ao
grupo controle (Jurimae et al., 2005; Soot et al., 2005).

Em contrapartida, a literatura também nos mostra que, embora a natacdo seja
considerada uma atividade em que ndo ha suporte do peso corporal, o aumento da densidade
Ossea pode estar relacionado com a intensidade da atividade muscular (Bayramoglu et al.,
2005; Renno et al., 2007). Snyder et al, (1992), compararam o exercicio de natagdo com o de
corrida em ratas Wistar e observaram que o grupo que treinou natacdo apresentou o Umero
mais pesado e de maior CMO quando comparado ao grupo corrida. Isso indicou que a forga
muscular produzida durante o exercicio de natagdo provoca adaptagdes nos ossos. Em outro
estudo semelhante, pesquisadores observaram que ambos os exercicios (corrida e natacao)
provocaram aumento no peso ¢ na forca da tibia e do fémur de ratos, contudo ndo
apresentaram alteragcdes na DMO e no CMO (Huang et al., 2003).

A literatura diverge sobre qual o modelo e intensidade de exercicio a ser utilizado na
prevengdo e tratamento da perda de massa Ossea associada a menopausa. Alguns estudos
demonstraram que o exercicio aerdbico de moderada intensidade e com sobrecarga sdo os
mais efetivos (Tromp et al., 2006; Bonnet et al., 2007), outros afirmaram que o exercicio de
alto impacto tem um significativo efeito na massa 6ssea (Honda et al., 2003; Nagasawa et al.,

2008).



2- OBJETIVOS

2.1- Objetivo Geral:
Investigar os efeitos de diferentes tipos de exercicios fisicos (corrida e natagdo) sobre

parametros 0sseos em ratas ovariectomizadas e inteiras.

2.2- Objetivos Especificos:
De ratas ovariectomizadas e inteira, avaliar:
- O desempenho nos exercicios de natagdo com sobrecarga e corrida em esteira;
- O marcador bioquimico de formagdo 6ssea (fosfatase alcalina dssea);
- A composi¢do corporal (% hidrico, % de gordura, % de proteina, % de cinzas e
gordura visceral);
- A densidade mineral 6ssea e o conteido mineral 6sseo do fémur;
- A resisténcia da fratura 6ssea do fémur;
- A histomorfometria 6ssea do fémur;

- O marcador bioquimico de formagao ossea (fosfatase alcalina dssea);



3- REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Tecido 6sseo

O osso ¢ um tecido dinamico constantemente remodelado pelas células 6sseas - os
osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos (Weinstein e Manoglas, 2000) - mantendo sua
integridade estrutural e a homeostasia mineral, ambas dependentes do equilibrio entre os
processos anabodlico (aposi¢do) e catabolico (reabsor¢do). A perda desse equilibrio altera a
matriz e a mineralizagao osseas (Ribeiro et al., 2003).

O osso cortical ou compacto representa 85% do tecido dsseo total, predominando no
esqueleto apendicular, com uma distribuicdo concéntrica em volta de canais centrais que
contém o sistema haversiano, formado por vasos sanguineos, linfaticos, nervos e tecido
conjuntivo. Tem o papel de sustentagcdo e protecao. O osso trabecular ou esponjoso ¢ a parte
mais interna dos ossos, caracterizada por uma rede de trabéculas Osseas finas. Ele ¢
encontrado na porcdo interna dos ossos longos, corpos vertebrais e pelve, sendo mais
importante do ponto de vista metabolico que o osso cortical (Coronho et al., 2001).

Internamente, revestindo o canal medular, hd uma membrana chamada endosteo, que
apresenta uma pronunciada atividade celular, provavelmente devido as forcas de flexdo e de
tracdo que existem no local e ¢ a membrana responsavel pelo processo de remodelagdo dsseo
(Coronho et al., 2001).

A superficie externa dos ossos ¢ denominada de periosteo, que ¢ formado de tecido
conjuntivo e a sua camada mais superficial contém principalmente fibras colagenas e
fibroblastos. Na sua por¢ao profunda ¢ mais celular e apresenta células osteoprogenitoras que
se multiplicam por mitose e se diferenciam em osteoblastos, desempenhando papel
importante no crescimento dos 0ssos e na reparagao de fraturas (Junqueira e Carneiro, 2008).

O osso consiste em um componente organico (20-25%), um componente inorganico
(70%) e agua (5%). A matriz organica determina a estrutura e as propriedades mecanicas e
biomecanicas do osso. Ela ¢ formada por 98% de colageno tipo I e proteinas ndo coladgenas.
Sendo os 2 % restantes sdo formados pelas células 6sseas. O componente inorganico consiste
em cristais de hidroxiapatita (Khan et al., 2001).

Os osteoblastos sdo originados a partir de células mesenquimais osteoprogenitoras.
Estdo localizados na superficie de formagdo dssea, sendo responsaveis pela elaboragdao dos
componentes organicos da matriz extracelular. A membrana plasmatica destas células € rica
em fosfatase alcalina (marcador de formacao oOssea), além de possuir receptores para

paratormonio (PTH), citoquinas, prostaglandinas, estrogénios e vitamina D, mas ndo para
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calcitonina (Khan et al., 2001; Aires, 2008;). A funcdo osteoblastica é controlada por fatores
endocrinos, pardcrinos e autdcrinos. Hormonios como PTH, vitamina Ds, glicocorticéides,
hormonio do crescimento (GH) e esterdides gonadais atuam diretamente sobre os
osteoblastos (Khan et al., 2001).

Quando os osteoblastos sdo circundados pela matriz dssea que secretam, passam a
desenvolver extensdes longas e delgadas. Nesse momento, o metabolismo dessas células se
altera, param de sintetizar matriz dssea e passam a ser chamados de ostedcitos (Motta, 2003).

Os osteocitos sdo osteoblastos que apds mineralizacdo do ostedide ao seu redor
tornam-se prisioneiros em lacunas 6sseas. Situam-se em cavidades ou lacunas no interior da
matriz 6ssea, mas mantém comunicacdo entre si através de longos prolongamentos
citoplasmaticos que se intercalam e estabelecem vias de transporte de nutrientes e
metabolitos. Acredita-se que os ostedcitos participem ativamente na remodelacdo Ossea
(Motta, 2003; Aires, 2008).

Os osteoclastos sdo células gigantes multinucleadas que se formam a partir da fusdo
de células precursoras mononucleadas localizadas na medula 6ssea. Os osteoclastos maduros
sdo os unicos com capacidade e eficiéncia para desempenhar a funcdo de reabsor¢do Ossea
(Lorenzo et al., 2008). Eles se caracterizam pela alta mobilidade e, como os osteoblastos,
também sdo encontrados na superficie 6ssea. Movem-se ao longo da superficie Ossea
reabsorvendo osso e deixando uma lacuna de reabsor¢do em seu rastro (Aires, 2008). O
processo de reabsor¢do depende de caracteristicas especiais entre o osteoclasto e a superficie
Ossea e um espago fechado forma-se entre a célula e a matriz. Nesse espago, os osteoclastos
liberam enzimas lisossomais mantendo um pH 4acido, de maneira a possibilitar a dissolucao
da matriz 6ssea (Khan et al., 2001; Motta, 2003). Os osteoclastos desenvolvem uma borda
em escova na superficie em contato com o osso. A cavidade formada pela reabsor¢cdo logo
abaixo desta borda ¢ chamada de lacuna de Howship (Aires, 2008).

A densidade mineral 6ssea (DMO) ¢ o resultado de um processo de formacdo e
reabsor¢do chamado de remodelacdo. A formacdo ¢ responsavel pela reconstrugdo e
fortalecimento do tecido dsseo, enquanto que a reabsorcdo ¢ responsavel pela deterioracao
deste tecido (Cadore et al., 2005).

O contetdo mineral 6sseo (CMO) e a DMO sao determinados principalmente pelo
genotipo. Aproximadamente 70% da variagdo na densidade Ossea sdo determinadas pela
hereditariedade, portanto os 30% restantes dependem do fenotipo, em que a atividade fisica
e/ou a nutricdo podem induzir respostas fisioldgicas que permitam niveis mais elevados de
obtencdo de massa oOssea. O sal cristalizado depositado na matriz organica do osso ¢

composto principalmente de célcio e fosforo, o que representa aproximadamente 80% - 90%
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do CMO. As fibras de colageno constituem entre 90% - 95% a matriz organica (Vicente-
Rodriguez et al., 2008).

As propriedades mecanicas do osso sdo determinadas pela matriz colagena e pelo
grau de mineralizagdo, ou seja, pela quantidade de cristais de hidroxiapatita de célcio
depositada entre as fibras coldgenas. A resisténcia 0ssea ¢ determinada pela massa do tecido
0sseo e de sua rigidez. Esta rigidez ¢ determinada principalmente pela fase mineral, enquanto
que a matriz de colageno contribui principalmente para aumentar a capacidade de o osso

absorver energia sem se romper. (Guadalupe-Grau et al., 2009).

3.2. Remodelacao Ossea

A remodelagdo 0ssea ¢ um processo continuo de reabsor¢ao e formagao que ocorre no
esqueleto ao longo da vida em resposta a forcas mecanicas e a fatores do meio interno. A
remodelacdo ocorre a fim de remover partes do osso danificado ou mais velho, substituindo
com osso recém formado. Esse processo ocorre pela atividade dos osteoblastos e dos
osteoclastos (Hernandez, 2008; Pivonka et al., 2008).

A homeostase Ossea se mantém até a idade aproximada de 40 anos. A partir dai,
entretanto, observa-se um discreto predominio da reabsor¢do sobre a formagdo Ossea,
caracterizando um estado de osteopenia fisiolégica. Em mulheres, essa condi¢do pode ser
ainda mais intensa devido a reducdo dos niveis de estrogénio que ocorre na pés-menopausa
(Aires, 2008).

A remodelacdo ocorre tanto no osso cortical como no trabecular, porém ¢ mais
intensa no trabecular, devido a disposi¢do e funcdo de trabéculas 6sseas. Em situagdes
fisiologicas, a reabsor¢ao e a formacdo sdao fendomenos acoplados e dependentes, € o
predominio de um sobre o outro pode resultar em ganho ou perda de massa dssea (Saraiva e
Lazaretti-Castro, 2002).

A remodelagdo déssea ocorre em pequenas unidades de células denominadas BMU
(unidade basica multicelular), que sdo encontradas em varios sitios das superficies dsseas. A
sequéncia de eventos em um sitio de remodelagdo (BMU) ¢ a ativacdo-reabsor¢ao-formagao
(Robling et al., 2006; Pivonka et al., 2008).

Estimulos sistémicos (pelo PTH) ou locais (por tensdo mecanica ou microfraturas)
podem iniciar o processo de ativacdo da remodelacdo dssea. A liberagdo de hormonios e
substancias (PTH, 1,25-diidroxivitamina D, IL1, IL2, IL6, TNF-a) induzem o aumento na
producdo de RANKL (ligante do receptor ativador do fator nuclear kB) pelos osteoblastos,
que se ligam ao seu receptor RANK nas membranas das células hematopoiéticas precursoras,

tornando os osteoclastos ativos. Substancias inibidoras da reabsor¢ao, tais como o estrogénio
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e as proteinas morfogenéticas osseas (BMP), estimulam a produgdo de osteoprotegerina
(OPG), que ¢ um inibidor de RANK, pois ela captura o RANKL, impedindo sua ligagdo ao
seu receptor, diminuindo, entdo, o numero de osteoclastos ativos e induzindo a apoptose de
osteoclastos maduros (Robling et al., 2006).

As superficies Osseas quiescentes sdo recobertas por células de superficie ou de
revestimento. Em resposta a um estimulo de reabsor¢ao, as células de superficie se retraem e
expoem a superficie dssea. Ao mesmo tempo, ocorre a diferenciagdo, a ativagcdo € a migragao
dos osteoclastos aos sitios de reabsor¢ao (superficie exposta). Estes reabsorvem o osso velho
e criam uma lacuna, denominada lacuna de Howship. Finalmente, os osteoblastos ocupam o
sitio de reabsorcdo e sintetizam a matriz extracelular (ostedide) a qual, apés um periodo de
amadurecimento, serd mineralizada (Khan et al., 2001; Robling et al., 2006; Pivonka et al.,

2008).

3.3. Osteopenia e Osteoporose

A osteoporose ¢ uma doenga de fragilidade esquelética caracterizada por fraturas que
resultam de baixos niveis de massa 6ssea. Estima-se que 1 em cada 2 mulheres e 1 em cada 4
homens com mais de 50 anos de idade tera alguma experiéncia de fratura relacionada a
osteoporose (Gammage et al., 2008). A osteoporose ¢ a mais comum de todas as doengas
Osseas nos adultos, sobretudo na velhice e em maior incidéncia em mulheres (Guyton e Hall,
2002; Iwamoto et al., 2005).

Ocorrem anualmente no mundo mais de 8,9 milhdes de fraturas relacionadas a
osteoporose, das quais mais de 4,5 milhdes ocorrem na América e na Europa (WHO, 1994).

A deficiéncia dos esterdides sexuais na génese da osteoporose humana, a
predisposicdo genética, a inatividade fisica, fatores ambientais (consumo em excesso de
alcool e cafeina), deficiéncia de vitamina D e as disfung¢des tireoidianas constituem os fatores
de risco para a osteoporose (Cohen e Roe, 2000; Ribeiro et al., 2003; Gammage et al., 2009;
Maddalozzo et al., 2009).

A mais conhecida condi¢do de perda 6ssea em humanos é a osteoporose pos-
menopausa. Declinios rapidos na DMO ocorrem com a deficiéncia de estrogénio apos a
menopausa, levando as mulheres a um grande risco de desenvolverem osteoporose em
relacdo aos homens (Hart et al., 2001). A osteoporose em mulheres pode ser prevenida ou
retardada maximizando o pico de massa Ossea através de modificagdes no estilo de vida,

como a dieta e a atividade fisica, durante a infancia e a adolescéncia (Soot et al., 2005).



A Organizagdo Mundial de Saude — OMS classifica o grau de osteoporose de acordo
com os critérios densitométricos apresentados no quadro 1 (WHO, 1994; Eastell 1998; NIH,
2001; Kanis et al., 2008).

Quadro 1. Critérios Densitométricos da Organiza¢do Mundial da Satde*

Categoria Escore T (DP) Risco de fratura
Normal > -1 -

Osteopenia -l1a-2,5 1 quatro vezes
Osteoporose <-2,5 1 oito vezes
Osteoporose severa Com uma ou mais fraturas, 7 vinte vezes

independente da massa 0ssea

*Critérios estabelecidos para: coluna lombar, colo do fémur e ter¢o médio do radio.

ApOs a menopausa, a redugdo da concentragdo de estrogénio aumenta a reabsor¢ao
osteoclastica e excede a taxa de formagao osteobléstica, resultando em perda de massa Ossea

(osteopenia ou osteoporose) (Simdes et al., 2008).

3.4. Modelo animal para osteoporose

Virias espécies de animais tém sido utilizadas no estudo da perda dssea, incluindo
primatas ndo humanos, caes, ovinos, suinos, coelhos, ratos e camundongos (Priemel et al.,
2002). Apesar do fato de que a posicdo quadripede do rato difere da posi¢do bipede do
humano, as semelhangas da arquitetura da vértebra e fémur entre eles sugerem que ratos
podem ser utilizados na caracterizagdo das alteracdes Osseas associadas a idade, fatores
hormonais e efeitos terapéuticos (Li et al., 2003).

O modelo animal cada vez mais se torna apropriado para o estudo da biologia do
tecido 6sseo, devido as restricdes praticas e éticas do uso de seres humanos, oferecendo,
ainda, maior controle sobre numerosas varidveis externas e permitindo a caracterizacdo da
resposta do osso ao exercicio (Bennell et al., 2000). Em humanos a mensuracdo da DMO
ocorre através da densitometria Ossea e de alguns marcadores bioquimicos, que sio

mensurados através do soro e da urina (Bennell et al., 2000). Entretanto, no modelo animal



avaliacdes de propriedades biomecanicas e morfométricas também se tornam possiveis, pois
nem sempre estara presente alteragdo na DMO (Bennell et al., 2000).

Ratas adultas tém um ciclo regular de estrogénio e sua deficiéncia causa perda dssea,
por isso vém sendo o modelo mais utilizado para se estudar o envelhecimento 6sseo em
humanos. A rata ovariectomizada (OVX) ¢ considerada um excelente modelo que transmite
as principais caracteristicas clinicas da deficiéncia do estrogénio no esqueleto humano
(Thompson et al., 1995; Gala et al., 2001; Priemel et al., 2002), ocorrendo um aumento do
turnover osseo, com a taxa de reabsor¢do pelos osteoclastos excedendo a formacao pelos
osteoblastos, levando a perda de massa dssea, similar a osteopenia e osteoporose, como
observados em humanos, reduzindo a for¢a ¢ a rigidez do osso determinando aumento do
risco de fratura (Gala et al., 2001; Li et al., 2003).

Avaliacdes como densitometria Ossea, andlise de marcadores bioquimicos de
formagdo e reabsor¢ao Ossea, testes biomecanicos e histomorfometria sao realizados no
modelo animal da mesma maneira que em humanos (Thompson et al., 1995). Autores tém
utilizado o modelo de ratas ovariectomizadas para o estudo da prevencdo e tratamento da
perda dssea apds a deplecdo do estrogénio (Nakajima et al., 2001; Li et al., 2002; Tromp et
al., 2006; Fuchs et al., 2007; Simdes et al., 2008; Lespessailles et al., 2009).

3.5. Ovariectomia

A ovariectomia — cirurgia de retirada dos ovérios - tem sido utilizada para induzir os
efeitos da menopausa em animais, pela deficiéncia da secrecdo do hormdnio estrogénio
(Bonnet et al., 2007; Fuchs et al., 2007; Simdes et al., 2008; Saengsirisuwan et al., 2009). E
bem estabelecido que o aumento do consumo didrio de energia, da massa corporal e da massa
gorda ¢ decorrente da ovariectomia (Saengsirisuwan et al., 2009).

A ovariectomia aumenta a reabsor¢ao Ossea, resultando em perda do osso trabecular e

cortical, e isto é mais significativo em ratas adultas que em jovens (Iwamoto et al., 2005).

3.6. Composicio Corporal

A composic¢do corporal tem se demonstrado importante em relagdo a DMO (Genud et
al., 2007). Blain et al. (2002) propdem que a composi¢do corporal, incluindo massa magra e
gorda, pode ser mais importante que o peso corporal individualmente, sugerindo que a
gordura, por ser um substrato para conversdo de androgenos para estrogenos, pode ser
relacionada com a DMO tanto por fatores hormonais (devido a sua importancia na regulacao

dos hormdnios sexuais na DMO) quanto por fatores mecéanicos.
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Outros estudos também mostraram associa¢do entre massa magra e gorda com a
massa 6ssea em mulheres pré e poés-menopausa. Através deles, demonstrou-se que as mais
jovens tiveram forte relacdo da massa magra com a éssea, ¢ as mais velhas da massa gorda

com a 6ssea (Ijuin et al., 2002; Genud et al., 2007; Lekamwasam et al., 2009).

3.7. Estrogénio

ApoOs cessar a produgao dos hormonios sexuais, a massa 6ssea da mulher diminui
rapidamente nos primeiros 10 anos e lentamente nos anos subseqiientes, havendo, a cada
ciclo de remodelacdo 6ssea, menor quantidade de osso formado e maior quantidade de osso
reabsorvido (Ribeiro et al., 2003). As mulheres perdem cerca de 5% de seu osso trabecular a
cada ano e 15% de sua massa dssea total apds cinco anos de menopausa (Park et al., 2008).

O estrogénio regula, nos osteoblastos, a expressdo dos genes que codificam o
colageno tipo I, a fosfatase alcalina, a osteopontina, a osteocalcina e a osteonectina (Okazaki
et al., 2002). Ele aumenta a diferenciacdao dos osteoblastos e exerce efeito estimulatorio sobre
a sintese e a mineralizacao da matriz 6ssea (Tomkinson et al., 1998; Liel et al., 1999; Bland,
2000). Além disso, o estrogénio estimula a apoptose dos osteoclastos € mantém os ostedcitos
viaveis, havendo na sua deficiéncia aumento da taxa de apoptose dessas células (Tomkinson
ey al., 1997; D’ Amelio et al., 2008). A sintese de interleucinas [IL-1p, IL-6, fator de necrose
tumoral alfa (TNFa)], e prostaglandina e do fator estimulador de macrofagos, importantes
agentes reabsortivos, ¢ inibida pelo estrogénio. J4 a sintese de antagonistas dos receptores
para IL-1, de proteinas ligantes dos fatores de crescimento semelhante a insulina (IGFBP-4) e
de proteinas dsseas morfogenéticas (MFP-2 ¢ MFP-6) sdo estimuladas pelo estrogénio e
representam importantes mediadores da a¢ao anabolica desse hormonio sobre o tecido 0sseo
(Zhou et al., 2003).

Na deficiéncia de estrogénio, ha diminui¢cdo dos receptores da vitamina D no intestino
e menor conversdo renal do 25 hidroxicolecalciferol (250HD;) em 1,25
diidroxicolecalciferol (1,25(OH),D3), a forma ativa da vitamina D (Liel et al., 1999; Ribeiro
et al., 2003).

3.8. Marcadores bioquimicos do metabolismo 6sseo

Pesquisadores tém utilizado, além de métodos densitométricos, a analise de alguns
marcadores do metabolismo 0sseo para avaliar os efeitos da atividade fisica na remodelacao
Ossea, buscando alguma relagdo entre as mudangas encontradas na DMO e a variacdo nas
concentragdes sanguineas e urinarias desses marcadores (Humphries et al., 2000; Creighton

et al., 2001; Iwamoto et al., 2004;Ryan et al., 2004; Bonnet et al., 2007).
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Entre os marcadores de formagdo 6ssea estdo a fosfatase alcalina, que é secretada pelos
osteoblastos e hidrolisa ésteres de fosfato (o que provavelmente esta envolvido no processo
de calcificacdo), e a osteocalcina, cuja sintese aumenta quando ocorre maior calcificagdo do
tecido (Cadore et al., 2005).

Entre os marcadores de reabsor¢do 0ssea estdo a deoxipiridinolina livre (expressa em
razdo da creatinina urindria), a fosfatase acida tartarato-resistente circulante, a hidroxiprolina
(expressa em razao da creatinina urinaria), os telopeptidios das ligagdes cruzadas do colageno
tipo I, de terminal amino (NTx), entre outras ligacdes cruzadas de piridinolina circulantes,
sendo todas essas substancias subprodutos da reabsor¢do do coldgeno 6sseo (Cadore et al.,
2005).

Vicent e Braith (2002) demonstraram relacdo entre as mudancgas nas concentragoes dos
marcadores do metabolismo 6sseo ¢ as mudancas densitométricas.

Entretanto, os resultados da variagdo dos marcadores bioquimicos nem sempre
acompanham as mudancas que ocorrem na DMO com o periodo de treinamento (Ryan et al.,
1994). Honda et al. (2003) observaram o aumento na concentracao desses marcadores sem
nenhuma resposta da DMO. Contudo, a resposta dos marcadores pode representar uma média
da remodelacdo dssea corporal total e ndo dos locais que sofrem maior sobrecarga durante a

atividade fisica (Cadore et al., 2005).

3.9. Biomecanica do osso

A principal fung@o dos ossos ¢ a de suportar a contragdo muscular e a gravidade induzida
por for¢as mecanicas exercidas sobre eles, sem que haja fratura e para permitir a locomogao
do corpo (Leppanen et al., 2008). Para realizar estas fungdes, o tecido 6sseo ¢ equipado com
um sistema mecanosensorial que facilita a adaptagdo do esqueleto com a carga (Leppanen et
al., 2008; Sehmisch et al., 2009).

Os ossos possuem propriedades elasticas e plasticas. Na elastica o 0sso absorve a energia
imposta a ele e ¢ reversivel, ou seja, ele sofre uma deformacao, mas volta a sua forma
normal. Se a carga imposta excede a capacidade de deformagdo eldstica e se torna
permanente ¢ denominada de deformagao plastica (Seeman et al, 2008).

O tecido 6sseo € um dos mais resistentes e rigidos do corpo humano. O resultado final da
deformacao mecanica repetida e das contragdes musculares resulta em aumento das correntes
elétricas pulsateis no osso devido a fendmenos piezoelétricos e de fluxo (Turek, 1991).

A sobrecarga mecanica desencadeia uma cascata de eventos celulares que envolvem
receptores a de estrogénio. Essa pode ser a razdo pela qual o efeito osteogénico ¢ maior

durante a adolescéncia e menor em mulheres pds-menopausa, amenorréicas € em casos de
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ovariectomia, onde estes receptores encontram-se diminuidos (Bland, 2000; Gaumet-Meunier

et al., 2000; Guadalupe-Grau, 2009).

3.10. Exercicio e Metabolismo Osseo

A influéncia da atividade fisica sobre o tecido 6sseo tem sido amplamente discutida na
literatura. Diversas linhas de evidéncia, incluindo trabalhos sobre as consequéncias da
imobilizacao e a relagdo entre exercicio fisico € massa 0ssea, defendem o papel benéfico da
atividade na génese e na mineralizacdo dos 0ssos.

A quantidade méaxima de massa 6ssea acumulada por um individuo ¢ denominada pico de
massa 6ssea. Os ganhos de massa 6ssea sdo muito rapidos na adolescéncia, sendo que 90%
sdao adquiridos até os 18 anos de idade. O pico de massa Ossea ¢ determinado por fatores
genéticos e hormonais, mas pode ser significativamente influenciado pelo peso corporal,
habitos alimentares, tabagismo, alcool, exposicdo ao sol e pelos niveis de atividade fisica
(Honig, 2008).

A tensdao mecanica gerada pelo exercicio constitui um dos estimulos mais importantes
para a formacdo Ossea e desempenha um papel importante para minimizar a perda 6ssea em
mulheres pds-menopausa (Barengolts et al., 1994) e em ratas ovariectomizadas (Honda et al.,
2003). A tensdo de cisalhamento que ocorre pelo estresse gerado no 0sso inicia uma cascata
de eventos, incluindo a elevagao de célcio intracelular, a secrecdo autdcrina e pardcrina, a
expressdo de fatores de crescimento e a producdo de proteinas na matriz 6ssea (Turner et al.,
2003). A carga imposta pelo exercicio produz grandes taxas de deformacao na matriz 6ssea
estimulando a osteogénese.

Estudos com humanos (Chien et al., 2000; Bergstrom et al., 2008 ) e com animais
(Honda et al., 2003; Huang et al., 2008) tém demonstrado que o exercicio aumenta a DMO, a
massa e a forca Ossea (Hart et al., 2001). Acredita-se que o estresse mecanico gerado pelo
exercicio desempenhe um papel importante na resposta osteogénica.

O exercicio tem sido considerado positivo para o sistema 0sseo, e, por isso, tem sido
utilizado como prevengdo e tratamento da osteoporose (Melton et al., 2004; Iwamoto et al.,
2005). A massa 0ssea pode ser aumentada por alguns programas de exercicio para adultos e
idosos e atenuar a sua perda associada ao envelhecimento (Guadalupe-Grau et al., 2009).

Estudos experimentais t€m demonstrado os efeitos do exercicio sobre a massa Ossea
durante o periodo de crescimento sendo evidenciado que o exercicio aumenta a massa Ossea
em ratos jovens (Iwamoto et al., 1999; Iwamato et al., 2004; Huang et al., 2008).

O treinamento com exercicios resistidos estimula a formagdo de osso trabecular

(Westerlind et al., 1998) e a atividade osteogénica que ocorre provavelmente pelo aumento
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de proteinas morfogenéticas (BMP). Apds o exercicio ocorre um aumento na formacao e uma
redu¢do da reabsorcao o0ssea (Iwamoto et al., 1998).

Embora diversos estudos tenham demonstrado um efeito estimulatorio dos exercicios
sobre o tecido dsseo, o mecanismo pelo qual os exercicios interferem nos 0ssos nao esta
totalmente compreendido.

Virios tipos de programas de exercicio sdo utilizados para investigar sua resposta no
tecido 0sseo. Alguns autores utilizaram a caminhada e a corrida (Borer et al., 2007; Huang et
al., 2008), outros a natacdo (Huang et al., 2003; Melton et al., 2004), exercicios resistidos
(Bennell et al., 2000; Notomi et al., 2000), saltos verticais (Honda et al., 2003; Unemura et
al., 2008) e a escalada (Notomi et al., 2001).

Opinides divergem sobre qual o modelo e qual a intensidade de exercicio ¢ mais
eficiente para prevengdo e tratamento da perda de massa dOssea associada a menopausa.
Alguns estudos mostram que os exercicios aerobicos de intensidade moderada e com
sobrecarga sdo os mais efetivos (Tromp et al., 2006; Bonnet et al., 2007); outros alegam e
demonstram que o exercicio de alto impacto tem um efeito superior sobre a massa Ossea

(Honda et al., 2003; Nagasawa et al., 2008).

3.10.1. Exercicio de Caminhada e Corrida

O exercicio aerobico, como a corrida em esteira, tem sido utilizado por diversos
pesquisadores para investigar a mineralizacdo o0ssea (Iwamoto et al., 1999; Iwamoto et al.,
2005; Huang et al., 2008; Simdes et al., 2008). Neste tipo de exercicio a formacdo Ossea
ocorre de forma compensatoria devido a forca mecanica sofrida pelo osso (Notomi et al.,
2000).

Experimentos t€ém mostrado que a corrida produz efeito osteogénico em ossos de
ratos machos jovens (Bourrin et al., 1995; Huang et al., 2008) e fémeas (Hagihara et al.,
2005), embora o exercicio pareca ter efeito menos osteogénico em ratas ovariectomizadas
(Barengolts et al., 1993). Ja em animais que realizam o exercicio com alguma sobrecarga, a
forca gerada promove uma resposta osteogénica, obtendo-se grandes ganhos na massa Ossea
quando comparados com aqueles que correm sem sobrecarga (Van der Watiel et al., 1995).

Notomi et al. (2000) observaram que o exercicio de corrida em esteira ndo provocou
mudancas na DMO, no CMO e no crescimento dsseo de ratos, talvez pelo baixo impacto
provocado no tecido 0Osseo. Atletas de corrida e natacdo também ndo demonstraram
diferengas na DMO e no CMO quando comparados ao grupo controle (Jurimae et al., 2005;

Soot et al., 2005).
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Em contrapartida, outros pesquisadores mostraram que mulheres pos-menopausa
(idade 60-72 anos), com um treinamento aerébio de corrida (60%-70% do VO,max), com
tr€s a quatro sessdes por semana, durante nove meses, com ou sem reposi¢do hormonal,
obtiveram significativos aumentos na massa Ossea de vértebras lombares e na cabeca do
fémur (Kohrt et al., 1995). O exercicio e a reposi¢do hormonal resultaram em efeitos
independentes na DMO. Esses efeitos foram acompanhados pela reducdo dos niveis séricos
de osteocalcina, indicando um aumento na DMO em resposta a reposicdo hormonal e ao
exercicio, provocando uma redu¢do no turnover dsseo. Isso sugere que houve uma reducao
na reabsor¢ao e nao um aumento na formagao ossea (Kohrt et al., 1995). Borer et al. (2007)
realizaram um programa de treinamento de caminhada (74% do VO,max), quatro sessdes
por semana, durante trinta semanas e observaram que o treinamento foi suficiente para
aumentar a massa muscular de membros inferiores e preservar a DMO em mulheres pos-
menopausa, mas os niveis de osteocalcina e fosfatase alcalina 6ssea nio interferiram na
DMO.

Estudos com ratas ovariectomizadas utilizando exercicio em esteira t€ém prevenido
perda de peso do fémur e da tibia, aumentado os parametros de formagdo 6ssea, como a taxa
de aposi¢do Ossea e formacgdo, e diminuido a reabsor¢do (Barengolts et al., 1993; Barengolts
et al., 1994). Peng et al, (1997) observaram que o treinamento em esteira promoveu uma
reducdo da perda oOssea trabecular de -51,7% para -32,2% e aumentou a carga maxima de
77.1N para 86.5N em ratas ovariectomizadas quando comparadas as ndo exercitadas. Em
contrapartida, Nordsletten et al.,(1994) ao realizarem exercicio de corrida em esteira com
ratas ovariectomizadas, ndo observaram alteragdes na DMO ¢ na mecanica do fémur destes
animais.

O exercicio de corrida ou caminhada em esteira provocou alteragdes no fémur e na
tibia de ratos, devido a sobrecarga nesta regido ser maior, ndo observando as mesmas
alteracdes em vértebras lombares. Isso pode ser explicado pelo fato de o modelo animal
utilizado ser quadrapede (Iwamoto et al., 2004; Iwamoto et al., 2005).

Huang et al. (2008) investigaram os efeitos do treinamento de corrida no crescimento
6sseo em ratos adultos com dois modelos de exercicio em esteira, onde um grupo de animais
se exercitava durante sessenta minutos por dia, de maneira continua, ¢ o outro grupo de
maneira intermitente, ambos com velocidade aumentada progressivamente. Observaram
ainda que o exercicio beneficiou o tecido dsseo, melhorando a qualidade biomaterial do
tecido, sem aumentar significativamente a area da DMO, o CMO e o tamanho do osso em
ambos os protocolos de exercicio. Em outro estudo semelhante, ratas ovariectomizadas

correram em esteira em diferentes intensidades: um grupo exercitava a uma velocidade de
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21m/min com uma inclinagdo da esteira de 7%, durante quarenta minutos consecutivos,
enquanto que o outro grupo corria de forma intervalada, com a mesma velocidade, mas com
uma inclina¢do de 11% com uma sobrecarga extra. Concluiram que o modelo de exercicio de
resisténcia em esteira possui mais efeitos benéficos, reduzindo a perda Ossea em ratas
ovariectomizadas (Tae-Woong et al., 2006).

Para Iwamoto e colaboradores (1998), apos testarem diferentes intensidades na esteira
em ratas maduras ovariectomizadas, o exercicio moderado (12m/min, 1h/dia) foi mais eficaz,
pois houve aumento na DMO do fémur e da tibia dos animais, os quais apresentaram, ainda,
uma maior forca de fratura.

A duragdo do exercicio também ¢ importante para prevenir e tratar a osteoporose,
devido a sua eficdcia em manter ¢ aumentar a DMO. Pesquisadores t€ém sugerido que o
exercicio de intensidade moderada e de tempo nao muito prolongados para mulheres pds-
menopausa sao mais benéficos para o tecido dsseo quando comparados a exercicios como a

maratona, que podem levar a uma redu¢cdo da DMO (Hagihara et al., 2005).

3.10.2. Exercicio de Natacao

Embora a natacdo seja considerada uma atividade em que ndo ha suporte do peso
corporal, o aumento da densidade dssea em resposta a natagdo pode estar relacionado com a
intensidade da atividade muscular.

A influéncia da for¢a muscular sobre a massa 6ssea tem sido destacada (Bayramoglu
et al., 2005). A contracdo muscular atua direta ou indiretamente sobre os ossos produzindo
um estimulo osteogénico. Mais de 70% da tensdo sofrida pelo osso sdo transmitidas pela
forga muscular e nao pelo peso corporal (Iwamoto et al., 1999).

Embora a influéncia da contracdo muscular sobre o metabolismo 6sseo tenha sido
estudada, os resultados ainda sdo controversos (Honda et al., 2003). Alguns estudos tém
demonstrado uma relagdo positiva entre a forca muscular e a massa d6ssea (Kritz-Silverstein e
Barret-Connor et al., 1994; Vuori et al., 1994; Renno et al., 2007). Em contrapartida, outros
autores ndo encontraram nenhuma relacdo significativa (Madsen et al., 1998; Daly et al.,
2004).

Snyder et al. (1992) compararam o exercicio de natagdo com o de corrida em ratas
Wistar, e observaram que o grupo que treinou natacao apresentou um umero mais pesado e
maior CMO quando comparado ao grupo corrida, indicando que a for¢ca muscular produzida
durante o exercicio de natacdo provoca adaptacdes no osso. Em outro estudo semelhante,
pesquisadores observaram que ambos 0s exercicios (corrida e natagdo) provocaram aumento

no peso e na forga da tibia e do fémur de ratos (Huang et al., 2003).
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Pesquisadores observaram beneficios do exercicio de natacdo na massa dssea em
animais ovariectomizados que se assemelham ao estado pds-menopausa, onde encontraram
aumento na DMO e no CMO do fémur, além de mudangas histomorfométricas, sugerindo
aumento da atividade oOssea e melhor propriedade mecanica em relacdo ao grupo nao
exercitado (Hart et al., 2001; Melton et al., 2004). Entretanto, Huang et al. (2003) ndo
encontraram mudangas na DMO e no CMO em ratos jovens, mas observaram aumento nas
propriedades mecanicas do fémur e da tibia dos animais que realizaram o treinamento de
natacdo em relacdo aqueles que ndo treinaram.

Bourrin et al. (1992), utilizando anélise histomorfométrica, mostraram que o exercicio
de natacdo em ratos jovens reduziu a reabsor¢do e a superficie ostedide, sugerindo uma
diminui¢do do turnover 6sseo. Em contrapartida, Kim et al., (2005) observaram que o
exercicio de nata¢do levou a uma redu¢do da DMO e da gordura corporal.

Em estudo de natacdo com atletas jovens (18-24 anos), pesquisadores ndo
encontraram nenhum efeito na DMO (Emslander et al., 1998). Em outro estudo com
adolescentes do sexo feminino e masculino (10-16 anos), observaram que o exercicio de
natagdo aumentou o CMO apenas nos meninos, ndo tendo nenhuma interferéncia no

metabolismo 6sseo das meninas (Derman et al., 2008).
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4- MATERIAL E METODOS

4.1. Animais Experimentais

Foram utilizadas 82 ratas Wistar adultas (Rattus norvegicus), com 20 semanas de
idade (peso médio 271,42 £17,6g; média +DP), provenientes do Biotério Central do Centro
de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal de Vigosa (UFV). Todos os
procedimentos foram realizados de acordo com os Principios Eticos na Experimentacio
Animal, sendo aprovados pela Comissdo de Etica do Departamento de Veterinaria da UFV
sob parecer n° 02/2009.

Os animais foram distribuidos em grupos experimentais, ¢ alojados em gaiolas
individuais, por 12 semanas, mantidos em ambiente com temperatura de 22 +2°C, umidade
relativa de cerca de 60% e fotoperiodo de 12 horas. Receberam diariamente de 18 a 20g de
ragdo comercial' e agua ad libittum.

Quarenta e dois animais foram submetidos a ovariectomia (OVX) e os quarenta
restantes somente a laparotomia com simulacao da retirada dos ovarios (SHAM). Antes das
cirurgias, cada animal recebeu anestesia com cetamina (20mg/kg) e xilazina (2,71mg/kg) via
intramuscular, anti-inflamatorio  (flunixina meglumina: 0,68mg/kg) e antibidtico
(enrofloxocina: 2,71mg/kg), ambos subcutidneo. Nas primeiras 5 horas apds as cirurgias, os
animais permaneceram em camara aquecida, a fim de manter a temperatura corporal. Apos
este periodo, as ratas foram alocadas em gaiolas individuais. Os procedimentos cirurgicos
foram realizados no Hospital Veterinario do Departamento de Veterinaria da UFV.

Um grupo de 10 animais (baseline) constituido de ratas ovariectomizadas (n=6) e
inteiras (n=4) foi submetido a eutanasia 15 dias apds a cirurgia, objetivando determinar a
influéncia da cirurgia sobre a homeostase Ossea ¢ também permitir comparagdes com 0s
demais grupos experimentais ao final de 10 semanas.

Apds quinze dias de recuperagdo das cirurgias de ovariectomia ou simulagdo da
retirada dos ovarios, os animais permaneceram por mais 10 semanas em gaiolas individuais
no Biotério de Experimentacdo Animal do Departamento de Educagdo Fisica e foram
alocados em 7 grupos (n=12), a saber:

GB (Baseline): ratas OVX e SHAM submetidas a eutanasia apos 15 dias de cirurgia;
CO: ratas OVX que foram submetidas ao treinamento de corrida em esteira, permanecendo

com vida livre na gaiola por 10 semanas;
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CS: ratas SHAM que foram submetidas ao treinamento de corrida em esteira, permanecendo
com vida livre na gaiola por 10 semanas;

NO: ratas OVX que foram submetidas ao treinamento de natacdo com sobrecarga,
permanecendo com vida livre na gaiola por 10 semanas;

NS: ratas SHAM que foram submetidas ao treinamento de natagdo com sobrecarga,
permanecendo com vida livre na gaiola por 10 semanas;

CONO: ratas OVX que nao foram submetidas ao treinamento de corrida em esteira ou
natacdo com sobrecarga, permanecendo com vida livre na gaiola por 10 semanas (controle);
CONS: ratas SHAM que ndo foram submetidas ao treinamento de corrida em esteira ou

natacdo com sobrecarga, permanecendo com vida livre na gaiola por 10 semanas (controle).
4.2. Protocolo de Exercicio
Ap6s quinze dias de cirurgia, os animais dos grupos CO e CS foram submetidos a um

. ;. yq . . . res o2
programa progressivo de exercicio aerdbico de corrida em esteira rolante elétrica” (quadro 2).

Quadro 2. Protocolo de exercicio em esteira e natagao.

Semana Corrida Inclinacao da Natacao com Duracio
esteira sobrecarga
1? Poés-cirurgia Pos-cirurgia Pos-cirurgia Poés-cirurgia
2? Pos-cirurgia Pos-cirurgia Pos-cirurgia Pos-cirurgia
3? 10m/min 0° 0% 30min
4* 15m/min 0° 1% 50min
5? 16m/min 0° 2% 60min
6" 16m/min 0° 2% 60min
7 16m/min 0° 2% 60min
g 16m/min 0° 2% 60min
9¢ 16m/min 0° 3% 60min
10* 16m/min 0° 3% 60min
11* 16m/min 10° 3% 60min
12° 16m/min 10° 3% 60min

Na primeira e segunda semanas, foi realizada adaptacdo dos animais com corridas na

velocidade de 10m/min por 10 minutos. Este tempo foi aumentado de 5 em 5 minutos

2 Esteira Insight Instrumentos — Ribeirdo Preto, SP, Brasil
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diariamente até o quinto dia de exercicio, até atingir 30 minutos continuos, com a mesma
velocidade. No sexto dia de exercicio, os animais correram a 11m/min durante 35 minutos. O
tempo foi aumentado de 5 em 5 minutos e a velocidade aumentada em 1m/min por dia. A
partir da terceira semana até a oitava, os animais correram a 16m/min, com inclinagao de 0%,
60 minutos por dia. Na nona e décima semanas, os animais mantiveram a velocidade de
16m/min, com a esteira inclinada a 10° durante 60 minutos. Os animais realizaram 5 sessdes
de exercicio por semana, por um periodo de 50 dias, conforme sugerido por Iwamoto et al.
(2004).

Apo6s quinze dias de recuperagdo da cirurgia, os animais dos grupos NO e NS foram
submetidos a um programa progressivo de exercicio aerdbico de natacdo com sobrecarga
(quadro 2), que foi definida a partir do peso corporal do animal, em um tanque de alvenaria
azulejado (45cm de profundidade, 55cm de largura) com dgua a uma temperatura de 30 £2°C.
Na primeira e segunda semanas foi realizada adaptacdo com os animais, que nadaram 10
minutos com 0% de carga. Este tempo foi aumentado de 5 em 5 minutos, diariamente, até o
quinto dia de exercicio, chegando a 30 minutos. No oitavo dia de exercicio, os animais
nadaram com 1% da carga referente ao peso corporal, aumentando progressivamente o tempo
de exercicio. A partir da terceira até a quarta semana, nadaram com carga de 2% do peso
corporal, durante 60 minutos. Da quinta a décima semanas, nadaram com carga de 3% do
peso corporal durante 60 minutos, 5 sessdes por semana, durante 10 semanas, conforme
sugerido por Huang et al. (2003).

Os animais dos grupos CONO e CONS constituiram os grupos controle, durante as

dez semanas de experimento.

4.3. Avaliacido do Desempenho

O desempenho dos animais dos grupos experimentais foi determinado 48 horas apds a
ultima sessdo de treinamento fisico.

Os animais dos grupos CO e CS e seis animais dos grupos CONO e CONS foram
submetidos a um teste maximo de exaustdo de corrida em esteira (adaptado de Hussain et al.,
2001). O teste foi iniciado a velocidade de 10m/min com inclinagdo da esteira em 15°. A
velocidade foi aumentada em 1m/min, a cada 2 minutos, com o animal correndo até a fadiga,
que foi definida quando o animal ndo mais conseguia correr, apoiando-se na esteira e
permanecendo por mais de 10 segundos. Nesta ocasido, considerou-se o fim do teste
retornando com o animal a gaiola.

Para a avaliacdo do desempenho dos animais foi utilizado o tempo (minutos) de

permanéncia dos animais correndo na esteira.
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Os animais dos grupos NO e NS e os outros seis restantes dos grupos CONO e CONS
foram submetidos ao teste maximo de exaustdo de natagdo em tanque (45cm de
profundidade, 55cm de largura) com agua a temperatura de 30+£2°C. Os animais foram
colocados no tanque e nadaram com carga de 4% do seu peso corporal até a fadiga, que foi
definida quando o animal permanecia por 30 segundos submersos na dgua. O desempenho foi

calculado pelo tempo de permanéncia no tanque nadando.

4.4. Determinacio do Marcador Bioquimico Osseo

Amostras de sangue foram coletadas por pun¢do cardiaca, de cada animal, com o
auxilio de seringas descartaveis, transferidas para tubos de ensaio de 10mL e centrifugadas a
3.000rpm durante 10 minutos’. Deste centrifugado retirou-se o soro que foi armazenado em
eppendorf em freezer a -20°C para andlise da fosfatase alcalina Ossea.

Os eppendorf contendo soro foram descongelados em temperatura ambiente, no
laboratorio de Biofdrmacos da Universidade Federal de Vigosa, onde o soro foi pipetado em
cubetas para a determinacdo do conteudo de fosfatase alcalina 6ssea, * por meio de sistema
imunoensaio,” pela técnica de quimioluminescénia indireta, a partir da curva padrio de 6

pontos. Os resultados da Ostase foram expressos em picograma / mililitro (pg/mL).

4.5. Determinac¢io da Composi¢io Corporal

Ao final da décima semana, 72 horas apods o teste de exaustdo, os animais foram
submetidos a eutandsia em uma camara de CO, Toda a gordura visceral foi removida e
pesada logo em seguida. Descartaram-se pele, visceras, cabega e pés, permanecendo apenas
0ssos € musculos (carcaga vazia) para a analise quantitativa de dgua, gordura, proteina e
cinzas, conforme Pitts et al. (1983).

O percentual de 4gua foi avaliado por método gravimétrico por evaporagio em estufa’
a 105°C por 24 horas. Pratos de aluminio foram secos em estufa a 105°C por 1 hora. Apos
este tempo, foram pesados e as carcacas dos animais colocadas dentro dos sobre os pratos
para serem novamente pesados. A diferenca encontrada entre eles correspondeu ao peso

umido do animal. Foram mantidos em estufa a 105°C por 24 horas para que se evaporasse

3 Excelsa-Fanem — modelo 204 - NR— Sdo Paulo, SP, Brasil
* Ostase®, Beckman Coulter — USA

® Access” - USA

® Fanem®- Brasil
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todo o contetido de agua presente. Apos este periodo, foram resfriados em dissecadores por
30 minutos e, entdo, pesados novamente. A agua da carcaga foi calculada pela diferenga do
peso da carcaga pré e pos-secagem.

Apo6s a secagem (rato desidratado), as carcagas vazias foram maceradas e colocadas
em cartuchos de papel filtro para a extracdo da gordura pelo método de Soxhlet durante oito
horas, utilizando éter etilico como solvente. O cartucho com o rato desidratado foi colocado
no aparelho Soxhlet montado com extratores grandes e baldes de 500 mL. Dentro dos
extratores foi colocado éter etilico até transbordar o sistema de refluxo. A percentagem da
gordura foi determinada pela diferenca do peso do cartucho contendo a carcaga pré e poOs-
desengordurado

O percentual de proteina foi calculado em triplicata pelo método indireto de
determinagdo do nitrogénio, de Kjeldahl (Aoac, 1998), utilizando-se o fator 6,25 (Proteina
(g) = nitrogénio (g) x 6,25) para conversao em proteina. O conteido do cartucho foi
triturado’ até se transformar em po. Pesou-se aproximadamente 20mg da carcaga, agora
transformada em p6, em papel manteiga para ser digerida. Para o processo de digestao foram
utilizados 1g de mistura digestora e 3mL de 4cido sulfurico. Esta foi realizada por um
programa progressivo de temperatura chegando a 420°C por 2 horas. A amostra foi levada ao
destilador de Kjeldahl com hidréxido de sodio (50%) durante 8 minutos, ao qual se coletou o
destilado em 4cido borico (4%). O produto da destilacdo foi retido no acido bdrico, que
posteriormente foi titulado com &cido cloridrico (0,05 N), sendo registrado o volume gasto
para viragem de cor. O peso da amostra, o volume de HCL da titulagdo e o fator do HCL
foram usados para determinar a quantidade de nitrogénio presente, para, enfim, se encontrar a
percentagem de proteina.

O percentual de cinzas foi determinado por incineragao a 600°C por 6 horas (Aoac,
1998). Cadinhos de porcelana foram colocados em uma mufla a uma temperatura de 600°C
para que toda umidade fosse retirada. Em seguida, acrescentou-se 2,5¢ do rato
desengordurado (p6) em cada cadinho. Estes foram colocados em um bloco digestor a 300°C
por 1 hora e 30 minutos e, posteriormente, levados para incineragdo em mufla a uma
temperatura de 600°C por 6 horas. Apds o término do tempo de incineragdo, reduziu-se a
temperatura para 150°C até que os cadinhos atingissem a esta temperatura, para entdo serem
retirados e transferidos para o dissecador. A percentagem de cinzas foi determinada pela

diferenca do peso do cadinho contendo a amostra pré e pds-incineracdo. As analises foram

’Mix Liquidificador Arno- modelo PRC
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realizadas no laboratério de Analise de Alimentos do Departamento de Nutricdo ¢ Saude da
UFV.
4.6. Avaliacao da Densidade Mineral Ossea

O fémur direito foi removido, os tecidos moles foram liberados e o osso foi
depositado em uma gase embebida com soro fisioldgico e armazenado em freezer a -20°C.
As amostras foram descongeladas imediatamente antes das analises.

A andlise da Densidade Mineral Ossea (DMO) foi realizada em Densitometro Osseo
de Raios-X* (Figura 1), com software para pequenos animais, ¢ foi realizada na Faculdade de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP),
em Aracatuba, SP.

A Densidade Mineral Ossea é automaticamente obtida pelo sistema a partir da
formula:

DMO (g/cm?) = CMO (g) / AREA (cm?).

(L

[

Figura 1: Densitdmetro Osseo de Raios-X.

4.7. Avaliacao da Resisténcia Ossea

A analise da resisténcia 6ssea foi realizada também no mesmo fémur direito, logo
apods a analise da DMO, conforme Vicentini et al. (2007). O osso foi submetido a ensaio
mecanico em mAaquina universal de ensaio’ (figura 2), do Departamento de Materiais
Dentarios da Faculdade de Odontologia da UNESP, Aracatuba - SP, com carga aplicada a
uma velocidade de Smm/min. Um sistema computadorizado acoplado ao aparelho registrou a
forca (carga) e o deslocamento, e foi possivel controlar todos os pardmetros do ensaio
mecanico e obter o valor da forca referente a cada deslocamento. A aquisicdo destes pontos

foi realizada em intervalos padronizados de tempos definidos pelo programa. A analise foi

® LUNAR DPX-ALPHA®

® EMIC®, modelo DL 3000*
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realizada tanto no colo do fémur (com predominio de 0sso esponjoso) como também no ter¢o

médio da diafise (com predominio de osso cortical).
Hy

Figura 2: Aparelho universal de ensaio EMIC®, acoplado a um computador.

Na diafise femoral, foi utilizado ensaio de flexdo simples em trés pontos no ensaio das
amostras. O ensaio consistiu em apoiar o fémur sob dois suportes distanciados entre si de
20mm, sendo a carga aplicada no centro da amostra (Figura 3). A célula de carga utilizada foi
de 2000N. A cada incremento de carga aplicada ao material o computador automaticamente
registrava a deformagdo correspondente, para, depois, ser construido o grafico carga vs
deformacao, a partir do qual pode-se obter: forca maxima (maior for¢a aplicada a amostra) e
rigidez (dada pela inclinacdo da curva na fase elastica). Quanto maior a rigidez menor a
deformacgdo resultante da aplicagdo da carga. Também foi avaliada a tenacidade das
amostras, que corresponde a energia absorvida pelo corpo, obtida pelo calculo da area sob a

curva carga vs deformacao até o ponto de ruptura da amostra.

Figura 3: Fotografia do ensaio mecanico de flexdo em trés pontos, em diafise de fémur de
rata.

Também foi realizado ensaio de flexao na cabec¢a do fémur, com a amostra fixada em
um aparato mecanico ficando em posi¢do vertical (Figura 4). Os mesmos parametros foram

calculados neste ensaio (forca maxima, rigidez e tenacidade).
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O programa emitiu um arquivo com todos os pontos adquiridos durante os ensaios
[Tempo (s) X Deslocamento (mm) X Forg¢a (N)]. Estes valores foram transferidos para

planilhas'®, para a construgdo dos graficos e calculo das propriedades mecanicas.

Figura 4: Fotografia do ensaio mecanico de flexdo no colo do fémur de rata.

4.8. Determinacio da Morfometria Ossea

O fémur esquerdo foi dissecado e o osso, livre dos tecidos moles, foi fixado em
formol tamponado a temperatura ambiente. Posteriormente, os fémures foram colocados em
cuba descalcificadora, contendo solu¢iao com citrato de so6dio, agua destilada e 4acido férmico,
permanecendo nesta solugdo por 8 dias consecutivos. Apos a descalcificagcdo, foram feitos
cortes transversais no fémur, removendo-se o trocanter maior, a cabega e a por¢do média da
diafise do fémur, que retornaram a cuba descalcificadora, agora armazenados em cassetes,
onde permaneceram por mais 7 dias. Posteriormente, as amostras foram colocadas em alcool
70%, 80% e 90% por 1 hora em cada, em alcool absoluto e xilol em partes iguais e xilol
absoluto para que fossem incluidas em parafina. Em seqiiéncia, foram obtidos cortes de 5
micrémetros (um) de espessura e as ldminas foram coradas com Hematoxilina e Eosina (HE)

e montadas.

4.8.1. Analise histomorfométrica

Para avaliagcdo histomorfométrica, os cortes histolégicos foram analisados através do
sistema para analises de imagens Image-Pro Plus versdo 4.5.0.29. As imagens foram
digitalizadas utilizando um fotomicroscopio'' com ocular de 10x e objetiva de 20x para

. .. . 12
analise do osso trabecular e objetiva de 4x para osso cortical ©. No osso trabecular foram

'® Microsoft Office Excel 2007 e Origin.
" Olympus Biological CX31

'2 programa analySIS®™ getIT
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feitas cinco imagens por animal, em campos distintos, garantindo maior fidelidade dos
resultados encontrados. Foram contados cem pontos por imagem capturada, assim distribuida
sobre o tecido 0sseo e outros componentes (tecido mieldide). Foi mensurada toda a regido
que continha tecido 6sseo, utilizando a média simples como resultado.

No osso cortical foram feitas duas imagens por animal em campos distintos, com dez

medidas por campo, para mensuragdo da espessura cortical.

4.9. Analise Estatistica

Os dados (Y = AGUA, GOR, PTN e CINZAS) foram submetidos a analises de
variancia (ANOVA’s) para se avaliar os efeitos dos tratamentos (TRAT = CORR, NAT e
SED) e da presenca/auséncia do ovario (OVARIO = SHAM e OVX), conforme o seguinte
modelo de efeitos fixos: Y = TRAT + OVX + (TRAT x OVX); em que TRAT x OVX ¢ o
efeito da interacdo entre os efeitos do tratamento e da presenga/auséncia do ovario. A
pressuposi¢do de homogeneidade de variancias entre os grupos foi checada e quando ndo
atendida optou-se pelo procedimento ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. A estratégia
adotada apos as ANOVA's foi de comparar médias pelo procedimento de Tukey (a 5%) ou
com ajustamento do valor p por Tukey-Kramér quando os dados eram desbalanceados,
procedendo-se a comparagdes marginais quando a interagdo era ndo significativa (valor p <
5%). Os valores p das andlises sdo informados nos resultados. Para as comparagdes entre os
tratamentos com o grupo baseline adotou-se o teste de Dunnett.

Para o peso corporal (Y), as andlises basearam-se no ajuste de modelos de regressao:
linear simples, Y = a + bX, ou linear do segundo grau, Y= a + bX + c¢X?, para comparar os
perfis de ganho de peso semanais (X=tempo em semanas) entre os tratamentos corrida e
natagdo comparados ao sedentario e também SHAM versus OVX.

Todas as andlises foram implementadas do software SAS (Statistical Analysis
System, SAS Institute Inc., Cary, NC - www.sas.com/offices/latinamerica/brazil/) versao 9.1,
licenciado para a UFV, 2009.
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Massa Corporal
Os resultados referentes a massa corporal dos animais do experimento, durante 12

semanas de periodo de estudo, estdo apresentados na figura 5.
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Figura 5: Modelos de regressdo ajustados para descrever a variabilidade dos pesos médios dos
animais dos diferentes grupos experimentais avaliados em 12 semanas. OVX = ratas
ovariectomizadas; SHAM = ratas inteiras. CO = corrida OVX; CS = corrida SHAM; NO = natagéo
OVX; NS = natagdo SHAM; CONO = controle OVX; CONS = controle SHAM.

Nao foi observada diferenca (P > 0,05) entre a massa dos animais dos diferentes
grupos no inicio dos tratamentos (CO: 269,7 +19,3; NO: 272,3 £17,9; CONO: 272 +17,8;
CS: 271,8 £16,9; NS: 271,7 £19,4; CONS: 271,1 £18,1), comprovando homogeneidade entre
os grupos nesta fase. Todos os animais aumentaram a massa corporal até o final do
experimento. Porém, observou-se que os animais submetidos & ovariectomia e a falta de
atividade fisica ganharam mais massa em relacdo aos inteiros durante o periodo de
treinamento e ao final dos tratamentos.

Apo6s 15 dias de recuperagdo pos-cirurgia, observou-se aumento significante da massa
corporal dos animais OVX comparados aos SHAM (p < 0,05). Esses resultados permitem
concordar com outros autores que utilizaram ratas ovariectomizadas e inteiras (Latour et al.,
2001; Renno et al., 2007; Tromp et al., 2006; Lespessailles et al., 2009). Para Shinoda et al.
(2002) esse aumento da massa corporal se deve principalmente a ovariectomia e ¢ resultante
de baixos niveis hormonais ¢ ao maior acumulo de gordura ocasionado pela elevagdao da

ingestdo alimentar.Contudo, neste estudo, a ingestdo alimentar foi controlada, todos os
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animais receberam diariamente a mesma quantidade de racdo, sugerindo que o ganho de
massa corporal dos animais OVX independe da ingestdo alimentar, mostrando que esse
aumento se deve principalmente a ovariectomia.

Um dos beneficios do exercicio aerobico ¢ a redugdo da massa corporal,
provavelmente da massa gorda (Irving et al., 2008). Essa afirmacdo ¢ confirmada pela
reducdo da massa corporal dos animais OVX exercitados quando comparados aos nao
treinados. Contudo, Ferreira et al. (2005) ao treinarem ratos Wistar em esteira a uma
velocidade de 12m/min durante 1 hora/dia por 10 semanas ndo observaram diferenga
significante na massa corporal destes animais. Infere-se que a velocidade utilizada, 16 m/min
no treinamento de corrida em esteira, e a sobrecarga de até¢ 3% na natagdo, além da duragdo,
neste estudo, foram suficientes para promover o aumento do metabolismo aerobico,

promovendo reducido na massa corporal.

5.2. Avaliac¢ao do desempenho dos animais
Os resultados referentes ao desempenho dos animais submetidos a diferentes tipos de

tratamento estdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1: Desempenho dos animais dos diferentes grupos experimentais ao final de dez
semanas de treinamento.

Grupos Ovario Tempo (minutos)
CO OVX 18,0 +7,34
NO OVX 145,9 +63,52™"
CONO-CO ovVX 5,0 +1,41
CONO-NO ovVX 42,7 +24.93
CS SHAM 18,8 +6,33
NS SHAM 89,1 £52,21%
CONS-CS SHAM 13,8 +6,58
CONS-NS SHAM 28,5 419,98

Dados expressos em média +desvio padrao. OVX=ovariectomizadas, SHAM=inteiras. CO (n = 12) e
CS (n = 12)= grupos corrida; NO (n = 12) e NS (n = 12)= grupos natacdo; CONO-CO (n = 6) e
CONS-CS (n = 6)= grupo controle teste corrida (n = 6); CONO-NO (n = 6) e CONS-NS (n = 6)= grupo
sedentario teste natacdo. ~,p < 0,05 vs CONO-CO; ', p < 0,05 vs CONO-NO; * , p < 0,05 vs CONS-
NS.

Os valores referentes a avaliagdo do desempenho dos animais no exercicio de corrida

em esteira mostram que houve diferenca (p < 0,05) entre os grupos treinados e ndo treinados.
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Quando comparados os grupos OVX e SHAM submetidos ao treinamento de corrida com os
ndo treinados, apenas CS nao apresentou diferencas (p > 0,05) no desempenho dos animais.

Quando comparados os grupos OVX e SHAM submetidos ao treinamento de natacao
com os ndo treinados, NO e NS apresentaram melhor desempenho (p < 0,05) que CONO-NO
e CONS-NS.

5.3. Biomarcador 6sseo
Os resultados referentes ao marcador bioquimico, fosfatase alcalina 6ssea (ostase) ao

final dos tratamentos estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2: Dados referentes ao biomarcador ostase, ao final de dez semanas de treinamento
nos animais dos diferentes grupos experimentais.

Animais Ovario Ostase (pg/mL)
CO OVX 10,9 +10,97"
NO OVX 11,3+7,69"
CONO ovXx 27,9 +£28,70
CS SHAM 48,3 +28,84
NS SHAM 35,8 £20,80
CONS SHAM 30,1 £25,13

Dados expressos em média +desvio padrdo. OVX = ovariectomizadas; SHAM = inteiras. CO (n = 12)
e CS (n = 12) = grupos corrida; NO (n = 12) e NS (n = 12) = grupos natacdo; CONO (n = 12) e CONS
= grupos controle. , p<0,05 vsCS; ,p<0,05 vs NS.

Em relagdo ao biomarcador ostase observou-se diferencas (p < 0,05) nos grupos OVX
treinados (CO e NO) quando comparados aos SHAM treinados (CS e NS), demonstrando que
os animais SHAM apresentaram uma taxa de formacao 6ssea mais expressiva que os OVX e
que pode ser justificada pela deficiéncia de estrogénio que determina aumento do turnover
0sseo, acelerando o processo de remodelagdo, reduzindo a taxa de formagdo e elevando a de
reabsorc¢do (Bonnet et al., 2007; Fuchs et al., 2007; D’ Amelio et al., 2008). Também Franco
(2009), encontrou em animais OVX valores de ostase menores que os SHAM.

Apesar de ndo atingirem significancia (p > 0,05) os valores de ostase no grupo nao
treinado foram maiores que nos treinados. Para Ryan et al. (1994) os resultados da variacao
dos marcadores bioquimicos nem sempre acompanham as mudangas que ocorrem na DMO
no decorrer do periodo de treinamento. Honda et al. (2003) observaram aumento na

concentragdo desses marcadores sem nenhuma resposta da DMO. Contudo, a resposta dos
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marcadores pode representar uma média da remodelagdo dssea corporal total e nao dos locais

que sofrem maior sobrecarga durante a atividade fisica (Cadore et al., 2005).

5.4. Composicao corporal: agua, gordura, proteina e cinzas
As variagdes da composi¢do corporal, para os respectivos grupos de tratamentos

corrida, natagao e sedentario estdo apresentadas na tabela 3.

Tabela 3: Variagdes da composicao corporal ao final de dez semanas de treinamento para os
grupos experimentais.

Variavel Ovario Exercicio

SHAM (0)%: ¢ Corrida Natacio Controle

Agua na 67,5+3,04 68,4 +1,68 69,2 +1,64 67,6 £1,64 67,1 £3,39
carcaca

(7o)

Gordura 6,5 +3,46 5,6 £1,53 4,9 £1,84 6,5 +2,05 6,8 £3,60
na carcaga

(%)

Proteina 242 42,58  23,6+1,57 23,9 +2.37 23,9 +1,55 23,9 42,51
na carcaga

(7o)

Cinzas na 5,3 +0,65 5,1 £0,51 4,9 £0,46 5,4 +0,53 5,2 +0,69
carcaga

(%)

Dados expressos em média t+desvio padrdo de 6 animais por grupo.

Quando comparados os dados médios referentes a composi¢do corporal dos animais
dos diversos grupos ao final do treinamento, ndo foram observadas diferencas (p > 0,05).
Também, quando foram estabelecidas comparagdes entre os diversos grupos os valores
encontrados estabeleceram que nem a ovariectomia ou o tipo de exercicio foram capazes de
influenciar a composi¢ao corporal.

Sugere-se que o tempo em que foi realizado o treinamento nao foi suficiente para
provocar alteragdes significativas na composicao corporal na carcaca destes animais. E que
neste tipo de andlise a gordura subcutanea ndo foi analisada, pois a pele foi descartada, entdo
os valores encontrados para gordura na carcaga, nao refletem a gordura corporal total, apenas

a intramuscular.

5.5. Gordura visceral

Os efeitos dos tratamentos sobre a gordura visceral dos animais estdo apresentados na

tabela 4.
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Tabela 4: Valores médios para gordura visceral, no inicio e ao final de dez semanas de
treinamento para 0s grupos experimentais.

Grupos Ovario Gordura visceral (g)
GBa ovXx 10,9 3,71
CO OVX 7,8 £3,81°
NO ovXx 13,1 £7,20
CONO ovX 19,2 £9,58
GBb SHAM 5,3 +2,08
CS SHAM 11,4 +£3,56
NS SHAM 12,3 +£5,62
CONS SHAM 12,9 +4,19

Dados expressos em média +desvio padrdo. OVX = ovariectomizadas; SHAM = inteiras. GBa (n = 6)
e GBb (n = 4) = grupos baseline; CO (n = 12) e CS (n = 12) = grupos corrida; NO (n = 12) e NS (n =
12) = grupos natacéo; CONO (n = 12) e CONS = grupos CONTROLE. , p < 0,05 vs CONO.

Quando foram comparados os valores médios de gordura visceral obtidos de ratas
ovariectomizadas ao final do experimento, observou-se que o protocolo de exercicio corrida
influenciou (p < 0,05) a redugdo destes valores, em relagdo ao grupo nado treinado. A
deficiéncia de estrogénio provocou alteragdes hormonais (Shinoda et al., 2002) e a pratica de
exercicio aerobico determinou ao aumento do gasto energético (Ormsbee et al., 2007).
Notomi et al. (2003) observaram que ratas Sprague — Dawley OVX com 12 semanas de idade
apresentaram 30% mais gordura abdominal do que as SHAM.

Estudos com humanos (Irving et al., 2008) e animais (Iwamoto et al., 2004)
mostraram que o exercicio de moderada intensidade determinou beneficios a composi¢ao
corporal, caracterizando-se como estratégia para reduzir a deposi¢do de gordura e o peso
corporal (Irving et al., 2008). Esses beneficios se devem ao aumento do gasto energético
causado pelo exercicio, sendo tratados como importante estratégia para o tratamento da
obesidade.

Quando foram comparados os valores médios de gordura visceral obtidos de ratas
inteiras, no inicio € no final do experimento, observou-se que os protocolos de exercicio
corrida e natacdo ndo influenciaram (p > 0,05) a reducdo destes valores em relacdo aos

grupos sedentérios.
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5.6. Densidade mineral o6ssea
Os valores referentes a densidade mineral 0ssea, conteido mineral 6sseo e area do

fémur estdo apresentados na tabela 5.

Tabela 5: Densidade mineral 6ssea, conteudo mineral 6sseo e area, ao final de dez semanas
de treinamento, obtidas no fémur dos animais dos grupos experimentais.

Grupos Ovirio DMO (g/cm?) CMO (g) Area (cm?)
GBa oVX 0,226 +0,022" 0,280 +0,035 1,232 +0,084
Cco ovVX 0,227 +0,008 0,308 £0,026™ 1,169 +£0,003
NO OVX 0,241 +£0,029" 0,301 +£0,054™ 1,193 +£0,003
CONO OVX 0,225 +0,012 0,272 +0,036 1,217 0,003
GBb SHAM 0,255 +0,003 0,345 +0,038° 1,443 +0,105°
CS SHAM 0,237 +0,015" 0,275 +0,032 1,139 +0,043"
NS SHAM 0,219+0,018" 0,294 +0,028 1,181 £0,003™
CONS SHAM 0,229 +0,018" 0,297 £0,032" 1,205 +0,003™"

Dados expressos em média +desvio padrdo. OVX = ovariectomizadas; SHAM = inteiras. GBa (n = 6)
e GBb (n = 4) = grupos baseline; CO (n = 12) e CS (n = 12) = grupos corrida; NO (n =12) e NS (n =
12) = %rupos natacdo; CONO (n = 12) e CONS = grupos controle. , p < 0,05 vs NS ; ~, p < 0,05 vs
GBb; ”, p<0,05 vs CONO; s p <0,05 vs GBa.

O grupo CS apresentou maior DMO (p > 0,05) em relagdo a NS, evidenciando que o
treinamento de corrida em esteira provocou maior aumento na massa 0ssea que o treinamento
de natagdo em ratas inteiras. O exercicio em esteira consiste de corrida e a formagao Ossea
ocorre em resposta a for¢ca mecanica transmitida pelos musculos locomotores e pelo peso do
animal ao osso (Notomi et al., 2000). Outros estudos mostraram que a corrida produz efeito
osteogé€nico em ratos jovens (Bourrin et al., 1995; Huang et al., 2008) e em fémeas (Hagihara
et al., 2005).

Huang et al. (2003) observaram que os niveis mais altos de DMO foram encontrados
na posicao distal da tibia e proximal do fémur dos ratos que treinaram corrida. Entretanto, em
outro estudo, observaram que o exercicio de corrida em esteira beneficiou o tecido 6sseo
sendo verificado por analises biomecanicas, ndo provocando mudancas significativas na
DMO e no CMO (Huang et al., 2008). Neste estudo, o exercicio de corrida em esteira pode
ter provocado um aumento da DMO devido a sobrecarga e ao impacto que o osso foi
submetido, o que ndo ocorreu com o treinamento de natacdo que nio gera este mesmo tipo de

sobrecarga.
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Foi verificado que os animais treinados com natagdo OVX (NO) apresentaram maior
DMO que os SHAM (NS) provavelmente em razao dos efeitos benéficos do exercicio que ao
provocar aumento da massa muscular induz maior acdo sobre o 0sso, como ja havia sido
relatado por Bayramoglu et al. (2005) e Renno et al. (2007). E sabido que a contragio
muscular atua direta ou indiretamente sobre os ossos produzindo estimulo osteogénico,
explicando o fato dos animais do grupo NO, mesmo sem a agdo do estrogénio, terem
apresentado alteragdes na DMO.

Como o exercicio de natagdo foi realizado com sobrecarga e os animais OVX
possuiam uma massa corporal maior em relagdo aos SHAM, a agdo muscular pode ter se
tornado mais efetiva. Outra hipdtese ¢ que os animais passavam a maior parte do dia, durante
o periodo experimental, dentro de suas gaiolas e movimentavam livremente dentro delas. A
acdo biomecanica produzida pela massa corporal destes animais sobre o osso poderia estar
aumentando a DMO dos animais OVX e, isto ficou comprovado pela menor area do fémur
relativa a massa corporal dos animais OVX (tabela 5) que nos SHAM. Hughes et al. (1995)
sugerem que a massa corporal pode ser um importante fator a influenciar a DMO devido as
forcas de compressdo aplicadas nos 0ssos que sustentam a sobrecarga corporal.

Em outro estudo, foi observado aumento na DMO e no CMO do fémur dos animais
OVX treinados, sugerindo aumento da atividade éssea (Hart et al., 2001; Melton et al., 2004).
Em contrapartida, Kim et al. (2005) observaram que o exercicio de natacao provocou redugdo
na DMO e, Huang et al. (2003), ndo observaram mudangas na DMO em ratos que realizaram
treinamento com natagdo. Neste estudo, o treinamento de natagdo com sobrecarga foi capaz
de aumentar os niveis de DMO em ratas ovariectomizadas.

Ambos os grupos GBa, NS e CONS apresentaram valores da DMO menores que o
GBb (p < 0,05). Os valores médios de GBa confirmam achados anteriores em animais OVX
que apresentaram o processo de reabsor¢do muito mais acentuado que os SHAM (Bagi et al.,
1997, Tromp et al., 2006). Quando comparados NS com GBb verificou-se que o exercicio de
natacdo nao recuperou os valores iniciais da DMO, mesmo com niveis regulares do
estrogénio. Enquanto que o grupo CONS pode ter apresentado valores menores que o GBb
devido a idade dos animais, visto que os animais do CONS tinham 30 semanas, enquanto que
os do GBb apenas 22 semanas de idade.

O grupo CO apresentou valores no CMO maiores (p < 0,05) que o seu controle
(CONO), mostrando que o exercicio de corrida em esteira também foi benéfico ao CMO em
animais OVX, além de reverter e aumentar os niveis iniciais de CMO observados no grupo
GBa. O exercicio de corrida em esteira reduziu a massa corporal destes animais, aumentando

assim a area relativa do fémur neste grupo (tabela 5). Esses resultados permitem concordar
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com Fuchs et al. (2007), que constataram aumento no CMO em ratas correndo em esteira a
24m/min por 60 min/dia sob uma inclinagdo de 5%. Em contrapartida, Lespessailles et al.
(2009) nao encontraram mudancas significativas no CMO em animais ovariectomizados que
realizaram treinamento de corrida em periodo de 12 semanas. Em outro estudo,
pesquisadores sugeriram que o exercicio de corrida com sobrecarga, por periodos curtos de
tempo, aumenta de 7-12% o CMO e de 5-9% a DMO, sendo acompanhados por aumento da
forga ossea (Tromp et al., 2006). Os resultados deste estudo sugerem que o treinamento de
corrida em esteira pode ter provocado aumento no CMO devido ao impacto que este tipo de
exercicio provoca no 0sso.

O grupo NO apresentou maiores valores no CMO quando comparado ao seu controle
(CONO), demonstrando que o exercicio de natacdo foi eficaz para a melhora do CMO em
ratas ovariectomizadas. Também, apresentou valores superiores a GBa, aumentando os
valores iniciais de CMO. Pesquisadores afirmam que mais de 70% da tensdo sofrida pelo
0sso0 sdo transmitidas pela forga muscular e nao pelo peso corporal, beneficiando diretamente
a DMO e o CMO (Iwamoto et al., 1999; Lekamwasam et al., 2009). Hughes et al. (1995)
sugerem que havendo relagdo entre for¢ca muscular, DMO e CMO, possivelmente a
magnitude da contragdo muscular tem impacto em locais Osseos relacionados
anatomicamente com os musculos que realizam essa contra¢do. Os resultados para ratas
OVX sao semelhantes aos de Snyder et al. (1992) cujo grupo que treinou natagdo apresentou
o tmero mais pesado e maior CMO, indicando que a for¢ca muscular produzida durante o
exercicio de natagdo provocou adaptagdes no 0sso.

Como mostrado anteriormente neste estudo, a area relativa a massa corporal de CO
(4,2 0,366 cm’/g) apresentou valores superiores, ¢ quando CO foi comparado com os
grupos NO e CONO, percebeu-se que a massa corporal dos animais teve acdo direta nesta
area, visto que NO e CONO apresentaram menores valores na area relativa (3,6 +£0,266; 3,5
+0,354, respectivamente). Assim, a maior massa corporal de NO pode ter contribuido para
uma maior acdo da massa muscular sobre o tecido dsseo.

Os resultados encontrados para o CMO no grupo CONS foram maiores que os do
CONO, implicando que os animais com deficiéncia de estrogénio apresentam menor CMO,
que acelera a reabsor¢do Ossea e resulta em rapida perda 6ssea com aumento do turnover
osseo (Tromp et al., 2006). Confirmando a hipotese de que a ovariectomia aumenta a
reabsor¢ao ossea.

O grupo GBa apresentou valores menores (p < 0,05) que GBb, confirmando que os
animais ovariectomizados demonstram rapida perda 6ssea, afetando dessa maneira a area do

fémur. Como Bagi et al. (1997) que verificaram que a area do fémur de animais SHAM
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foram maiores que os OVX. Esses resultados sdo confirmados também através da area
relativa a massa corporal, onde a area dos animais OVX foi menor que os SHAM, 15 dias
ap6s ovariectomia e que ja apresentavam massa corporal superior aos inteiros, mesmo nao
havendo diferengas (p > 0,05) entre os grupos GBa e GBb (308 +31,4 vs 294,5 +24.4,
respectivamente).

Os grupos CS, NS e CONS apresentaram valores menores da éarea quando
comparados ao GBb (4,9 0,642 cm?/g). Isto pode ser confirmado pela area relativa 4 massa
corporal, em que os animais de CS, NS e CONS apresentaram valores menores que GBb (3,9

+0,356; 4,7 £0,474; 4,4 £0,415, respectivamente).

5.7. Area do fémur relativa 2 massa corporal de ratas
Os dados da é4rea do fémur foram normalizados pela massa corporal, sendo

apresentados de forma relativa. Os resultados estdo apresentados na tabela 6.

Tabela 6: Area do fémur relativa ao peso corporal de ratas, ao final de dez semanas de
treinamento dos grupos experimentais.

Grupos Ovirio Area (cm’/g)
GBa OVX 4,0 +0,41°
CcO OVX 4,2 +0,37
NO OVX 3,640,227 %
CONO OVX 3,5 +0,35™
GBb SHAM 4,9 +0,64
CS SHAM 3,9+0,36 "
NS SHAM 4,7 +0,47
CONS SHAM 4,4 +0,42

Dados expressos em média t+desvio padrdo. OVX = ovariectomizadas; SHAM = inteiras. GBa (n = 6)
e GBb (n = 4) = grupos baseline; CO (n = 12) e CS (n = 12) = grupos corrida; NO (n =12) e NS (n =
12) = grupos natacdo; CONO (n = 12) e CONS = grupos controle. , p < 0,05 vs GBb; ~ , p < 0,05 vs
NS; *, p < 0,05 vs CONS; 8 p < 0,05 vs CO.

5.8. Testes biomecanicos

Os dados da resisténcia Ossea foram normalizados pelo peso corporal, sendo
apresentados de forma relativa. Os valores de tenacidade e for¢a de flexdo no colo do fémur,
tenacidade e for¢a de flexdo no ter¢o médio da diafise do fémur foram divididos pelo peso

corporal dos animais. Os resultados estdo apresentados na tabela 7.
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Tabela 7: Tenacidade e forga de flexdo no colo do fémur, tenacidade e for¢a de flexdo no
ter¢o médio da diafise do fémur relativo ao peso corporal de ratas ao final de dez semanas de
treinamento, nos animais dos grupos experimentais.

Grupos Ovario Tenacidade Tenacidade Forcano  Forca terco
no colo do terco médio colo do meédio do
fémur do fémur féemur féemur
10°J/g) (0% J/g) (N/g) (N/g)
CO OVX 0,2 0,05 0,3+0,11"  0,4+0,16 0,8 +0,13
NO OvVX 0,3 +0,25 0,2 +0,11 0,5 +0,09 0,8 £0,16
CONO OvVX 0,2 £0,06 0,2 £0,08 0,5+0,19 0,8 +0,11
CS SHAM 0,2 0,06 0,2 +0,06 0,6 £0,20 1,0 0,117
NS SHAM 0,3 +0,11 0,2 £0,09 0,6 £0,12 0,9 +£0,16
CONS SHAM 0,2 +0,06 0,2 +0,07 0,6 £0,20 1,0 iO,lS*

Dados expressos em média tdesvio padrdo. OVX = ovariectomizadas; SHAM = inteiras. CO (n = 12)
e CS (n = 12) = grupos corrida; NO (n = 12) e NS (n = 12) = grupos natacdo; CONO (n = 12) e CONS
= grupos controle. , p <0,05vs CONO; ,p<0,05vsCO.

Quanto aos resultados relacionados a tenacidade relativa no terco médio do fémur,
observou-se que apenas CO apresentou diferencas (p < 0,05), quando comparado ao seu
controle CONO. Mostrando que o exercicio de corrida aumentou a tenacidade no ter¢o médio
do fémur em ratas OVX. Esses resultados podem ser confirmados (tabela 8) quando os
animais do grupo CO apresentaram valores menores na espessura do osso cortical quando
comparados a CONO. Confirmando a hipdtese de que quanto maior a tenacidade menor ¢ a
resisténcia do 0sso.

Observou-se diferengas (p < 0,05) na forga relativa do tergo médio do fémur entre CS
vs CO e CONS vs CONO. Mostrando que os animais SHAM devido a presenga dos ovarios,
e manutenc¢do dos niveis de estrogénio, possuiam uma maior forga relativa no ter¢o médio do
fémur, antes de ocorrer a fratura do osso. Provavelmente, os animais OVX, devido a
limitagdo da acdo do estrogénio, possuiam uma menor forca relativa de flexdo, antes de
ocorrer a fratura do osso. Esses resultados confirmam achados anteriores de que a deficiéncia
de estrogénio acelera a perda de massa e aumenta a fragilidade dssea, induzindo osteoporose
e aumentando o risco de fraturas (Huang et al., 2008; Park et al., 2008). Autores observando
ratas Sprague-Dawley (Dai et al., 2008) e Wistar (Huang et al., 2008), relataram que a OVX
reduziu a resisténcia 0ssea quando comparada aos animais SHAM, apods seis meses de
cirurgia. Portanto, estes resultados confirmam a osteoporose em ratas ovariectomizadas em
conseqiiéncia do desequilibrio na remodelagdo dssea.

Os resultados do presente estudo permitem concordar com Huang et al. (2003), que

observaram aumento na resisténcia 6ssea em ratos jovens exercitados com corrida em esteira.
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Entretanto, Bonnet et al. (2007) ndo verificaram diferengas significativas na resisténcia ossea
em animais OVX exercitados.

Nao foram observadas diferengas (p > 0,05) na forca relativa no colo do fémur entre
os grupos. A tensdo mecanica gerada pelo exercicio constitui um dos estimulos mais
importantes para a formagdo dssea e desempenha um papel importante para minimizar a
perda oOssea em ratas ovariectomizadas (Honda et al., 2003). Mesmo ndo havendo
significancia estatistica entre os grupos, infere-se que os animais OVX exercitados
apresentaram valores de forga relativa no colo do fémur igual aos SHAM, mostrando que os
exercicios de corrida e natacdo com sobrecarga foram eficazes para a resisténcia do 0sso

destes animais.

5.9. Morfometria 6ssea nas regiées da cabeca e do trocanter maior do fémur.

Devido a grande incidéncia de fraturas na regido do colo do fémur (Bagi et al., 1997;
Gammage et al., 2009), este estudo analisou a quantidade de osso trabecular nas regides da
cabec¢a ¢ do trocanter maior do fémur de ratas ovariectomizadas e inteiras ao final de dez
semanas de treinamento.

Os resultados referentes a morfometria dssea na cabeg¢a do fémur e no trocanter

maior, ao final dos tratamentos, estdo apresentados na tabela 8.

Tabela 8: Morfometria do osso trabecular nas regides do trocanter maior e da cabega do
fémur de ratas, ao final de dez semanas de treinamento dos grupos experimentais.

Grupos Ovario Trocanter (pontos) Cabeca do fémur (pontos)
co OVX 200,3 £34,727" 237,2 £33,20°
NO OoVX 282,0 £23,89 277,3 ﬂ:35,55§
CONO OoVX 226,8 £68,64 233,7 £28,53
CS SHAM 292,2 £22.,94 315,2 134,07€
NS SHAM 281,0 45,09 306,7 £26,36
CONS SHAM 245,5 +42 .35 270,8 +44,61

Dados expressos em média tdesvio padrdo. OVX = ovariectomizadas; SHAM = inteiras. CO (n = 12)
e CS (n = 12) = grupos corrida; NO (n =12)eNS (n= 12) = grupos natagéo; CONO (n=12) e CONS
= grupos controle. , p <0,05vs CS; ,p<005vs NO; ¢ ,p<005vsCONS , p <0,05vs CONO.
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Figura 6: Microfotografias de regido da cabeca do fémur de animais ovariectomizados (OVX)
dos grupos Corrida (A), Natacédo (B) e Controle (C). Microfotografias de regido do trocanter
maior do fémur de animais castrados (OVX) dos grupos Corrida (a), Natacdo (b) e Controle
(c). Espacos medulares mais evidentes em B e b, entremeados por 0sso trabecular mais
maduro em relacdo aos grupos corrida (A e a) e controle (C e ¢). Medula 6ssea (setas
vermelhas), osso trabecular (setas azuis) e placa de crescimento da cabec¢a do fémur (seta
verde). Microfotografias de regiao da diafise do fémur de animais ovariectomizados (OVX)
dos grupos Corrida (d), Natacéo (e) e Controle (f), caracterizando maior espessura do 0sso
cortical de natacdo (e) e controle (f) quando comparados aos submetidos a corrida (d).
Aumento de 40X.
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Figura 7: Microfotografias de regido da cabeca do fémur de animais inteiros (SHAM) dos
grupos Corrida (A), Natacéo (B) e Controle (C). Microfotografias de regido do trocanter maior
do fémur de animais inteiros (SHAM) dos grupos Corrida (a), Natacdo (b) e Controle (c).
Medula 6ssea (setas vermelhas), osso trabecular (setas azuis) e placa de crescimento da
cabeca do fémur (seta verde). Microfotografias de regido da diafise do fémur de animais
inteiros (SHAM) dos grupos Corrida (d), Natagdo (e) e Controle (f), caracterizando maior
espessura do osso cortical de natagéo (e) e controle (f) quando comparados aos submetidos
a corrida (d). Aumento de 40X.

O grupo CO apresentou valores menores (p < 0,05) no trocanter e na cabeca do fémur
quando comparados a CS, demonstrando que os animais inteiros possuiam maior quantidade
de osso trabecular e que o exercicio de corrida ndo fez com que os animais OVX
alcangassem os mesmos valores dos animais SHAM. D’Amelio et al. (2008) relataram que a
deficiéncia de estrogénio em mulheres osteoporodticas determinou relevante papel sobre a
reabsorcdo e ag¢do de osteoclastos. O incremento na mobilizagdo dssea, desequilibrando o
processo de remodelagdo foi constatado neste estudo quando a média da quantidade de osso
trabecular nos animais OVX foi menor que os SHAM.

Os resultados deste estudo corroboram os achados de Bonnet et al. (2007), que
verificaram que os animais exercitados OVX apresentaram menores valores no volume do
0sso trabecular comparados aos animais SHAM. Aumentos na superficie mineralizada, taxa

de formacdo dssea e presenca de osteoclastos, demonstram um aumento no turnover dsseo
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apos ovariectomia (Tromp et al., 2006). Estes dados confirmam e indicam que o as regides da
cabega e do trocanter maior no fémur possuem grande relevancia em osteoporose a
semelhanga dos seres humanos.

O exercicio de corrida atuou aumentando o osso trabecular da cabeca do fémur no
grupo CS, e de forma superior a CONS. O exercicio estimulou a formacao de osso trabecular,
pois de acordo com Turner e Robling (2005), solicitagdes mecanicas causadas pelo impacto e
pela for¢a de contracdo muscular afetam tanto a formacdo como a reabsorcdo Ossea, €
segundo Westerlind et al. (1998), a atividade osteogénica ocorreu provavelmente pelo
aumento e acdo de proteinas morfogenéticas (BMP).

O exercicio de natacdo aumentou o osso trabecular no grupo NO, mesmo com a
deficiéncia de estrogénio, conforme comprovado pelos valores obtidos na cabega do fémur
destes animais e foram superiores aos observados em CONO. Neste estudo, ndo foram
analisadas células oOsseas, mas Barengolts et al. (1994) observaram que o numero de
osteoclastos na superficie do osso trabecular foi aumentado pela ovariectomia e que o

exercicio foi capaz de diminuir essa resposta.

5.10. Espessura da diafise do fémur

A diafise do fémur é constituida de osso cortical que lhe confere a propriedade de
resisténcia (Li et al., 2003), justificando a importancia da mensuragao da area do osso cortical
em ratas ovariectomizadas e inteiras ao final de dez semanas de treinamento.

Os resultados referentes a espessura da diafise do fémur ao final dos tratamentos estao

apresentados na tabela 9.

Tabela 9: Espessura do osso cortical no ter¢co médio da didfise do fémur de ratas, ao final de
dez semanas de treinamento dos grupos experimentais.

Grupos Ovirio Diafise do fémur (um)
CcO OVX 81,7 16,29
NO OVX 84.3 13,75
CONO OVX 82,5+11,64"
CS SHAM 80,8 +12,72
NS SHAM 82,6 +11,30"
CONS SHAM 81,2+16,34"

Dados expressos em média tdesvio padrdo. OVX = ovariectomizadas; SHAM = inteiras. CO (n = 12)
e CS (n = 12) = grupos corrida; NO (n = 12) e NS (n = 12) = grupos natacdo; CONO (n = 12) e CONS
= grupos controle. ,p<0,05vsCO; ,p<0,05vsCS.
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Observou-se diferenca (p < 0,05) entre NO e CONO quando comparados a CO. O
exercicio de natacdo em ratas OVX aumentou a espessura do osso cortical quando
comparado ao exercicio de corrida. Na presente pesquisa, os grupos OVX treinados com
natacdo com sobrecarga apresentaram aumento nos valores da espessura do osso cortical,
nestes animais. Também infere-se que o exercicio de natag¢do atuou reduzindo o processo de
reabsor¢ao.

O grupo CONO apresentou valores superiores (p < 0,05) que CO, a hipdtese seria que
os animais OVX ndo treinados, apresentavam peso corporal superior aos treinados e tinham
movimentagdo livre na gaiola, indicando que o efeito biomecéanico provocou alteracdes na
deposicao de osso cortical nestes animais.

O exercicio de natagdo também provocou aumento na espessura do osso cortical em
animais SHAM (p < 0,05) quando comparados ao grupo CS. Estes resultados estdo de acordo
com Hart et al. (2001) que observaram aumento no osso cortical em ratas Sprague - Dawley
que treinaram natagao.

O grupo CONS apresentou valores superiores (p < 0,05) na espessura do osso cortical
que CS. A hipdtese seria que os animais SHAM ndo treinados possuiam uma 4rea do fémur
maior, indicando que o efeito biomecanico causado pela movimentagdo livre na gaiola e ao

peso corporal interferiu na deposi¢ao de osso cortical.
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6 — CONCLUSOES

a) Desempenho dos animais
O exercicio de corrida em esteira melhorou o desempenho dos animais OVX e a natagio

com sobrecarga melhorou o desempenho dos animais OVX e SHAM;

b) Gordura visceral

O exercicio de corrida em esteira reduziu a gordura visceral em ratas OVX;

¢) DMO e CMO
- O exercicio de natagdo com sobrecarga aumentou a DMO e o CMO em ratas OVX;
- O exercicio de corrida em esteira aumentou o CMO em ratas OVX;

- O exercicio de corrida em esteira aumentou a DMO em ratas SHAM;

d) Testes biomecanicos

- Os exercicios nao alteraram a tenacidade no colo do fémur de ratas OVX;

- O exercicio de corrida em esteira aumentou a tenacidade no terco médio do fémur de
ratas OVX;

- Os exercicios mantiveram os valores de for¢a no colo do fémur em ratas OVX
semelhantes aos SHAM;

- O exercicio de corrida em esteira aumentou a forg¢a de flexdo no ter¢o médio do fémur

de ratas SHAM;

e) Taxa de formacao 6ssea por area trabecular

- O exercicio de corrida em esteira ndo aumentou a taxa de formacdo dssea por area
trabecular na regido do trocanter maior do fémur em ratas OVX;

- O exercicio de natacdo aumentou a taxa de formacdo Ossea por area trabecular na
cabeca do fémur em ratas OVX;

- O exercicio de corrida em esteira aumentou a taxa de formagao 6ssea por area trabecular

na cabe¢a do fémur em ratas SHAM, mas ndo aumentou em ratas OVX;

f) Espessura da diafise do fémur
- O exercicio de corrida em esteira ndo promoveu aumento na espessura da didfise do

fémur em ratas OVX e SHAM;
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- O exercicio de natacdo com sobrecarga aumentou a espessura da diafise do fémur em

ratas OVX e SHAM em relagdo as que treinaram com corrida em esteira.
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