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RESUMO

Alteracbes endocrinas decorrentes da faléncia ovariana estdo
relacionadas a um desequilibrio entre formacdo e reabsor¢cdo O&ssea, que
caracterizam a osteoporose, doenca 6ssea que afeta principalmente mulheres no
periodo pos-menopausa. O objetivo deste estudo é verificar os efeitos do
treinamento fisico sobre o metabolismo 6sseo em camundongos fémeas submetidas
a ovariectomia e avaliar as possiveis alteracdes enddcrinas e morfoldgicas. Foram
utilizados 50 camundongos fémeas, com 90 dias de idade, divididos em 5 grupos
(n=10): controle, pseudo-operado sedentario (POS), pseudo-operado treinado
(POT), ovariectomizado sedentario (OVS) e ovariectomizado treinado (OVT).
Inicialmente, os grupos OVS e OVT foram submetidos a ovariectomia, e 0S grupo
POS e OVS a uma pseudo-cirurgia. Os grupos POT e OVT foram submetidos ao
exercicio fisico, ap6s 30 dias de cirurgia, durante 5 semanas em esteira elétrica a
uma velocidade de 20 m/min., os demais animais permaneceram sedentarios no
mesmo periodo. A massa corpOrea dos animais era verificada duas vezes por
semana. Em seguida, os animais foram sacrificados, coletando-se o sangue por
puncdo cardiaca para realizacdo de dosagens das concentracdes séricas do
hormonio estradiol, célcio e fosfatase alcalina, e os fémures direitos foram coletados,
pesados, medidos e processados histologicamente, realizando-se analise
histomorfométrica da regido cortical proximal para avaliagdo da densidade, area e
perimetro de ostedcitos e verificagdo da morfologia do tecido 6sseo. Os resultados
mostram que o grupo controle apresentou ganho de massa corporea de 12,53%, o
grupo POS, 15,39%, o grupo POT, 12,18% e o grupo OVS, 23,27% (p<0,05). A
concentracao sérica de estradiol esteve 11,35% menor no grupo OVT em relacdo ao
grupo controle e 9,79% inferior ao grupo OVS (p<0,05). A concentragcédo sérica de
célcio apresentou-se mais baixa no grupo OVT (5,6+1,06 mg/dL), 36% inferior ao
grupo controle, 24,32% em relacdo ao grupo OVS e cerca de 30% em relacdo aos
grupos POS e POT (p<0,05). A concentracdo sérica de fosfatase alcalina esteve
mais alta nos grupos treinados, OVT (43,19+£9,88U/L) e POT (35,93+10,38U/L), em
relacdo aos demais grupos, verificando-se um aumento de 48,81% entre 0S grupos
OVT e controle (p<0,05). No grupo OVT o aumento foi de 52,53% quando
comparado ao OVS e no grupo POT 46,14% superior ao POS (p<0,05). A massa
dos fémures do grupo POT foi 8,15% superior em relacdo ao grupo controle,
semelhante ao grupo OVT (70,28+3,81mg), no qual o aumento foi de 8,81%
(p<0,05). No comprimento 0sseo nao houve diferencas estatisticamente
significantes. A densidade média de ostedcitos esteve mais alta no grupo OVS
(18,10+1,78), estatisticamente significante em relagdo ao grupo controle (12,87+1,9)
(p<0,05). A éarea média dos ostedcitos esteve similar nos grupos controle, POT e
OVT, havendo diferenca estatisticamente significativa apenas entre os grupos POS
(15,77+1,84mm?) e OVS (12,98+1,31nm?) (p<0,05). N&o foram verificadas diferencas
estatisticamente significativas no perimetro dos ostedcitos. Morfologicamente,
observou-se que os animais do grupo OVT em relagcdo ao grupo OVS apresentaram
lacunas osteocitarias de contorno mais regular e presenca de linhas cementantes
mais evidentes na matriz 6ssea. Com estes resultados conclui — se que o
treinamento fisico em animais ovariectomizados foi capaz de aumentar a atividade
metabolica 6ssea, alterando as concentracdes séricas de calcio, fosfatase alcalina e
estradiol, além de modificar o padrdo morfolégico do tecido 6sseo, sendo o exercicio
fisico importante na prevencéo e tratamento da osteoporose.



ABSTRACT

Endocrinous alterations resulting from ovarian failure are related to an
unbalance between bone formation and resorption, which characterizes the
osteoporosis, bone disease that affect mainly postmenopausal women. The aim of
this study is to ascertain the effects of physical trainning on bone metabolism from
mice submitted to ovariectomy and evaluate possible endocrinous and morphological
alterations. 50 female mice were utilized, 90 days old, divided into 5 groups (n = 10):
control, sedentary sham-operated (POS), trainned sham-operated (POT), sedentary
ovariectomized (OVS) and trainned ovariectomized (OVT). OVS and OVT groups
were submitted to ovariectomy, and POS and POT groups to a sham-surgery. POT
and OVT groups were submitted to physical trainning, 30 days after surgery, during 5
weeks, in an electric treadmill, with velocity of 20m/min, the other groups remained
sedentary for the same period. The corporal mass of the animals were verified twice
a week. After that, the animals were sacrificed, the blood was collected by cardiac
punction to dose serum concentrations of stradiol 17-b, calcium and alkaline
phosphatase, and right femurs were collected, weighted, mensured and histologically
processed, for histomorphometrical analyse of proximal cortical area, obtainning
osteocyte’s density, area and perimeter and verification of bone tissue morphology.
The results showed that the control group presented increase of corporal mass in
12,53%, the POS group, 15,39%, the POT group, 12,18% and the OVS, 23,27%
(p<0,05). Serum concentration of stradiol 17-b was in OVT group 11,35% lesser than
control group and 9,79% lesser than OVS group (p<0,05). Serum concentration of
calcium was slower in OVT group, 36% lesser than control group, 24,32% lesser than
OVS group and about 30% lesser than POS and POT groups (p<0,05). Serum
concentration of alkaline phosphatase was higher in trainned groups, in comparison
to other groups, verifying an increase in 48,81% between OVT and control groups
(p<0,05). In OVT group the increase was 52,53% relating to OVS and in POT group,
it was 46,14% higher than POS (p<0,05). Femoral mass of POT group was 8,15%
higher than control group, similar to OVT group, which the increase was 8,81%
(p<0,05). At bone lenght there aren't statistically signifficant differences. Osteocyte’s
density was higher in OVS group (8,10+1,78), statistically signifficant in comparison
to control group (12,87+1,9), (p<0,05). Osteocyte’s area are similar in control, POT
and OVT groups, there was statistically signifficant difference between POS
(15,77+1,84mm?), and OVS (12,98+1,31mm?), (p<0,05). Morphologically, was
observed that the OVT group animal's relating to OVS group showed osteocytic
lacunaes with more regular contour and presence of cementant lines on bone matrix.
With this results, it was concluded that the physical tranning on ovariectomized
animals was able to increase the bone metabolic activity, altering serum
concentrations of calcium, alkaline phosphatase and stradiol 17-b , and modifyed the
morphological standard of bone tissue. So, the practical of physical exercises is
important for osteoporosis’s prevention and treatment.
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1 INTRODUCAO

O horménio estrogénico € um dos hormdnios sistémicos mais importantes
na manutencdo do equilibrio entre formacédo e reabsorcdo Ossea (RAISZ, 1999),
mecanismos pelos quais 0 0SSO se mantém em constante renovacdo, que €
essencial para a integridade estrutural do esqueleto e para sua funcdo metabdlica na
manutencdo da homeostase mineral (MACEDO; ARAUJO, 1997).

A densidade 6ssea no esqueleto adulto representa a soma de dois
processos: a aquisicdo do pico de massa O0ssea e a manutencdo da densidade
0ssea na vida adulta (BECK; SHOEMAKER, 2000; LERNER, 2000). A saude 6ssea
tem influéncias do estresse fisico (mecanico) ao qual 0os 0ssos sao submetidos e de
niveis adequados de célcio, hormonios paratiredide, estrogénio e glicocorticéides.
Segundo diversos autores, a insuficiéncia estrogénica é considerada como elemento
critico de mudanca na taxa de reabsorcdo para um nivel mais alto, levando a perda
de massa 0ssea (ERICKSON; SERVIER, 1997; YEH; CHEN; ALOIA, 1997; RAISZ et
al., 1999).

A acdo do hormdnio estrogénico sobre o tecido 6sseo ainda ndo foi
claramente definida, mas sabe-se que ele influencia a diferenciacdo de células
progenitoras hematopoiéticas em osteoclastos e participa da regulacdo de citocinas
e de fatores locais envolvidos nos mecanismos de remodelacao 6ssea (JILKA, 1998;
RAISZ, 1999). Segundo Lima et al. (2001) durante a deficiéncia estrogénica haveria
uma maior atuacao de varias citocinas, acelerando o processo de reabsorcéo éssea.

A osteoporose é uma patologia 6ssea sistémica caracterizada por um
desequilibrio entre reabsor¢cdo e formacdo 0Ossea, resultando em perda éssea e
deterioracdo da microarquitetura esquelética, levando a fragilidade Ossea
(GODDARD; KLEEREKOPER, 1998; ROSEN; TENENHOUSE, 1998). Segundo
Bortoli et al. (1996) a deficiéncia estrogénica € a causa mais comum de osteoporose,
e 0 modelo animal que melhor representa a reducdo de massa é6ssea apos a
menopausa é a rata ovariectomizada, pois a reducdo de estrégenos observada
neste modelo produz aumento na taxa de remodelacdo O0ssea com reabsorcéo
superando a formacé&o.

O exercicio fisico, por promover estimulo mecanico que leva a

osteogénese, tem sido utilizado em diversas modalidades para se obter manutencéo
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ou aumento da massa esquelética, tanto em estudos utilizando animais, como em
humanos, sendo considerado uma estratégia para reduzir o risco de osteoporose
(KANNUS et al., 1992; HART et al., 2001). Estudos tém demonstrado que a pratica
de exercicio fisico regular é um fator importante na prevencao e tratamento da
osteoporose (ANDREWS, 1998), porém, o mecanismo exato pelo qual a atividade
fisica aumenta a massa 0ssea ainda nédo esta esclarecido.

Segundo Tamaki et al. (1998) o exercicio fisico aumenta a formacao
0ssea tanto em ratos como em humanos, sendo 0 exercicio com suporte de carga o
gue promove estresse mecanico efetivo na manutencédo da densidade mineral 6ssea
em mulheres no periodo logo apds a menopausa, € em animais experimentais tem-
se demonstrado que a corrida aumenta a densidade mineral 6ssea por melhorar o
estresse mecanico sobre o 0sso e induzir hipertrofia do osso cortical. Além deste
efeito mecéanico, o exercicio também promove alteracdes nos niveis hormonais, tais
como estimulo a secrecdo de hormdnios sexuais, hormbénio do crescimento e
catecolaminas, e estimula o recrutamento osteoblastico. Macedo; Araudjo (1997)
citam o estimulo piezo-elétrico como um dos efeitos do exercicio que determinam
este aumento na atividade osteoblastica.

Ha décadas tém sido desenvolvidos estudos a respeito da influéncia do
exercicio fisico sobre a Densidade Mineral Ossea tanto em humanos (DALEN;
OLSSON, 1974; FORWOOD; BURR, 1993), como experimentalmente (BOURRIN et
al.,, 1995; KIUCHI; ARAI; KATSUTA, 1997). Pesquisas demonstraram gque exercicio
fisico moderado, tal como corrida, (BOURRIN et al., 1995; HORCAJADA et al., 1997,
HUANG et al., 2002); natacao (HART, 2001) e salto (UMEMURA et al., 1995 apud
HORCAJADA et al., 1997) aumentam a massa 0ssea em ratos.

Bourrin et al. (1995) examinaram os efeitos do exercicio em esteira sobre
a rede trabecular 6ssea e as adaptacfes celulares em areas diferentes da tibia de
ratos Wistar machos, tendo verificado alteragdes significativas a partir da 32 semana
de treino.

Em estudo realizado por Kiuchi; Arai; Katsuta (1998) foram analisados os
efeitos do treino fisico sobre a massa 6ssea de ratos Wistar machos e as altera¢cfes
apos periodo de cessacdo do treinamento, havendo ganho de massa Ossea e

manutencao apos suspensao do exercicio.
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Peng et al. (1997) apud Kiuchi; Arai; Katsuta (1998) em estudos
realizados com ratas ovariectomizadas, sugerem que treinamento fisico através de

corrida previne a perda 6ssea apos deficiéncia estrogénica.
Tamaki et al. (1998) avaliaram os efeitos do exercicio em esteira
associado a reposicdo hormonal em ratas Wistar ovariectomizadas, tendo verificado

gue o exercicio potencializa os efeitos benéficos do hormdnio estrogénico sobre o

tecido 6sseo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Hormoénios ovarianos

O ovario maduro sintetiza e secreta ativamente diversos horménios. Entre
eles estdo os esterdides sexuais: estrégenos, progesterona, andrégenos e seus
precursores, além de produzir relaxina, inibina, ativinas e agentes com acéo local,
como a folistatina e as prostaglandinas (GOLDFIEN; MONROE, 2000).

Os estrogenos pertencem a classe dos horménios esteréides e séo
produzidos pelo ovério, pelo cértex adrenal, e por conversdo periférica da
androstenediona no tecido adiposo. O ovario é a fonte principal de estrégenos,
embora a conversdo de precursores dos andrégenos em outros tecidos seja
significativa apés disturbios da funcao ovariana (RUGGIERO; LIKIS, 2002).

Todos os hormonios esteroides s&o derivados do colesterol, e causam
alteracdes na atividade biolégica através da ligagdo a receptores dentro do
citoplasma celular. O complexo esterdide-receptor liga-se a sequéncias de acido
desoxirribonucléico (DNA) no nudcleo da célula, promovendo a ativacdo de genes
especificos. Pequenas mudancas na molécula do colesterol produzem trés tipos
diferentes de esterdides: mineralocorticéides, como a aldosterona, que agem sobre 0
balanco mineral; glicocorticéides, tais como o cortisol, que agem sobre o
metabolismo da glicose; e gonadocorticéides, ou estrégenos, progesterona e
testosterona, que sdo agrupados como uma familia por causa dos seus efeitos
mutuos sobre a funcao reprodutiva (RUGGIERO; LIKIS, 2002).

Trés tipos de estrogenos sado produzidos naturalmente no corpo feminino.
O 17b-estradiol (Estradiol ou E) produzido pelo ovario, é o estrégeno em maior
guantidade e também o mais potente, por possuir alta afinidade pelos receptores
estrogénicos. A estrona (E1), um metabdlito do estradiol, € produzida pela converséo
de androstenediona no tecido adiposo, € menos potente que o estradiol. O terceiro
estrogeno enddgeno é o estriol (E3), que também é um metabdlito do estradiol na
periferia, € o principal estrogeno produzido pela placenta durante a gravidez.
Quando o ovario cessa a producdo de estradiol, a glandula adrenal continua
produzindo androstenediona, precursor imediato da estrona, fazendo com que o0s
niveis de estrona permanecam inalterados (RUGGIERO; LIKIS, 2002). Segundo

Vihko; Isomaa; Gohsh (2001) o ovario € a fonte primaria do estradiol presente na
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circulagdo de mulheres no periodo pré-menopausa, porém, a estrona e 0S
andrégenos circulantes com origem na glandula adrenal também séo convertidos em
estradiol em tecidos periféricos, como o tecido adiposo, e apds a menopausa a
biossintese de estrégenos em tecidos periféricos tem papel principal na acdo
estrogénica. Corroborando com estes autores, Simpson (2002) relata que além do
tecido adiposo, outras areas onde ha producéo de estradiol durante esta fase sédo os
osteoblastos e condrocitos do tecido 6sseo, células do musculo liso do endotélio
vascular, e numerosas areas cerebrais, onde o estradiol ir4 atuar localmente como
fator paracrino ou autécrino.

Como todos os esterdides, os estrébgenos sao altamente solUveis em
lipidios, e uma vez produzidos, difundem-se facilmente através das membranas
celulares dentro da corrente sanglinea. No 6rgao-alvo, o estrogeno se difunde
dentro da célula e através da membrana nuclear, ligando-se ao receptor estrogénico
dentro do nucleo. O complexo receptor-ligante une-se ao DNA e inicia a transcri¢ao
génica, direcionando a producdo de proteinas especificas que efetuardo a acédo
fisiologica iniciada pelo estrogeno no tecido-alvo. O estradiol € um hormdénio
pleiotropico devido a propriedade do complexo receptor-estrégeno atuar com um
fator de transcricdo nuclear para uma série de genes diferentes, estando assim,
envolvido na fisiopatologia de uma série de doencas, dentre as quais, hipertenséo,
arterioesclerose, endometriose, céancer de mama e osteoporose (HUBER;
SCHNEEBERGER; TEMPFER, 2002; RUGGIERO; LIKIS, 2002).

Na circulacdo sanglinea, a maior parte do estrégeno esta ligada a uma
proteina denominada globulina ligante de hormbénio sexual (SHBG).
Aproximadamente 2% dos estrégenos no plasma estéo livres. Apenas 0s estroégenos
livres sdo biologicamente ativos e estdo aptos a entrar nas células. As funcdes
fisiolégicas dos estrogenos ndo estdo restritas ao sistema reprodutivo, tendo sido
observados seus efeitos sobre o trato genital, mama, pele, musculos, ossos, figado,
cérebro e sistema cardiovascular (RUGGIERO; LIKIS, 2002).
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Biossintese e metabolismo dos hormoénios esterdides

Os hormoénios esterbides séo sintetizados a partir do colesterol, presente
na glandula tanto em estado livre quanto esterificado com acidos graxos (ésteres
colesteril). O colesterol derivado das lipoproteinas circulantes ou dos ésteres
colesteril na glandula é convertido em pregnenolona pela enzima P450cc, que
remove um fragmento de seis carbonos, o acido isocaproéico. Tal reacdo ou grupo de
reacbes é a etapa limitante de velocidade no processo de biossintese, sendo
controlada pelo horménio luteinizante (LH) na hipdfise anterior (GOLDFIEN;
MONROE, 2000).

A pregnenolona, formada por esta reacdo pode ser convertida em
progesterona ou em 17a-hidroxipregnenolona. A conversdo em progesterona requer
a acdo da -hidroxiesterdide desidrogenase e D>* —cetosteréide isomerase, que
desloca a ligacdo dupla da posicédo D° para a posicdo D*. A progesterona é secretada
pelo corpo luteo em grandes quantidades ap0s a ovulacdo e também atua como
precursor dos androgénios e estrogénios. O estradiol € sintetizado a partir dos
androgénios pela enzima P450 aromatase. O processo envolve trés etapas:
hidroxilacdo do grupo metil no carbono 19, oxidagédo deste grupo e hidroxilagdo na
posicdo 3a. A regulacdo da biossintese e da liberacdo dos estrégenos é controlada
pelas gonadotrofinas e também por fatores locais (GOLDFIEN; MONROE, 2000).

Um grupo de enzimas que afeta a disponibilidade de estrogenos e
andrégenos biologicamente ativos €é a familia das 17b-hidroxiesterdide
desidrogenases (17HSD’s). Estas catalizam as interconversbes entre 17b-
hidroxiesterdides e 17-cetosterdides e devido a maior afinidade de estrégenos e
andrégenos por seus receptores na forma de 17b-hidroxi, as enzimas 17HSD
regulam a atividade biologica dos horménios sexuais. Outras enzimas, tais como a
P450 aromatase, a sulfatase estrogénica e a sulfotransferase estrogénica também
modulam andrégenos e estrogenos. Conseqientemente, a concentracdo de
hormdénios esterdides biologicamente ativos na célula depende do transporte de
hormoénios e da acédo de diferentes tipos de enzimas (VIHKO; ISOMAA; GHOSH,
2001).

O estradiol circulante € convertido no figado em estrona pela 17 HSD.

Parte da estrona entra novamente na circulagdo; entretanto, a maior parte dela é
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metabolizada, ainda em 16a-hidroxiestrona (convertida em estradiol) ou 2- ou 4
hidroxiestrona (estrogénio catecol). Os estrogénios catecois, que possuem atividade
biologica, sdo convertidos nas substancias 2- e 4-metoxi pela catecol-O-
metiltransferase. Grande parte da estrona remanescente é conjugada, para formar o
sulfato de estrona. O estriol € convertido principalmente em estriol 3-sulfato-16-
glicuronideo antes da excrecao renal (GOLDFIEN; MONROE, 2000).

2.2 Fisiologia do tecido 6sseo

O esqueleto é uma estrutura altamente especializada e dinamica que
sofre constante regeneracdo. Consiste em um tecido conectivo rigido composto por
células especializadas, matriz mineralizada e nao-mineralizada, e espacos que
incluem a cavidade medular 0ssea, canais vasculares, canaliculos e lacunas
(MANOLAGAS, 2000). O tecido esquelético calcificado € composto por uma matriz
extracelular que contém moléculas organicas e cristais de hidroxiapatita. A presenca
de minerais faz deste um tecido Unico, ndo apenas do ponto de vista biossintético,
mas também em termos de catabolismo (LERNER, 2000).

Durante o desenvolvimento e crescimento corpéreo, o esqueleto é
esculpido para atingir sua forma e tamanho, através da remocao de osso de um local
e deposicdo em outro diferente, num processo denominado de modelacdo. Quando
a maturidade esquelética é alcancada, a regeneracao continua a ocorrer na forma
de uma reposicéo periddica de osso velho por 0sso novo, este processo € chamado
remodelacdo, cuja funcdo mais provavel € prevenir o acumulo de osso velho,
embora a remodelacdo que ocorre nos 0Ss0s em crescimento possua a funcao de
expandir a cavidade medular, aumentando assim, a espessura trabecular
(MANOLAGAS, 2000). A guantidade de tecido 6sseo durante o crescimento
fisiolégico e a remodelacdo esquelética sdo determinadas pelo equilibrio entre a taxa
de formacéo e de reabsorcéo 6ssea (BECK; SHOEMAKER, 2000; LERNER, 2000).

A remodelacdo 6ssea é um mecanismo fundamental para manter a
integridade estrutural do esqueleto, bem como para fun¢cdes metabdlicas, como a
armazenagem de calcio, fosfato e magnésio. Ela pode ser desencadeada por
mudancas nas forcas mecanicas ou microlesdes e por respostas hormonais a

alteracdes no suprimento de calcio e fésforo (RAISZ, 1999). Varios componentes do
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ciclo de remodelacdo Ossea sdo suscetiveis a alteragcbes locais ou fatores
sistémicos, que quando perturbados podem conduzir a mudancas deletérias na
massa 0ssea. Em patrticular, a ativacdo da remodelacdo dssea e o recrutamento de
osteoclastos representam os dois pontos mais vulneraveis do ciclo (LIMA et al.,
2001).

Ciclo de remodelacdo 6ssea

A remodelacdo Ossea ocorre seguindo um mecanismo complexo e
altamente regulado dependente da acdo de uma estrutura denominada Unidade
Basica Multicelular (BMU), composta por um grupo de células — os osteoclastos,
responsaveis pela reabsorcdo Ossea; 0s osteoblastos, pela formacdo 0ssea; e 0s
ostedcitos, que sdo osteoblastos mais velhos circundados por osso. A BMU atua
deslocando-se através do 0sso, escavando e repondo o tecido 6sseo (WEINSTEIN;
MANOLAGAS, 2000; PARFITT, 2002).

Os osteoclastos foram originalmente descritos em 1873 por Albert Koliker
(ILVESARO, 2001). Estas séo células gigantes, multinucleadas, e as Unicas capazes
de reabsorver osso. Sédo formadas pela fusdo de células mononucleadas derivadas
do tecido hematopoiético. Seus precursores sdo células intimamente relacionadas
com células da linhagem mondcito-macréfago, e assim como elas, os osteoclastos
apresentam grande motilidade. Sua atividade é essencial para a reabsor¢cdo 0ssea
fisiologica durante o crescimento e a remodelacdo esquelética, bem como para a
manutencdo da homeostasia do calcio. Apresentam grande niumero de mitocondrias,
lisossomos, ribossomos livres e extensos complexos de Golgi. Podem ser
encontrados na superficie trabecular e na regido endosteal dos 0ssos, presos
firmemente a matriz 6ssea calcificada. Uma caracteristica propria do osteoclasto é a
presenca de receptores de calcitonina (LERNER, 2000; ILVESARO, 2001).

Os osteoblastos originam-se de células primitivas mesenquimais, que
também sdo capazes de originar condrdcitos, adipocitos e células estromais
fibroblasticas da medula hematopoiética. Os pré-osteoblastos sdo as células mais
imaturas pertencentes a linhagem osteogénica que podem ser facilmente
reconhecidas no 0sso. Encontram-se proximos a camada de osteoblastos, que cobre
a superficie 0ssea, e apresentam aspectos semelhantes ao osteoblasto maduro,

como a capacidade de secretar fosfatase alcalina. As células primitivas pluripotentes
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continuam presentes na medula éssea do individuo adulto, porém diminuem com o
aumento da idade. Os precursores osteogénicos estdo presentes no periosteo e no
enddsteo, em contato com a medula éssea. A funcdo priméaria dos osteoblastos é a
formacdo da matriz 6ssea e sua posterior mineralizacdo, além de atuarem também
sobre a regulacdo da formacao e reabsorcéo 6sseas (SZEJNFELD, 2000).

Da mesma forma que os osteoclastos, uma variedade de fatores de
crescimento e hormonios sistémicos estimulam a proliferacdo e a diferenciacdo dos
progenitores de osteoblastos. Receptores para o hormdnio paratiredide (PTH) e 1,25
dihidroxi-vitamina D [1,25(0OH),D3] foram detectados em células estromais, estando
relacionados a diferenciacdo destas células para células osteoblasticas. Dentre os
fatores de crescimento possivelmente envolvidos na diferenciacdo de osteoblastos,
destacam-se o TGF-b (fator de crescimento e transformacédo-b), as proteinas dssea
morfogenéticas, IGF-I e IGF-lI(fator de crescimento insulinico | e 1l), EGF (fator de
crescimento epidermal) e TGF-a (fator de crescimento e transformagé&o-a). A maior
parte desses fatores esta presente na matriz 0ssea. Durante o processo de
formacdo Oéssea, alguns osteoblastos s&do incorporados na matriz O0ssea e,
gradualmente, diferenciam-se em ostedcitos (SZEJNFELD, 2000).

Os ostedcitos, por sua vez, representam o Ultimo estagio na diferenciagao
da linhagem osteoblastica e originam-se quando os osteoblastos, no processo de
formagcdo dssea, se tornam envolvidos em lacunas dentro da matriz calcificada.
Através de seus processos dendriticos, os ostedcitos formam uma rede de
comunicacdo entre células individuais e as células de revestimento da superficie
O0ssea (POWER et al., 2002; QIU et al., 2002). Devido a esta intercomunicagéo
celular, os ostedcitos tém sido considerados como células sensoriais que
transportam informagbes entre osteoclastos e osteoblastos, participando da
manutencdo da matriz 6ssea (PALUMBO et al.,, 2001; VASHISHTH; GIBSON;
FYHRIE, 2001). S&o as células mais abundantes no tecido 0Osseo, e tém
caracteristicas mecanosensoriais, sendo capazes de detectar a necessidade de
aumentar ou reduzir a formacao 6ssea durante a adaptacdo funcional do esqueleto,
bem como no reparo de microlesdes (MAROTTI, 2000; LOVERIDGE et al., 2002).
Segundo Cullinane (2002), os ostedcitos também tém importante papel na regulacéo
da homeostase mineral. Devido a esta gama de atividades, 0s ostedcitos séo

considerados como células pluripotentes (BONEWALD, 2002).



Os sinais para que ocorra o0 ciclo de remodelagdo o6ssea incluem
mudancas na concentracdo sérica de varios fatores sistémicos tais como hormdnio
paratiredide, tiroxina, horménio do crescimento e estrogenos. Citocinas e fatores de
crescimento desencadeiam a atividade de sintese Gssea pelos osteoblastos. Uma
vez ativados o0s osteoblastos, a sintese e secrecdo de citocinas resultam no
recrutamento e diferenciacdo de osteoclastos na superficie de remodelacéo
(ROSEN; TENENHOUSE, 1998).

O ciclo de remodelacdo éssea é desencadeado com uma fase de
ativacdo, a qual envolve a interacdo de células precursoras de osteoclastos e
osteoblastos, resultando na diferenciacdo, migracdo e fusdo de grandes
osteoclastos multinucleados. Em seguida, na fase de reabsorcdo, os osteoclastos
fixam-se a superficie 6ssea mineralizada e promovem a reabsorcdo 0ssea atraves
da secrecdo de ions hidrogénio e enzimas lisossdmicas, produzindo cavidades
irregulares sobre a superficie 6ssea, que sdo denominadas lacunas de Howship, ou
canais cilindricos Haversianos (RAISZ, 1999). ApGs a fase de reabsorcédo, ha uma
fase de reverséo, correspondente ao término da remocdo 0ssea pelos osteoclastos,
guando estes morrem por apoptose (morte celular programada) e s&o removidos por
fagodcitos, podendo-se verificar a presenca de células mononucleadas e da linhagem
do macréfago sobre a superficie 6ssea. Com o0 avanco do deslocamento das BMU's,
0s osteoclastos abandonam o local da reabsorcao e os osteoblastos movem-se para
cobrir a &rea escavada e iniciam a formacado 0ssea pela secrecdo ostedide, a qual €
mineralizada em osso novo (fase de formacdo). O continuo suprimento de novos
osteoclastos e osteoblastos a partir de seus progenitores é essencial para a origem
de novas BMU’s e sua progressdo sobre a superficie 6ssea, conseqlientemente, o
balanco entre o suprimento de novas células e o tempo de vida destas séo
determinantes na quantidade de cada tipo celular e de sua agdo, ambos essenciais
para a manutencdo da homeostase 6ssea (MANOLAGAS, 2000).

O ciclo de remodelacdo éssea estd representado esquematicamente na
figura 1.
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Figura 1- Ciclo de remodelacdo 6ssea: Fase de Ativacdo - Diferenciacdo de células
precursoras hematopoiéticas em osteoclastos; Fase de reabsorcdo - Escavacdo da
matriz 6ssea pelos osteoclastos; Fase de Reversao — Osteoclastos abandonam o local de
reabsorgdo, ocorréncia de apoptose; Fase de Formacao: Diferenciacdo de osteoblastos e
migracdo para a superficie Ossea, repondo a area anteriormente escavada pelos
osteoclastos e iniciando o processo de formacdo 0ssea através da secrecdo osteodide;
Ostedcitos: ultimo estagio na diferenciacéo da linhagem osteoblastica.

Controle da remodelacdo 6ssea

A remodelacéo 6ssea é influenciada por horménios, citocinas, fatores de
crescimento e diversas outras moléculas, através de mecanismos bastante
complexos, que tém sido objeto de estudo de diversos pesquisadores (PARFITT,
2002).

Além do hormdnio estrogénico, estdo envolvidos no controle enddcrino da
remodelacdo 6ssea, o horménio paratiredide (PTH), a vitamina D, a calcitonina, o
horménio do crescimento (GH), glicocorticdides e hormbnios tiroidianos
(DOURADOR et al.,, 1997; KUNDU; KHARE; SINGH, 1999; SZEJNFELD, 2000;
AHLEN et al., 2002).

Existem evidéncias de que o hormodnio paratiredide atua através da
ligacdo do seu receptor na superficie da membrana plasmética, elevando o calcio
plasméatico através de acédo no intestino (indiretamente, via estimulo da vitamina D),
nos rins (aumenta a reabsorcdo de célcio nos tdbulos distais e algca de Henle) e no
0sso0 (estimulo a atividade osteoclastica, aumentando a reabsorcéo). Porém, quando
o PTH é administrado intermitentemente, age estimulando os osteoblastos, dai o

estudo do seu uso no tratamento da osteoporose. O PTH e a vitamina D sé&o
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sensiveis a flutuacdes nas concentragbes séricas de calcio, o qual controla a
secrecao e transcricdo génica do PTH (DOURADOR et al., 1997; KHOSLA et al.,
1997).

A vitamina D, em sua forma mais ativa [1,25(OH), vitamina D] , como
todos os horménios esterdides, age através da ligacdo ao seu receptor nuclear,
aumentando a reabsorcao intestinal de calcio e a rebsorcéo renal no tabulo proximal
(SZEJINFELD, 2000).

A calcitonina é produzida pelas células tireoidianas parafoliculares C, é
um hormaonio inibidor da reabsorcéo 0ssea capaz de reduzir a mobilidade do célcio
no 0sso, atuando sobre pré-osteoclastos, diminuindo seu numero e atividade
(KUNDU; KHARE; SINGH, 1999).

A acéo dos glicocorticoides tem sido verificada diretamente sobre o 0sso,
diminuindo a sintese de colageno e o0 recrutamento e diferenciacdo dos
osteoblastos, além de aumentarem a atividade osteoclastica, e também
indiretamente, sobre os rins, aumentando a excrecdo renal de célcio; no intestino,
diminuindo a absorcédo do célcio; nas gbnadas, diminuindo a esteroidogénese e na
hipdfise, suprimindo a secre¢cdo do hormdnio do crescimento e de gonadotrofinas,
levando a hipogonadismo; além de inibirem o fator de crescimento insulinico-1 (IGF-
1) e o fator de crescimento e transformacéo-b (TGF-b) (LIMA et al., 2001).

Sabe-se que o hormdnio do crescimento (GH) promove o crescimento
0sseo longitudinal antes de haver o fechamento das epifises, no entanto, sua agéo
sobre 0s 0ssos apés a fase de crescimento ainda € questionada, apesar de ser
utilizado no tratamento da osteoporose pos-menopausa (KUNDU; KHARE; SINGH,
1999).

Tém sido descritos na literatura efeitos importantes dos hormonios
tireoidianos sobre o0 metabolismo Osseo, estimulando a reabsorcdo Ossea,
principalmente na auséncia de estrégenos (MANOLAGAS, 2000).

As citocinas interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose
tumoral-a (TNF-a) atuam estimulando a reabsorcdo éssea pelos osteoclastos,
promovendo sua diferenciacdo e a maturacdo de seus precursores (ROZEN et al.,
2000).

As prostaglandinas séo fortes moduladores do metabolismo 6sseo e sua

administracdo a roedores resulta em aumento da massa 0ssea, a prostaglandina E-2
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apresenta-se como potente agente anabodlico no tecido 6sseo (AKHTER et al.,
2001).

O TGF-b atua diminuindo a reabsorcéo 0ssea através de uma reducdo no
namero de osteoclastos, promovendo sua apoptose a partir de um estimulo
estrogénico (LIMA et al., 2001).

A osteoprotegrina (OPG) € um peptideo solavel originalmente descrito
como um fator que inibia a reabsorcdo 6ssea e a diferenciagdo osteoclastica in vivo.
Descobriu-se, recentemente, que essa proteina € um membro da superfamilia de
receptores TNF e atua como um receptor simulado por um ligante conhecido como
ligante da OPG (OPGL ou RANKL). Este é um peptideo de superficie que, quando
expresso no osteoblasto, pode ligar-se ao verdadeiro receptor de OPG no
osteoclasto e iniciar o contato célula-célula necessario para a ativacdo do

osteoclasto e subsequente reabsorcao 6ssea (LIMA et al., 2001).

2.3 Osteoporose

A densidade 6ssea no esqueleto adulto representa a massa Ossea
formada durante o crescimento menos a que € perdida subsequentemente (BECK;
SHOEMAKER, 2000; LERNER, 2000). Normalmente, da infancia a adolescéncia
existe um predominio de formacéo e consequiente ganho de massa 0ssea, enquanto
gue, na fase adulta, a reabsorcdo passa a aumentar gradualmente, podendo levar a
um balanco negativo. O pico de massa 6ssea, em humanos, é atingido em torno dos
20 a 30 anos, sofrendo influéncias de fatores genéticos e ambientais, tais como:
raca, sexo, ingesta de calcio e atividade fisica. A partir dos 35 a 45 anos, a fase de
reabsorcdo passa a predominar e ha perda de tecido 6sseo (MACEDO; ARAUJO,
1997).

A osteoporose € uma doenca O0ssea metabodlica caracterizada por um
desequilibrio entre reabsorcdo e formacdo 6Ossea, resultando em perda 6ssea e
deterioracdo da microarquitetura esquelética, levando a fragilidade esquelética e
aumento da suscetibilidade a fraturas (GODDARD; KLEEREKOPER, 1998; ROSEN;
TENENHOUSE, 1998).
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A origem da osteoporose € multifatorial, com contribuicdo de fatores
geneéticos, sedentarismo, nutricdo inadequada e deficiéncias endocrinas (INMAN et
al., 1999).

Na literatura, a osteoporose tem sido classificada em priméaria ou
secundaria. A osteoporose primaria se subdivide nas formas involutivas tipo | ou
pds-menopausa, tipo Il ou senil e na forma idiopética juvenil ou do adulto jovem. A
osteoporose secundaria aparece como resposta a fatores identificaveis, como
doencas enddcrinas, reumatoldgicas, renais, gastrointestinais e neoplasicas, ou
mesmo uso crénico de drogas tais como corticosteréides, anticonvulsivantes,
horménio tireoidiano, entre outras (MEIRELLES, 1995).

A osteoporose ocorre em ambos 0s sexos, porém, é muito mais frequente
no sexo feminino, sendo a perda de massa 0ssea nas mulheres maior e mais rapida
do que nos homens, se acentuando no periodo posterior a menopausa (ZERBINI,
1998). Isto ocorre porque a deficiéncia de horménios ovarianos apés a menopausa
resulta em alta renovacdo éssea e conseqiente aumento da perda éssea. A
osteoporose poOs-menopausa tem sido considerada um sério problema, afetando
principalmente mulheres mais idosas (YEH; CHEN; ALOIA, 1997).

A rata e o camundongo fémea ovariectomizadas exibem uma diminuicao
na densidade mineral, volume e resisténcia 0ssea, além de aumento na taxa de
reabsorcdo O0ssea semelhantes ao que é visto nas mulheres (MILLER; BOWMAN;
JEE, 1995; TAMAKI et al., 1998; JEE; YAO,2001). Por esse motivo, diversos estudos
tém utilizado estes animais como modelo experimental para o estudo da
osteoporose consequente a deficiéncia estrogénica (BORTOLI et al., 1996; YEH;
CHEN ; ALOIA, 1997; KAWATA et al., 1998; CHEN et al., 2001; LATOUR,2001).

A importancia clinica da osteoporose € bastante significante devido ao
aumento da suscetibilidade a fraturas, que sdo mais freqlentes nas veértebras
toracicas e lombares, resultando em alteracdo de postura e dores lombares cronicas,
além de estar relacionada também ao aumento da ocorréncia de fraturas na regiao
proximal do fémur, que resultam em 15 a 20% de taxa de mortalidade e alta
incidéncia de incapacitacgéo fisica (KATZ; SHERMAN, 1998; KLEEREKOPER, 1998).

Devido a esta importancia, diversos estudos tém sido desenvolvidos nos
sentidos de diagndstico, tratamento e prevencdo da osteoporose (ANDREWS,
1998).
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2.4 Hormoénios estrogénicos e metabolismo 6sseo

Os horménios esterdides sexuais participam da regulacdo endocrina do
metabolismo 6sseo, juntamente com os horménios calciotropicos — PTH, calcitonina
e vitamina D (1,25 dihidroxi vitamina D), com o horménio do crescimento e o
horménio tireoidiano. Tanto os estrégenos, quanto os andrégenos representam
importantes papéis no metabolismo esquelético. Os esterdides sexuais exercem
efeitos benéficos sobre o desenvolvimento e a manutencdo do esqueleto, isto inclui
controle da maturacéo e fechamento da placa epifisaria durante o crescimento 0sseo
longitudinal, regulacdo do metabolismo do osso cortical e esponjoso, aquisicdo do
pico de massa 0ssea e inibicdo da perda 6ssea (GENNARI et al., 2002).

Achados recentes sugerem que logo apés a puberdade, os estrégenos
s80 necessarios para a manutencdo da densidade mineral 6ssea durante o
crescimento esquelético (TOBIAS; COMPSTON, 1999).

Ongphiphadhanakul et al. (2002) chamam a atencdo para os efeitos do
estrogeno no organismo masculino, apesar de ser normalmente considerado um
horménio feminino, sabe-se que também tem importancia na fisiologia masculina,
inclusive no metabolismo 6sseo.

O estrégeno exerce suas funcdes através da ligacdo e ativacdo a
receptores especificos. Dois tipos de receptores estrogénicos: alfa e beta (ER, e
ERp) foram identificados. Estes receptores tém diferentes distribuicdes nos tecidos,
estando presentes nos 0Orgdos reprodutivos, sistema cardiovascular, figado, rins,
cérebro e tecido 6sseo. Porém, suas funcées moleculares em 6rgaos especificos
ainda nao estdo completamente esclarecidas (RUGGIERO; LIKIS, 2002). Em
pesquisa desenvolvida por Singh; Shaul; Gupta (2002) detectou-se a presenca de
receptores alfa na membrana plasmatica de células do epitélio vaginal de ratas.

Segundo Windahl; Andersson; Gustafsson (2002) estudos com
camundongos tém sido desenvolvidos para esclarecer as atividades dos receptores
estrogénicos, tendo demonstrado a presenca de ambos (ER; e ERp) no tecido
0sseo. A atuacdo destes receptores € de grande importancia nos efeitos do
estrébgeno sobre o metabolismo ésseo, tanto no sexo masculino, como no sexo
feminino. Estes dois tipos de receptores ja foram identificados nos osteoblastos e em

células estromais da medula dssea, porém a sua expressao nos osteoclastos ainda
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€ controversa (GENNARI et al., 2002). Estudos desenvolvidos por Holzer; Einhorn;
Majeska (2002) tém sugerido que muitos efeitos do estrégeno sobre o0 0sso sdo
mediados através da sua acdo sobre células da linhagem osteoblastica, incluindo
osteoblastos, ostedcitos e progenitoras osteoblasticas da medula 6ssea estromal,
sendo esta acéo ligada a presenca dos receptores estrogénicos.

Os efeitos fisioldgicos dos estrogenos dependem de varios fatores. O fator
principal € a poténcia do tipo de estrégeno, a qual depende da sua afinidade pelos
receptores estrogénicos e da quantidade de horménio livre disponivel para
atravessar a membrana celular, que esta relacionada a producdo de SHBG pelo
figado. Outro fator importante é a resposta do agonista ou antagonista que ocorre
apos a ligacdo do receptor estrogénico dentro da célula-alvo (RUGGIERO; LIKIS,
2002).

Em mulheres, a deficiéncia estrogénica causada pela menopausa ou
ovariectomia, resulta em perda de massa O0ssea devido ao aumento da reabsor¢cao
osteoclastica, podendo ser restaurada com a terapia de reposi¢cdo estrogénica.
Segundo Dourador et al. (1997), desde a década de 60, varios autores postulam que
a osteoporose nas mulheres pds-menopausa ocorreria por alteracées na regulagéo
dos horménios calciotropicos, levando ao balanco negativo de calcio e perda de
densidade mineral éssea. Esses autores propdem que o estrégeno seria um potente
inibidor natural da acdo do PTH na reabsor¢cdo 0Ossea, com a menopausa, a
deficiéncia estrogénica mudaria a sensibilidade do tecido 6sseo ao PTH, resultando
em maior reabsorcao e consequente perda 0ssea.

Em estudos relacionados aos mecanismos celulares da acédo do
estrégeno sobre o tecido 6sseo, tendo como base o efeito protetor deste horménio
sobre o0 esqueleto subsequiente a terapia de reposicdo hormonal, varias evidéncias
demonstraram que o estrégeno atua suprimindo a reabsorcdo Ossea osteoclastica,
sendo que em doses mais altas, ele pode atuar como um regulador fisiolégico da
atividade osteoblastica. Estudos em animais também confirmam que o estrogeno
pode estimular a funcdo osteoblastica, dependendo do local do esqueleto, sugerindo
gue sua agdo é adaptar o esqueleto para as demandas de reproducgdo, promovendo
a formacdo de estoques de calcio necessarios para o crescimento esquelético
(TOBIAS; COMPSTON, 1999).

Alguns autores consideram o estrogeno como 0 hormdnio sistémico mais

importante na manutencdo do equilibrio entre formacdo e reabsorcdo Oéssea,
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estando sua acédo relacionada a alteracdo da produgdo ou da atividade de fatores
locais que regulam precursores de osteoblastos e osteoclastos, exercendo influéncia
sobre a diferenciacdo de progenitores hematopoiéticos em osteoclastos, a regulacéo
de citocinas que apdiam esta diferenciacao e a ocorréncia de apoptose osteoclastica
(JILKA, 1998; RAISZ, 1999).

Estudos desenvolvidos em camundongos tém revelado que a perda de
esterdides sexuais estimula a formacdo de osteoclastos e osteoblastos na medula
por alteracdo da producdo e acdo de citocinas que sao responsaveis pela
osteoclastogénese e osteoblastogénese. De fato, tanto estrogenos quanto
andrégenos suprimem a producdo de IL-6, que é uma citocina relacionada a
reabsorcdo 0ssea, bem como a expressao de subunidades de receptores de IL-6 em
células da medula 6ssea de linhagem estromal/osteoblastica. Além do IL-6, o
estrogeno também suprime TNF (fator de necrose tumoral) e M-CSF (fator
estimulante de colbnias de macréfago); estimula a producdo de OPG
(osteoprotegrina), que tem importancia na acdo antiosteoclastogénica do estrégeno
sobre 0 0ss0; e ainda promove apoptose de osteoclastos, mediada pelo TGF-b (fator
de crescimento de transformacéo-b) (PAPAIOANNOU et al.,, 1999; WEINSTEIN;
MANOLAGAS, 2000).

A deficiéncia dos esterdides sexuais promove aumento na taxa de
remodelacdo Ossea, havendo aumento da osteoclastogénese e da
osteoblastogénese, estas mudancas sdo temporariamente associadas ao aumento
da formacgdo e da reabsorcdo 0ssea, porém, o processo de perda de mineralizacéo
Ossea é acelerado, porque a reabsorcdo ocorre mais rapidamente que a formacédo
0ssea e 0 novo 0ssoO se torna mais fragil que o osso mais velho, além disso, o
desequilibrio entre formacéo e reabsorcdo 6ssea se deve a extensao do tempo de
vida e atividade dos osteoclastos e reducdo do tempo de vida e atividade dos
osteoblastos, provocadas pela alteragcédo hormonal (MANOLAGAS, 2000).

Existem controvérsias se 0s estrogenos também participam da regulacéo
do IGF-1 (fator de crescimento insulinico-1), um dos principais fatores de
crescimento anabolico do 0sso, cuja concentracdo no tecido 0sseo é controlada por
varios hormonios sistémicos, tais como o0 hormdénio do crescimento e o
paratormonio. Estudos in vitro tém apresentado evidéncias do efeito estimulatério

direto do estradiol sobre a sintese protéica e expressdo de IGF-1 por células



osteoblasticas. Porém, contrariando esses achados in vitro, tem-se observado que a
ovariectomia nao promove alteracdo ou até aumenta a concentracao esquelética de
IGF-1 (ERDMANN et al., 1998).

2.5 Exercicio fisico e metabolismo 6sseo

Sabe-se que a tensdo mecanica tem importante papel na regulacdo de
funcdes celulares em diversos tecidos. A influéncia deste fator na remodelagéo
0ssea tem sido estudada em experimentos com animais, mostrando que o estimulo
mecanico € necessdrio para manter a massa e a densidade Ossea (USHIDA,;
UEMURA,; TATEISHI, 2001).

A morfologia 6ssea, tanto microscopica quanto macroscoépica, depende de
circunstancias fisicas, tais como o estresse mecanico. O estimulo de carga sobre o
0sso causa deformacdo da matriz 6ssea e gera forca de tensao, através da qual se
inicia uma transducdo mecanica, que resulta no deslocamento do fluido na matriz
O0ssea (BARLET; GAUMET-MEUNIER; HORCAJADA-MOLIENI, 1999; NOMURA;
TAKANO-YAMAMOTO, 2000; NICOLELLA; LANKFORD, 2002). As atividades de
canais ibnicos, adesdo focal de quinases, bem como a estrutura do citoesqueleto
das células 6sseas, sdo também noduladas pelo estresse mecéanico. Imagina-se
gue a remodelacdo Ossea resulta desses eventos moleculares causados pelo
estresse mecanico, e para investigar melhor esta relacdo, diversos sistemas
experimentais in vitro e in vivo tém sido desenvolvidos para gerar o estimulo
mecéanico fisiolégico sobre o 0sso, através dos quais tem se demonstrado que 0s
ostedcitos tém papel fundamental na transducdo de sinais entre as células e
consequente adaptacdo do osso ao estresse mecanico (NOMURA; TAKANO-
YAMAMOTO, 2000). Os estimulos fisicos sdo transmitidos em forma de sinais
bioguimicos nas células Osseas, resultando em um efeito anabdlico com adaptacéo
estrutural, tanto em tecidos animais quanto humanos (STERCK et al., 1998).

O osso normalmente ajusta sua massa e arquitetura para garantir que
sejam suficientemente resistentes para suportar, sem danos, tanto a cargas
produzidas durante atividades habituais, como também durante acidentes comuns
de uma vida normal. Pesquisas levam a crer que esta relagdo estrutura/fungéo
ocorre por meio de um mecanismo adaptativo, no qual as células 6sseas controlam

a modelacdo e remodelacdo de modo homeostatico para regular tensdes funcionais.
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Este mecanismo de resposta mecanicamente adaptativa é influenciado direta ou
indiretamente pela presenca de estrogenos, estando as respostas a tensdes
mecanicas relacionadas a presenca de receptores estrogénicos nas células 6sseas
(ZAMAN et al., 2000).

O exercicio fisico, por promover estimulo mecanico que leva a
osteogénese, tem sido utilizado em diversas modalidades para se obter manutencéo
ou aumento da massa esquelética, tanto em estudos em animais, como em
humanos, sendo considerado uma estratégia para reduzir o risco de osteoporose
(KANNUS et al., 1992; HART et al., 2001).

O exercicio fisico é considerado como um agente anabdlico devido a seus
efeitos que conduzem a um ganho de massa 0ssea, tais como 0 aumento do calcio
intracelular e do AMP ciclico (AMPc) e o acumulo de prostaglandinas e 6xido nitrico
(BARLET; GAUMET-MEUNIER; HORCAJADA-MOLIENI,1999; JEE, 2000).

O o0sso em crescimento parece ser mais sensivel ao aumento da carga
mecanica do que o osso maduro. Partindo deste principio, a atividade fisica durante
a infancia e adolescéncia deve ser um dos principais determinantes do pico de
massa 0ssea. Porém, o mecanismo através do qual o exercicio influencia a massa
O0ssea envolve diversos fatores e ainda ndo foi totalmente esclarecido, tendo-se
observado em trabalhos experimentais que os efeitos do exercicio sobre o tecido
0sseo dependem da idade e do género dos animais, bem como da intensidade,
duracdo, frequéncia e periodo do exercicio a eles aplicado (IWAMOTO; YEH;
ALOIA, 1999).

Estudos demonstram que a carga mecanica, tal como no exercicio de
alto-impacto, que produz tensao dinamica sobre os 0ssos, exerce importante papel
no controle da massa e resisténcia 6ssea, podendo influenciar a distribuicdo da
massa 6ssea em diferentes locais, ndo s6 em ratas ovariectomizadas submetidas a
treinamento em esteira, como também em mulheres no periodo pds-menopausa
submetidas a exercicios tais como o salto, sendo estes efeitos mais evidentes
guando a atividade fisica é combinada com a terapia de reposicdo hormonal
(TAMAKI et al., 1998; CHENG et al., 2002).

Tem sido relatado na literatura que o exercicio em esteira parcialmente
previne a perda 6ssea no fémur de ratos orquidectomizados, aumenta a massa de

0SSO esponjoso em animais esqueleticamente imaturos, e aumenta a formacgéo
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Ossea periosteal sem afetar significativamente a massa 6ssea esponjosa em ratos
esqueleticamente maduros (YAO et al., 2000).

A natacdo, apesar de ser considerada uma atividade fisica de baixo
impacto, também tem apresentado efeitos de aumento na massa 0ssea, como
demonstraram Hart et al. (2001), em estudo utlizando ratas Wistar
ovariectomizadas.

Alguns autores tém induzido ratos a realizarem movimentos em postura
ereta bipede para obtencdo de alimento, atividade fisica que também tem
apresentado efeitos benéficos sobre o metabolismo 0sseo, inclusive em animais
machos submetidos a orquidectomia ou em fémeas submetidas a ovariectomia (YAO
et al., 2000; CHEN et al., 2001).

Poucos estudos foram desenvolvidos sobre a resposta do tecido 6sseo ao
exercicio fisico apos periodo de cessacado do treinamento. Com este objetivo, Kiuchi;
Arai; Katsuta (1998) realizaram uma analise da massa Ossea de ratos Wistar
machos submetidos ao treinamento em esteira e as alteracbes apds periodo de
cessacao do treino, tendo verificado que as adaptacfes da estrutura éssea podem
ser mantidas mesmo apés periodo de abandono do exercicio.

Estudos utilizando camundongos C57BL ovariectomizadas mantidas em
suspensdo (hipomobilidade) tém também enfatizado a importancia do estresse
mecanico sobre a remodelacédo 6ssea, estando a diminuicdo do estresse mecanico,
relacionada a um aumento da reabsorcdo dssea, que € acelerada pela presenca de
deficiéncia estrogénica (KAWATA et al., 1998).

Em humanos, a reducdo da massa oOssea verificada na senilidade é
atribuida entre outros fatores, a tendéncia ao sedentarismo, pois ocorre reducdo da
carga mecanica sobre os 0ssos e do estimulo mecéanico de osteoblastos, podendo
ser observado o mesmo em redugdes extremas do estresse mecanico, CoOmo ocorre
durante imobilizacdes, lesbes medulares e no véo espacial (auséncia da gravidade)
(DEHORITY et al., 1999; BECK; SHOEMAKER, 2000).

Por outro lado, exercicio cronico intenso em atletas do sexo feminino &
freqientemente acompanhado de desordens alimentares, amenorréia e
osteoporose. Isto porque a combinacdo de baixa ingesta de calorias com exercicio
excessivo pode conduzir a um balangco negativo de energia, que desregula os
hormonios circulantes o bastante para privar os ovarios e o esqueleto da essencial

influéncia dos estrégenos. Apesar dos efeitos benéficos do exercicio sobre 0 0sso,



se a reducdo de estrégenos for muito significativa pode acelerar a reabsorgcéo e
consequente perda 0ssea (RENCKEN; CHESNUT; DRINKWATER, 1996; TOMTEN
et al., 1998; BECK; SHOEMAKER, 2000).

2.6 Metabolismo do calcio

As quantidades de minerais, tais como célcio, fésforo e magnésio,
absorvidas no intestino sdo determinadas pela disponibilidade dos mesmos na dieta
e pela capacidade intestinal de absorvé-los, havendo regulacéo por acdo hormonal,
e devem suprir o requerimento de aumento de massa 0Ossea, especialmente da
mineralizacdo 6ssea, durante a fase de crescimento e da remodelacdo 0ssea, na
idade adulta. No processo normal de remodelacdo, a formacdo iguala-se a
reabsorcdo Ossea, entdo a excrecdo urinaria desses minerais aproxima-se a
gquantidade absorvida no intestino e o balanco se torna neutro (HEILBERG, 2000).

Em quase todos os organismos, o cation célcio divalente tem papel
importante na fisiologia celular e na regulacdo metabdlica. Os niveis de célcio
extracelular sdo rigorosamente controlados dentro de uma estreita faixa fisiologica
para proporcionar o adequado funcionamento de diversos tecidos: acoplamento
excitacao-contracdo no coracdo e em outros musculos, transmissdo sinptica e
outras funcdes do sistema nervoso, agregacao plaquetaria, coagulacdo, assim como
secrecdo de hormdnios e outros reguladores por exocitose. O nivel de célcio
intracelular também é rigorosamente controlado, em niveis aproximadamente 10.000
vezes menores que o calcio extracelular, a fim de que o célcio sirva como um
segundo mensageiro na regulacdo da divisdo celular, contratilidade muscular,
motilidade celular, trafego na membrana e liberacdo da secrecdo celular
(GOLDFIEN; MONROE, 2000).

O calcio circula no fluido extracelular (FEC) em trés fracdes distintas:
cerca de 50% é a biologicamente importante fracdo ionizada, 40% é ligada a
proteina e nao filtravel pelos rins, e 10% é complexada a anions tais como
bicarbonato, citrato, sulfato, fosfato e lactato (BUSHINSKY; MONK, 1998). A
reducdo do célcio ionizado eleva a permeabilidade ao sodio, aumentando a
excitabilidade de todos os tecidos excitaveis, enquanto que o aumento do calcio
ionizado tem acéo oposta (HEILBERG, 2000).



A manutenc¢do da concentracdo sérica normal no fluido extracelular (FEC)
depende da regulacdo integrada do fluxo de célcio em relacdo ao trato
gastrointestinal, rins e 0ssos. A regulagéo precisa do soro € controlada pelo proprio
calcio, através de um receptor especifico e de varios horménios, sendo os mais
importantes o PTH e a 1,25(0OH),D3 (BUSHINSKY; MONK, 1998).

Mais de 98% do célcio corporal total estdo presentes no 0sso, dos quais
cerca de 1% parece ser trocado livremente com o FEC através de mecanismos
fisicoquimicos e mediados por células. A rigidez caracteristica do esqueleto dos
vertebrados € proveniente de uma forma ce fosfato de célcio que é normalmente
conhecida como hidroxiapatita [Cai10(OH). (POa)e], @ qual estd embebida em fibrilas
colagenas. No 0sso, 0 célcio é importante para manter a integridade estrutural do
esqueleto, servindo como um reservatério do ion calcio para suprir as necessidades
metabolicas do corpo em estados de deficiéncia deste mineral (NORDIN, 1997).

Em animais jovens, a deficiéncia de calcio deve prejudicar o crescimento,
atrasar a consolidacdo esquelética, e em certas circunstancias, quando ha
deficiéncia de vitamina D, promover o raquitismo. Em animais adultos, a deficiéncia
de célcio causa mobilizacdo de célcio do osso e leva mais cedo ou mais tarde a
osteoporose. Os efeitos da deficiéncia de calcio e da ovariectomia sédo aditivos
(NORDIN, 1997).

Em mulheres durante a menopausa, ha um aumento da excrecao renal de
calcio, havendo, geralmente, aumento na concentracdo plasméatica deste ion, efeitos
gue estdo relacionados a acdo dos estrogenos sobre oOrgaos reguladores da
homeostasia do calcio, intestino, rins e 0ssos. Porém, ainda existem davidas sobre
os efeitos do estrogeno sobre cada fracdo de calcio isoladamente, contribuindo para
alteracdes na concentracdo plasmatica total (PRINCE, 1994).

Segundo Khosla et al. (1997) a deficiéncia estrogénica deve induzir a
perda de calcio por efeitos indiretos sobre a homeostasia do calcio extraesquelético,
qgue incluem reducéo da absorcéo intestinal e da conservacao renal de calcio apés o
inicio da deficiéncia estrogénica.

Diversos autores sugerem que a reabsor¢cdo 6ssea aumentada causada
pela deficiéncia estrogénica desencadeia uma série de eventos envolvendo os
hormdnios calciotrépicos, que resulta em perdas renais de calcio e diminuicdo da
sua absorcdo. Por outro lado, com o envelhecimento ocorreria hiperparatireoidismo

secundéario, devido a menor sintese de vitamina D, levando a menor reabsorcédo de



calcio intestinal, que resultaria em aumento da reabsor¢do Oéssea, havendo
controvérsias sobre a contribuicdo do PTH na reabsorcdo Ossea observada na
maioria das mulheres osteoporoticas de todas as faixas etarias apds a menopausa.
Além disso, muitas vezes ndo € possivel detectar esses fendmenos
laboratorialmente (DOURADOR et al., 1997).

Alguns estudos apresentam relacdo entre o exercicio fisico e o aumento
na deposicao de célcio nos ossos (HORCAJADA et al., 1997).

2.7 Marcadores bioquimicos do metabolismo 0sseo

O uso de métodos laboratoriais que permitam a avaliagcdo do metabolismo
0sseo de maneira rapida e confiavel tem sido objetivo ha muito tempo almejado por
pesquisadores que atuam nesta area. A quantificacdo de substancias que poderiam
representar 0s processos metabolicos em curso no tecido 6sseo permite uma
avaliacao de alteracfes deste tecido em um periodo em que estas ainda ndo podem
ser detectadas por técnicas radiologicas (SCIFERT-KLAUSS et al., 2002).

Os marcadores bioquimicos do metabolismo ésseo sdo substancias que
retratam a formacdo ou a reabsorcdo 0sseas. Estes sdo utilizados na prética clinica
h& décadas, em especial o estudo da fosfatase alcalina total sérica, a calcidria e a
hidroxipolinaria. Avancos no isolamento e caracterizacdo das células e dos
componentes extracelulares da matriz éssea resultaram no desenvolvimento de
meétodos para medida de novos marcadores bioquimicos do metabolismo 6sseo. Os
marcadores de formacdo o6ssea medem produtos decorrentes da acdo dos
osteoblastos, enquanto que os marcadores de reabsorcdo sdo produto da acéo
osteoclastica sobre a matriz 6ssea (VIEIRA, 1999).

As doencas Osseas alteram o padrdao de producdo de marcadores
bioquimicos. Doencas que levam a osteopenia tendem a aumentar a relacdo entre
0os marcadores de formacdo e reabsorcdo 6ssea. Além disto, os marcadores de
formacdo Ossea atualmente em uso refletem a atividade osteoblastica em diferentes
estagios de diferenciacdo deste tipo celular. Durante a formag¢do do o0sso, a
producdo da matriz colagena precede a mineralizacdo. A fase de producao de matriz
colagena coincide com uma maior producdo de fosfatase alcalina, enquanto que a

mineralizacéo coincide com uma maior producao de osteocalcina (BIKLE, 1997).



Entre os marcadores de formacao 0ssea estdo a fosfatase alcalina total, a
fosfatase alcalina 0ssea, a osteocalcina e propeptideos do colageno tipo 1 (ROSEN;
TENENHOUSE, 1998).

A fosfatase alcalina € uma ectoenzima que quando ancorada na
superficie celular, estd na forma de um tetramero, e quando liberado na circulacao,
por acdo das fosfolipases C e D, o € na forma dimérica. As duas formas
predominantes desta enzima na circulacdo séo as isoenzimas 0ssea e hepéatica, em
guantidades equivalentes, e a outra forma circulante é a intestinal, representando
menos de 5% do total. No o0sso, é encontrada na membrana plasmatica dos
osteoblastos (BIKLE, 1997).

A osteocalcina é uma proteina nao-colagena sintetizada e secretada
pelos osteoblastos maduros. Sua funcdo ainda esta mal definida, apesar da sua
estrutura indicar interacdo com célcio e com cristais de hidroxiapatita. Estudos
indicam que esta relacionada com o processo de mineralizacdo (WELSH et al.,
1997).

O procolageno tipo 1 apresenta alteraces menos substanciais do que 0s
outros marcadores de formacdo déssea, durante os diferentes niveis de remodelacéo
ossea (BIKLE, 1997).

Entre os marcadores de reabsorgdo 6ssea estdo o célcio, a hidroxiprolina
e interligadores do colageno: hidroxiprolina, piridolinas, deoxipiridolina, N-
telopeptideo, C-telopeptideo e fosfatase acida tartarato-resistente (ROSEN;
TENENHOUSE, 1998).

O uso dos marcadores bioquimicos se estende a qualquer condigdo que
leve a uma alteracdo do metabolismo do tecido 6ésseo, com aumento ou diminuicéo
da remodelacdo O6ssea. Estudos tém demonstrado sua utilidade no
acompanhamento da eficacia, a curto prazo, de terapéuticas aplicadas a patologias
O0sseas, um exemplo é a investigacdo dos efeitos do exercicio fisico sobre estes
marcadores e sua relacdo com alteracBes na densidade mineral 6ssea de mulheres
no periodo pés-menopausa (WELSH et al., 1997).
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2.8 Histomorfometria 6ssea

A histomorfometria &éssea consiste na contagem e medida dos
componentes celulares, intercelulares ou ambos do tecido ésseo (SZEIJNFELD et al.,
1987). E o Unico método que fornece informacdo sobre remodelacéo 6ssea in vivo.
Através de técnicas estereoldgicas simples permite avaliar processos celulares de
remodelacdo éssea quantitativamente, e interpretd-los em termos de renovacéo,
perda éssea em cada ciclo de remodelacao, e risco de perfuragdes trabeculares que
levem & destruicdo da arquitetura Ossea (HAUGE et al., 2001). E de grande
importancia no estudo de patologias 0sseas, tais como a osteoporose, tendo em
vista que a maioria delas relaciona-se com anormalidades quantitativas
(SZEJINFELD et al., 1987).

Alteracdes da estrutura 6ssea tém sido avaliadas em diversos estudos
através da histomorfometria (MOLINA; CABRERA; ESQUIVIAS, 1996). Bourrin et al.
(1995) examinaram os efeitos do exercicio em esteira sobre a rede trabecular 6ssea
e as adaptacdes celulares em trés areas diferentes da tibia de ratos Wistar machos,
utilizando a analise histomorfométrica na deteccao do volume ésseo e do nimero de
trabéculas.

Yeh; Chen; Aloia (1996) avaliaram a interrelacdo entre a deficiéncia de
hormonios hipofisarios e ovarianos sobre a regulacdo do crescimento e formacéo
O0ssea em ratas Sprague-Dawley. A analise histomorfométrica foi utilizada para
verificar alteracbes na superficie periosteal, taxa de aposicdo mineral e formacao
0ssea na tibia e na quinta vértebra lombar dos animais.

A histomorfometria foi utilizada em um estudo no qual comparou-se
caracteristicas morfolégicas e estruturais da regido proximal do fémur de humanos e
de ratos, utilizando-se microrradiografias de amostras de fémur humano obtidas de
autopsias (mulheres pds-menopausa) e amostras do fémur de ratas Sprague-Dowley
ovariectomizadas (BAGI et al., 1997).

Para analisar os efeitos do treinamento fisico sobre a massa 0ssea de
ratos Wistar machos e as alteracbes ap0s periodo de cessacao do treino, a andlise
histomorfométrica foi Util na obtencdo das areas Osseas cortical, total e medular
(KIUCHI; ARAI; KATSUTA et al., 1998).

Tamaki et al. (1998) avaliaram os efeitos do exercicio em esteira

associado ao uso de etidronato (bifosfonato) sobre a densidade mineral 6ssea do



fémur e a éarea trabecular da regido proximal da tibia de ratas Wistar
ovariectomizadas. Através de analise histomorfométrica obteve-se a medida da area
trabecular 6ssea (%) e o niUmero de osteoclastos por area 0ssea.

Iwamoto; Yeh; Aloia (1999) estudaram os efeitos do exercicio em esteira
sobre trés areas de 0sso esponjoso diferentes em ratas Sprague-Dawley em
crescimento. Utilizando a analise histomorfométrica foi possivel avaliar a taxa de
aposicdo mineral, o volume de 0sso esponjoso nas regides proximal e distal da
metéfise tibial e da quinta vértebra lombar.

Em estudo realizado com ratos Wistar machos orquidectomizados
submetidos a realizacdo de exercicio na postura ereta bipede, foram calculadas
medidas histomorfométricas do volume 0sseo trabecular, area O0ssea trabecular e
cortical em vértebras lombares (YAO et al.,2000).

Hart et al. (2001) avaliaram os efeitos da natagdo sobre a massa 0ssea,
densidade e propriedades mecanicas do fémur de ratas Wistar ovariectomizadas. A
andlise histomorfométrica foi utilizada para avaliacdo da estrutura, formacdo e taxa
de remodelacéo 6ssea.

Chen et al. (2001) utilizaram exercicios na postura bipede em ratas
Sprague-Dawley ovariectomizadas em combinacdo com estrogenos para avaliar os
seus efeitos sobre a tibia. A andlise histomorfométrica foi utilizada para avaliagéo de
parametros estaticos e dinamicos, tais como largura trabecular, area de 0sso
esponjoso, percentual de area Ossea trabecular e nimero de trabéculas. Através
destes parametros foi possivel avaliar a erosdo O0ssea endocortical e a formacéo

Ossea periosteal apds a ovariectomia.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia do treinamento fisico em esteira sobre o tecido 6sseo
e as possiveis alteracbes hormonais e metabdlicas em camundongos fémeas

submetidas a ovariectomia.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar a massa corpoérea dos animais no decorrer do experimento.

Mensurar o comprimento dos fémures direitos dos animais.

Aferir a massa dos fémures direitos dos animais.

Determinar a concentracao sérica do horménio estradiol.

Determinar a atividade metabdlica, através da analise das concentracfes séricas
de célcio e de fosfatase alcalina.

Realizar analise histomorfométrica do tecido 6sseo da area cortical proximal do
fémur para avaliar densidade, area e perimetro de ostedcitos nos grupos em
estudo.

Analisar possiveis alteracdes na morfologia celular de ostedcitos da area cortical

proximal do fémur nos grupos em estudo.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados 50 camundongos albinos, “swiss” (Mus musculus),
fémeas, com 90 dias de idade, pesando, inicialmente 25-35 g., gentilmente cedidos
pelo Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPgAM), e em seguida mantidos no
biotério do Departamento de Biofisica e Radiobiologia da UFPE. Os mesmos
permaneceram em gaiolas apropriadas, cuja populacdo ndo ultrapassou 5 animais
por gaiola, sob ciclo claro / escuro (12 horas/12 horas), temperatura de 23 + 2°C.
Receberam diariamente agua e racdo pré-biotério (Labina® - Purina) em quantidades

suficientes para consumo ad libitum.

4.2 Método
4.2.1 Grupos de estudo

Os animais foram inicialmente divididos aleatoriamente em cinco grupos:
C : Controle (n=10)
OVS: Ovariectomizado Sedentario (n = 10)
OVT: Ovariectomizado Treinado (n = 10)
POS: Pseudo-operado Sedentério (n = 10)
POT: Pseudo-operado Treinado (n = 10)

4.2.2 Obtencdo da massa corpOrea dos animais
A massa corpérea dos animais foi verificada no inicio e no final de cada

semana do experimento, utilizando-se balanca analitica (Mettler, Suica) — preciséo:

0,1 g, capacidade maxima: 2610g.
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4.2.3 Procedimento cirargico

No inicio do experimento, os animais dos grupos OVT e OVS foram
submetidos a cirurgia para retirada dos ovarios. Sob anestesia com éter etilico, foi
tricotomizada a regido abdominal inferior, sendo feita assepsia no local com &alcool
iodado a 0,5%. Com os animais em decubito dorsal realizou-se uma inciséo de cerca
de 2,0 cm de comprimento na pele (linha mediana) e tecido subcutaneo, a parede
muscular foi divulsionada até ser atingida a cavidade abdominal. Os ovérios foram
pincados e foi feita uma ligadura abaixo da tuba uterina e posteriormente o corte. O
Utero foi recolocado na cavidade abdominal, suturados o tecido muscular e em
seguida a pele em planos separados.

Os animais dos grupos POS e POT foram submetidos a uma incisdo de
cerca de 2,0 cm na regido abdominal inferior atingindo apenas pele e tecido
subcutaneo e divulsionamento da parede muscular, que foram suturados em planos
separados.

O grupo C (controle) nédo foi submetido a qualquer procedimento cirargico.
4.2.4 Treinamento fisico

Para a realizacdo do protocolo de treinamento fisico foi confeccionada,
através da empresa TSI Informatica, uma esteira medindo 35 X 15cm, com paredes
montadas em material plastico (LEGO-DACTA?) e piso emborrachado, motor de 2,5
Ampers — 30 Watts, e controle de velocidade de 15 a 20 m/min., movida a
eletricidade, como demonstrado na figura 2.

Os animais dos grupos OVT e POT foram exercitados a uma velocidade
de 20m./min. (HORCAJADA et al.,1997; KIUCHI; ARAI; KATSUTA, 1998). Este
protocolo de treinamento fisico foi iniciado 30 dias apds a cirurgia, com duracéo de 5
semanas, havendo aumento progressivo do tempo de treino:

12 semana — 5 minutos ao dia (pela manha);

2% semana — 10 minutos ao dia, divididos em duas sessdes diarias (manha
e tarde);

3% semana — 14 minutos ao dia, divididos em duas sessdes diarias
(manha e tarde);
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42 e 52 semanas — 20 minutos ao dia, divididos em duas sess6es diarias
(manha e tarde).

Os animais dos demais grupos (OVS, POS e controle) ndo foram
treinados.

Figura 2 - Esteira elétrica confeccionada para a realizacéo do treinamento
fisico dos animais. Medidas: 35 X 15cm, com paredes montadas em
material plastico (LEGO-DACTA") e piso emborrachado, motor de 2,5
Ampers — 30 Watts, e controle de velocidade de 15 a 20 m/min.

4.2.5 Sacrificio dos animais e coleta de material

Apoés o periodo de treinamento, os animais foram anestesiados com éter
etilico, o sangue foi retirado por puncao cardiaca, o soro coletado foi centrifugado a
3.000 rpm, pipetado e armazenado para a realizacdo de dosagens bioquimicas.

Imediatamente apds o sacrificio dos animais por inalacdo de éter etilico,
com 0s mesmos posicionados em decubito dorsal, foi realizada uma incisdo da
regido abdominal inferior até o joelho direito, rebateu-se o peritdnio, 6rgdos e
musculos desta regido, até ser atingida a articulacdo coxo-femoral, entdo foram
desinseridos musculos e tendBes da regido anterior. Com o0s animais em decubito
lateral, foram removidos musculos e tenddes posteriores, e o fémur direito foi

desarticulado proximal e distalmente.



4.2.6 Verificacdo da massa e comprimento femoral

Apds serem coletados, os fémures foram dissecados para retirada de
partes moles. Foram entdo, pesados em balanca digital (precisdo: 0,1 mg,
capacidade maxima: 210g) (A & D Co., Japdo) e em seguida, os comprimentos
0sseos foram medidos com o uso de régua milimetrada.

Posteriormente a obtencdo das medidas, os ossos foram seccionados
transversalmente e armazenados em recipientes de vidro contendo solucao fixadora
de formol tamponado (10ml de formol a 37% e 27 mL de tampéao fosfato 0,1M) em

volume 50 vezes superior ao volume da amostra.

4.2.7 Determinacdo da concentracao sérica de estradiol

A técnica de radioimunoensaio foi utillizada para dosagem da
concentracdo sérica do horménio estradiol (kit DSL-4400, USA), a qual tem como
principio basico a competicdo entre antigenos radioativos (marcados com 11%°) e
ndo-radioativos por um numero determinado de sitios de ligacdo no anticorpo. A
quantidade de estradiol marcado com [I'® ligado ao anticorpo é inversamente
proporcional & concentragdo do estradiol ndo-marcado presente nas amostras. A
radiacdo foi verificada através do contador Gamma Count DPC Medlab. A figura 3
representa a curva-padrdo obtida para a dosagem da concentracdo sérica de

estradiol.

10 1000 100000
concentragéo de estradiol (pg/ml)

Figura 3- Curva-padréo obtida para dosagem
da concentracéo sérica de estradiol (pg/ml) nos
diversos grupos de estudo, através do kit de
radioimunoensaio DSL-4400.



4.2.8 Determinacdo da concentracao sérica de calcio

Para a determinagdo do caélcio, utilizou-se o método proposto pela
Labtest-Diagnéstica (Brasil), no qual se utiliza um reagente aquoso estabilizado. A
adicdo de um agente tensio-ativo exclui a interferéncia das proteinas na reacdo e a
interferéncia do magnésio é eliminada pela adicdo de 8-hidroxiquinoleina, tornando
assim, o método mais especifico para a determinacéo do célcio.

Os reagentes utilizados foram: tampao composto por 2-amino 2-metil 1-
propanolol 0,5 mol/l, estabilizador e surfactante; reagente de cor (o-cresoftaleina
complexona 92 nmol/l, 8hidroxiquinoleina e estabilizador); padréo (calcio 10 mg/dl).
Os reagentes foram conservados em temperatura de 15-25° C.

O método colorimétrico foi usado para determinar o calcio sérico. Medido
em espectrofotbmetro (Gehaka G3410, Brasil) a 570 nm da cor produzida pelo

complexo formado entre ortocresoftaleina complexona e o célcio, em pH alcalino.

4.2.9 Determinacdo da concentracao sérica de fosfatase alcalina total

A concentracdo sérica de fosfatase alcalina total foi determinada atraves
de método proposto pela Labtest-Diagnostica, Brasil (Bowers e Mc Comb
modificado), que segue o principio de que a fosfatase alcalina do soro, em pH
alcalino, hidrolisa o p-nitrofenilfosfato, liberando p-nitrofenol e fosfato inorganico,
segundo a seguinte reacao:

FA
p-nitrofenilfosfato + HO ® p-nitrofenol + fosfato.

A quantidade de p-nitrofenol produzida, que tem elevada absorbancia a
405 nm é diretamente proporcional a atividade enzimatica da fosfatase alcalina (F A)

na amostra.



4.2.10 Processamento histolégico das amostras 6sseas

As amostras de 0sso permaneceram por 72 horas na solugdo de formol
tamponado para fixacdo, em seguida foram lavadas em agua corrente para retirar o
excesso de fixador e transferidas para solucdo descalcificadora (acido nitrico a 5%),
em volume 100 vezes maior que o da peca, permanecendo por 48 horas, quando
obtinha-se, entdo, a descalcificacdo completa. As amostras foram novamente
lavadas em agua corrente e processadas segundo técnica de rotina histologica, com
desidratagdo em solugBes crescentes de alcool, diafanizagédo utilizando-se xilol
(Merck, Brasil) e inclusdo em parafina. Vinte e quatro horas apds a inclusédo do
material, foram realizados cortes longitudinais de 4mm de espessura utilizando-se o
microtomo (Leica RM 2125 RT), sendo obtidas de cada amostra 5 laminas contendo
cada uma delas 3 cortes, que foram corados com hematoxilina e eosina (HE) e
montados entre [amina e laminula com resina sintética (Entellan® — Merck). Depois
de montadas, as laminas foram visualizadas ao microscépio Optico (Olympus BH-2)

para selecdo daguelas que seriam utilizadas para analise histomorfométrica.

4.2.11 Analise histomorfométrica do tecido 6sseo

O material obtido através do processamento histologico foi analisado em
microscoépio 6ptico (Olympus BH-2) com ocular de 10X e objetiva de 40X. Foram
escolhidos aleatoriamente 5 campos microscopicos por lamina e através de software
(TCI pro for Windows 95), as imagens foram captadas para o microcomputador e
analisadas por meio do software Optimas 6.1, através do qual foram determinados a
densidade de ostedcitos por campo, a area e o perimetro destas células, localizadas

na area cortical proximal do fémur.

4.2.12 Tratamento Estatistico

A andlise estatistica para cada variavel estudada foi realizada
comparativamente entre os grupos de estudo através da Analise de Variancia,

utilizando-se o Teste de Tukey, e a variavel massa corpérea foi também analisada



dentro de cada grupo no decorrer de todo o periodo experimental através do teste “t”
student, considerando em todas as analises um nivel de significancia (p<0,05). As

variaveis foram apresentadas em termos de média + desvio padrao.
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5 RESULTADOS

5.1 Massa corpodrea

Inicialmente, a massa corpérea meédia apresentada em cada grupo era:
controle, 32,56 + 1,79g; POS, 33,2 + 1,84¢g; POT, 29,87 + 2,27g; OVS, 31,97 + 2,929
e grupo OVT, 25,94 £ 3,69 (Figura 4).

Apo6s 30 dias do inicio do experimento, pdde-se verificar, como ilustra a
figura 4, que no grupo controle ndo houve alteracéo significativa de massa corpérea
(p>0,05), observou-se que no grupo POS também ndo houve alteracdo significativa
(p>0,05), enquanto no grupo POT, houve aumento de 6,86% (31,92 + 3,08g,
p<0,05), e nos grupos submetidos a ovariectomia, este aumento foi ainda maior,
sendo no grupo OVS de 9,82% (35,11 * 2,45g, p<0,05), e no grupo OVT de 16%
(30,09 + 3,889, p<0,05).

Nas cinco semanas subsequentes, verificou-se que nos grupos nao-
treinados (controle, POS e OVS) houve um aumento linear de massa corpérea,
enquanto que ros grupos treinados (POT e OVT) houve um ganho de massa inicial,
seguido de estabilizacdo e tendéncia a reducao, sobretudo a partir da 4* semana de
treinamento fisico, no grupo OVT foram observadas maiores oscilagbes da massa
corporea (Figura 4).

Durante todo o periodo experimental, como demonstra a figura 4,
verificou-se que no grupo controle o ganho de massa corporea foi de 12,53%
(p<0,05), no grupo POS, foi de 15,39% (p<0,05), no grupo POT, 12,18% (p<0,05), o
grupo OVS apresentou o maior ganho de massa corporea, 23,27% (p<0,05),
enquanto que o grupo OVT nédo apresentou diferenca estatisticamente significativa
entre a massa corpérea média apresentada no inicio e no final do experimento
(p>0,05), tendo em vista que o ganho de massa corporea observado trinta dias apos
a retirada dos ovarios neste grupo, ndo se manteve durante o periodo de

treinamento fisico.
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Figura 4 - Valores médios da massa corporea (mg) dos animais controle; pseudo-
operados sedentérios (POS); pseudo-operados treinados (POT); ovariectomizados
sedentarios (OVS); ovariectomizados treinados (OVT), verificados no inicio do
experimento (inicio), apos os trinta dias iniciais (Ap30d), e no primeiro e quinto dia
de cada semana subseqguente: Sldl(dia 1 da T semana), S1d5 (dia 5 da T
semana),e assim sucessivamente até o dia 5 da 5% semana (S5d5).

5.2 Concentracao sérica de estradiol

A concentracdo sérica média de estradiol apresentou-se menor no grupo
OVT (16,96 £ 0,85 pg/mL) em relagédo ao grupo controle (19,12 + 0,92 pg/mL), sendo
esta reducédo de 11,35% (p<0,05). Os demais grupos nédo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p>0,05), como ilustra a
figura 5.

A concentracdo apresentada pelo grupo OVT (16,96 = 0,85 pg/mL)
também foi inferior a concentracdo média do grupo OVS (18,79 + 0,71 pg/mL),
havendo uma reducéo de 9,79% nos animais treinados (OVT) (p<0,05) ( figura 5).

Entre os grupos pseudo-operados, POS (18,56 + 0,91 pg/mL) e POT
(17,72 £ 1,74 pg/mL) ndo se observou diferencas estatisticamente significativas
(p>0,05) (figura 5).

Quando se compara 0s grupos ovariectomizados, OVS (18,79 £ 0,71
pg/mL) e OVT (16,96 = 0,85 pg/mL) com os pseudo-operados, POS (18,56 + 0,91
pg/mL) e POT (17,72 % 1,74 pg/mL) também ndo ha diferencas estatisticamente

significativas (p>0,05), como apresentado na figura 5.
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Figura 5 — Valores médios da concentracao sérica de estradiol (pg/mL)
dos animais controle; pseudo-operados sedentarios (POS); pseudo-
operados treinados (POT); ovariectomizados sedentarios (OVS);
ovariectomizados treinados (OVT). (*) : Valor estatisticamente
significativo em relacdo ao grupo controle, () : Valor estatisticamente
significativo em relacéo ao grupo OVS (p<0,05 para o Teste de Tukey).

5.3 Concentracéao sérica de calcio

A figura 6 demonstra que a concentracdo seérica de calcio esteve, em
média, mais alta nos animais do grupo controle (8,75 + 1,35 mg/dL), quando
comparado aos demais grupos, havendo diferenca estatisticamente significativa
apenas em relacéo ao grupo OVT (5,6 + 1,06 mg/dL), 36% inferior ao grupo controle
(p<0,05).

A concentracdo sérica média de célcio no grupo OVT (5,6 = 1,06 mg/dL)
também foi inferior aos demais grupos. Em relagdo ao grupo OVS (7,4 + 0,52
mg/dL), houve reducéo de 24,32% (p<0,05), e em relacdo aos grupos pseudo-
operados, POS (8,20 + 1,08 mg/dL) e POT (8,00 £ 0,94 mg/dL) esta reducéo esteve
em torno de 30% (p<0,05) (figura 6).

Entre os grupos pseudo-operados, POS (8,20 + 1,08 mg/dL) e POT (8,00
+ 0,94 mg/dL ) ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas
(p>0,05) (figura 6).
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Figura 6 - Valores médios da concentracdo sérica de calcio (mg/dL) dos
animais controle; pseudo-operados sedentarios (POS); pseudo-operados
treinados (POT); ovariectomizados sedentarios (OVS); ovariectomizados
treinados (OVT). (*) : Valor estatisticamente significativo em relagdo ao grupo
controle, (*) : Valor estatisticamente significativo em relagédo ao grupo OVS, (*) :
Valor estatisticamente significativo em relacdo ao grupo POT, (*): Valor
estatisticamente significativo em relagdo ao grupo POS (p<0,05 para o Teste
de Tukey).

5.4 Concentracao sérica de fosfatase alcalina total

A figura 7 apresenta os niveis médios de concentracdo sérica de fosfatase
alcalina total em cada grupo estudado, podendo-se verificar que esta concentracao
esteve mais alta nos grupos treinados, OVT (43,19 + 9,88U/L) e POT (35,93 +
10,38U/L), em relacdo aos demais grupos.

Quando se compara o grupo OVT (43,19 + 9,88U/L) com o grupo controle
(22,11 + 10,75UI/L), verifica-se um aumento de 48,81% (p<0,05) (figura 7).

No grupo POT (35,93 + 10,38U/L) em relacdo ao controle (22,11 +
10,75U/L), o aumento foi de 38,46%, porém, esta diferenca ndo foi estatisticamente
significativa (p>0,05) (figura 7).

Os grupo OVS (20,50 + 6,45U/L), e POS (19,35 + 3,01U/L), néo
apresentaram diferencas significativas em relacdo ao grupo controle (p>0,05)
(figura?).

Entre os grupos ovariectomizados (treinado e nao-treinado), verifica-se
gue esta concentracdo no grupo OVT (43,19 =+ 9,88U/L) foi 52,53% superior a do
grupo OVS (20,50 + 6,45U/L) (p<0,05) (figura 7).
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Entre os grupos submetidos a cirurgia simulada (treinado e nao-treinado),
observa-se que no grupo POT (35,93 + 10,38U/L) essa concentracao esteve 46,14%
mais elevada do que no grupo POS (19,35 + 3,01U/L) (p<0,05) (figura 7).

Entre os grupos POS e OVT, esta concentracdo esteve 55,2% superior no
grupo OVT (p<0,05) e entre os grupos POT e OVS, esteve 42,94% mais alta no
grupo POT (p<0,05) (figura 7).
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Figura 7 - Valores médios da concentracdo sérica de fosfatase alcalina total (U/L) dos
animais controle; pseudo-operados sedentarios (POS); pseudo-operados treinados (POT);
ovariectomizados sedentérios (OVS); ovariectomizados treinados (OVT). (*) : Valor
estatisticamente significativo em relagdo ao grupo controle, (*) : Valor estatisticamente
significativo em relagdo ao grupo OVS, (*) : Valor estatisticamente significativo em relagéo
ao grupo POT, (°): Valor estatisticamente significativo em relagdo ao grupo POS, () Valor

estatisticamente significativo em relagéo ao grupo OVT (p<0,05 para o Teste de Tukey).
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5.5 Comprimento femoral

Na figura 8 tem-se a representacdo grafica dos comprimentos médios dos
fémures direitos em cada grupo estudado, podendo-se verificar que n&o houve
diferencas estatisticamente significativas em nenhum dos grupos (p>0,05). No grupo
controle este comprimento foi de 1,85 + 0,05 cm; no grupo POS, 1,82 + 0,06 cm; no
grupo POT, 1,85 = 0,05 cm; no grupo OVS, 1,82 = 0,04 cm; e no OVT, 1,78 + 0,06

cm.
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Figura 8 — Valores médios do comprimento (cm) dos fémures
direitos dos animais controle; pseudo-operados sedentarios
(POS); pseudo-operados treinados (POT); ovariectomizados
sedentarios (OVS) e ovariectomizados treinados (OVT).



5.6 Massa femoral

Ao analisar a massa dos fémures, pode-se verificar, na figura 9 que nos
animais do grupo POT (70,32 = 2,03mg) houve aumento de 8,15% em relagcdo ao
grupo controle (64,59 + 3,6mg) (p<0,05), semelhante ao grupo OVT (70,28 *
3,81mg), no qual o aumento foi de 8,81% (p<0,05), enquanto que o grupo POS
(68,63 £ 3,3mg) apresentou aumento de 5,89% em relacdo ao grupo controle
(p<0,05) e o grupo OVS (67,4 = 2,0) ndo apresentou diferenca estatisticamente
significativa em relacdo ao controle (p>0,05).

Entre os grupos ovariectomizados (treinado e nao-treinado), ndo houve
diferenca estatisticamente significativa (p>0,05), bem como entre 0s grupos

submetidos a cirurgia simulada (treinado e ndo-treinado) (p>0,05) (figura 9).
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Figura 9 - Valores médios da massa (mg) dos fémures direitos dos animais
controle; pseudo-operados sedentarios (POS); pseudo-operados treinados
(POT); ovariectomizados sedentarios (OVS) e ovariectomizados treinados
(OVT). (*) : Valor estatisticamente significativo em relagdo ao grupo controle
(p<0,05 para o Teste de Tukey).



5.7 Medidas morfométricas

5.7.1 Densidade de ostedcitos

Como pode ser verificado na figura 10, a densidade média de ostedcitos
esteve mais alta no grupo OVS (18,10 + 1,78), apresentando diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle (12,87 + 1,9) (p<0,05),
nos demais grupos nao se observou diferencas estatisticamente significativas
(p>0,05) (no grupo POS esta densidade foi de 13,49 £+ 1,82, no grupo POT de 15,5 +
3,23 e no grupo OVT, 17,08 + 2,90).
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Figura 10- Densidade média de ostedcitos por campo microscopico
visualizado dos animais controle; pseudo-operados sedentérios (POS);
pseudo-operados treinados (POT); ovariectomizados sedentarios (OVS) e
ovariectomizados treinados (OVT). (*) : Valor estatisticamente significativo
em relacdo ao grupo controle (p<0,05 para o Teste de Tukey).

5.7.2 Area dos ostedcitos

A area média dos ostedcitos no grupo controle foi de 13,84 + 2,36mm?
estando similar nos grupos POT (14,78 + 1,76mm?) e OVT (14,76 + 2,36mm?). Houve
diferenca estatisticamente significativa apenas entre os grupos POS (15,77 =
1,84nm?) e OVS (12,98 + 1,31mnm?) (p<0,05), como apresentado na figura 11.
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Figura 11 — Valores médios da Area dos ostedcitos (nm?) dos
animais controle; pseudo-operados sedentarios (POS); pseudo-
operados treinados (POT); ovariectomizados sedentarios (OVS) e
ovariectomizados treinados (OVT). (*) : Valor estatisticamente
significativo em relacdo ao grupo OVS, (*): Valor estatisticamente
significativo em relacdo ao grupo POS (p<0,05 para o Teste de
Tukey).

5.7.3 Perimetro dos ostedcitos

N&o foram verificadas diferencas estatisticamente significativas em
relacdo ao perimetro dos ostedcitos (p>0,05). O grupo controle apresentou em
média perimetro de ostedcitos de 21,26 + 2,40nm; o grupo POS, 23,40 + 1,02mm; o
grupo OVS, 21,82 + 1,90nm; e o grupo OVT, 23,61 £ 2,82mm. (Figura 12)
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Figura 12 — Valores meédios do Perimetro dos ostedcitos (mm) dos
animais controle; pseudo-operados sedentérios (POS); pseudo-operados
treinados (POT); ovariectomizados sedentarios (OVS) e ovariectomizados
treinados (OVT).

5.8 Morfologia do tecido 6sseo:

Morfologicamente, verificou-se que no grupo controle, o tecido ésseo
apresentou-se com lacunas osteocitarias de morfologia ovalada e contorno regular,
com ostedcitos dispostos centralmente e presenca de linhas cementantes bem
visiveis na matriz 6ssea (Figura 13). O grupo POS apresentou padrdo morfoldgico
semelhante ao grupo controle, porém, com linhas cementantes pouco evidentes
(Figura 14). Ja4 no grupo POT, observou-se lacunas com morfologia e contorno
semelhantes ao controle, além da presenca de linhas cementantes, no entanto, os
ostedcitos apresentaram-se dispostos excentricamente (Figura 15). No grupo OVS
as lacunas osteocitarias apresentaram morfologia alongada e contorno irregular,
com ostedcitos dispostos excentricamente e auséncia de linhas cementantes visiveis
na matriz 6ssea (Figura 16). Diferentemente do grupo OVS, o grupo OVT apresentou
lacunas osteocitarias de contorno regular e presenca de linhas cementantes na
matriz 6ssea, em relacdo a morfologia lacunar e disposi¢cdo dos ostedcitos esteve

similar ao grupo OVS (Figura 17).



Figura 13 — Fotomicrografia do tecido 6sseo da regiao cortical
proximal do fémur direito de animal do grupo controle, mostrando:
Lacunas osteocitarias de morfologia ovalada e contorno regular, com
ostedcitos dispostos centralmente e presenca de linhas cementantes
bem visiveis na matriz 0ssea. |: lacuna osteocitaria; o: osteocito; Ic:
linha cementante. Hematoxilina e Eosina. 400x.

Figura 14 — Fotomicrografia do tecido 6sseo da regido cortical
proximal do fémur direito de animal do grupo POS, mostrando:
Lacunas osteocitarias de morfologia ovalada e contorno regular, com
ostedcitos dispostos centralmente, linhas cementantes pouco visiveis
na matriz 6ssea. I: lacuna osteocitéria; o: ostedcito. Hematoxilina e
Eosina. 400x.
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Figura 15 — Fotomicrografia do tecido Osseo da regido cortical
proximal do fémur direito de animal do grupo POT, podendo-se
observar: Lacunas osteocitarias de morfologia ovalada e contorno
regular, com ostedcitos dispostos excentricamente, presenca de
linhas cementantes bem visiveis na matriz Ossea. |: lacuna
osteocitéria; o0: ostedcito; Ic: linha cementante. Hematoxilina e
Eosina. 400x.

Figura 16 — Fotomicrografia do tecido Osseo da regido cortical
proximal do fémur direito de animal do grupo OVS, podendo-se
observar: Lacunas osteocitarias de morfologia alongada e contorno
irregular, com ostedcitos dispostos excentricamente, auséncia de
linhas cementantes visiveis na matriz éssea. |: lacuna osteocitaria;
0: ostedcito. Hematoxilina e Eosina. 400x.



Figura 17 — Fotomicrografia do tecido Osseo da regido cortical
proximal do fémur direito de animal do grupo OVT, podendo-se
observar: Lacunas osteocitarias de morfologia alongada e contorno
regular, com ostedcitos dispostos excentricamente, presenca de
linhas cementantes visiveis na matriz 6ssea. I: lacuna osteocitéria;
0: ostedcito; Ic: linha cementante. Hematoxilina e Eosina. 400x.



6 DISCUSSAO

No presente estudo pdbde-se verificar que nos animais submetidos a
ovariectomia houve substancial ganho de massa corpoérea trinta dias apds a cirurgia,
periodo necessario, segundo a literatura para a ocorréncia de déficit hormonal e
conseqguente alteracdo no metabolismo désseo no modelo experimental utilizado
(PAZ; JORGETTI ; YOSHINARI, 1997). O aumento na massa corpérea apds a
menopausa ou ovariectomia, tanto em mulheres quanto em animais, tem sido
verificado por diversos autores (BORTOLI et al.,1996; CHEN et al., 2001) estando
relacionado a alteracbes metabdlicas decorrentes da reducdo na sintese e liberacéo
dos hormonios ovarianos.

Porém, o acompanhamento periddico da massa corpdrea dos animais
neste estudo demonstrou que a pratica do exercicio fisico influenciou
significativamente o ganho de massa corporea, tendo em vista que tanto nos animais
ovariectomizados como naqueles submetidos a cirurgia simulada, quando
exercitados durante cinco semanas, 0 aumento de massa corporea nao se manteve,
havendo inclusive tendéncia a reducdo nesta massa a partir da quarta semana de
treinamento. Ja nos grupos que permaneceram sedentarios, verificou-se ganho de
massa corpérea no decorrer de todo o experimento, sendo mais evidente, sobretudo
naqueles submetidos a ovariectomia. Corroborando com estes achados, Chen et al.
(2001) verificaram em estudo utilizando ratas Sprague-Dawley, um aumento da
massa corporea apdés 30 dias de ovariectomia, no entanto, entre os animais
treinados, ovariectomizados e nao-ovariectomizados ndo houve diferenca
estatisticamente significativa na massa corporea. Por outro lado, Iwamoto; Yeh; Aloia
(1999) em estudo desenvolvido com ratas Sprague-Dawley em crescimento,
apresentando ovarios intactos, exercitadas por oito e doze semanas, nao verificaram
alteracéo significativa na massa corporea em relagdo aos animais controle. Segundo
Huang et al. (2002) o exercicio fisico em animais aumentaria 0 consumo energético
e causaria um leve aumento na taxa de repouso metabdlico pos-exercicio, podendo
estar relacionado a uma reducéo na massa corporea.

A determinacdo da concentracdo sérica do hormdnio estradiol neste
estudo conduz a reflexdes importantes acerca das alteracbes metabdlicas
decorrentes da faléncia ovariana, bem como de fatores que podem influenciar tais

alteracbes, que sdo observadas sobretudo no periodo pés-menopausa, o qual tem
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sido bastante estudado. Porém, ainda ha muito a ser esclarecido para que se
reconheca a real importancia das diversas modalidades terapéuticas que tém sido
empregadas. Nossos resultados revelaram pequena redugdo na concentragcao sérica
de estradiol dos animais ovariectomizados treinados em relacdo aos animais
controle, porém, nos animais ovariectomizados que permaneceram sedentarios os
niveis séricos de estradiol estiveram compativeis com aqueles apresentados por
animais dos grupos controle e pseudo-operado.

Tais resultados sugerem que decorrido o periodo apds a supressao
ovariana, a concentracdo sérica de estradiol apresentada pelos animais nao-
treinados pode ter sido resultado da produgcdo e conversao de precursores
estrogénicos em areas extragonadais, como o tecido adiposo, no entanto, nos
animais ovariectomizados treinados esta producéo foi menos substancial, tendo em
vista que neste grupo houve menos ganho de massa corpérea e, conseqientemente
um menor acumulo de massa adiposa. Uma outra hipotese que pode justificar uma
reducdo estrogénica nestes animais € a interferéncia do exercicio fisico sobre o eixo
hipotalamo-hipofisario, alterando a producdo e liberagdo de precursores
estrogénicos pela glandula adrenal.

Concordando com os resultados desta dissertacdo, Goetz (1999) nao
encontrou alteragcdes significativas nos niveis de estradiol entre animais
ovariectomizados sedentarios e pseudo-operados, relacionando este fato a
conversao periférica de andrégenos em estrogenos através de processos
enzimaticos no tecido adiposo nos animais ovariectomizados.

De acordo com Vihko; Isomaa ; Gohsh (2001) a auséncia dos ovarios
levaria a uma reducdo dos hormdénios estrogénicos, no entanto, no decorrer do
periodo apds a ovariectomia pode haver producdo destes horménios pela glandula
adrenal, e a estrona e os andrégenos circulantes com origem nesta glandula
também podem ser convertidos em estradiol em tecidos periféricos, o que pode fazer
com que a concentragdo hormonal dos animais ovariectomizados se apresente
semelhante a dos animais mantidos com o0s ovarios intactos.

Russell et al. (1993) apud Latour (2001) em estudos estendidos por
periodos prolongados apds a ovariectomia, verificaram que podem ser encontrados
niveis mais substanciais de estradiol plasmatico e sugerem que outros 6érgaos, tais
como as glandulas adrenais podem aumentar a secrecdo de estradiol, minimizando

as diferencas na concentracdo hormonal entre animais ovariectomizados e controle.



62

De acordo com diversos pesquisadores, o exercicio fisico pode interferir
com o eixo hipotalamo-hipofisario, levando a uma reducdo dos niveis de estradiol,
como foi verificado em nosso estudo apenas no grupo ovariectomizado treinado. No
entanto, esta alteracdo s6 interfere com o metabolismo ésseo quando a reducdo
estrogénica for muito significativa (RENCKEN; CHESNUT; DRINKWATER, 1996;
TOMTEN et al.,1998; BECK; SHOEMAKER, 2000).

Os androgenos circulantes tém importante papel na fisiologia e
fisiopatologia em mulheres, sendo a conversao periférica de andrégenos circulantes
em estrogenos de grande importancia apdés a menopausa, quando 0s ovarios
cessam a sintese de estrogenos, e o estradiol ndo tem mais um papel principal como
hormonio circulante (LEA; FLANAGAN, 1998; SIMPSON, 2002). A biossintese local
de estrogenos em areas extragonadais possui diversas caracteristicas fundamentais
gue diferem daquele produzido pelos ovarios. O estrogeno sintetizado nestes
compartimentos extragonadais atua sobretudo localmente, exercendo importante
papel fisioldgico, porém, ainda pouco reconhecido. No 0sso, a aromatase €
expressa primariamente nos osteoblastos e condrdcitos, e sua atividade em culturas
de osteoblastos é comparavel a que ocorre nas células estromais adiposas, assim,
parece que também no 0sso, a expressao local de aromatase € a principal fonte de
estrégenos responsavel pela manutencdo da mineralizacdo, embora isto seja dificil
de ser comprovado experimentalmente (SMPSON, 2002).

Com relagédo a concentragdo sérica de calcio, os resultados encontrados
no presente estudo sugerem que o treinamento fisico esteve relacionado com a
reducdo da concentracdo sérica de calcio em camundongos submetidos a
ovariectomia, e nao exerceu influéncia sobre os animais que tiveram o0s ovarios
preservados. Como 0s animais ovariectomizados treinados apresentaram ainda
aumento da massa femoral, pode-se inferir que esta reducao na concentracao sérica
de calcio esteja relacionada a uma maior deposicéo de calcio no 0sso, que nao foi
guantificada neste estudo.

Em trabalho realizado por Horcajada et al. (1997) com ratos Wistar
machos orquidectomizados submetidos a treinamento em esteira ndo foi encontrada
alteracdo significativa nos niveis plasmaticos de calcio. Ja o conteudo de calcio no
fémur esteve mais alto nos animais treinados.

Na literatura, a maioria dos trabalhos que avaliam os efeitos do exercicio

fisico sobre o tecido 6sseo utiliza a analise do conteldo de célcio diretamente no



0ss0. Huang et al. (2002) analisaram o conteddo de calcio no fémur de ratos Wistar
machos submetidos a treinamento em esteira por 10 semanas, nado tendo
encontrado diferenca significativa entre animais treinados e controle.

Bortoli et al. (1996) verificaram reducdo no contetdo de calcio no fémur
de ratas Wistar submetidas a ovariectomia (sedentérias) a partir de trinta dias de
pds-operatorio.

Neste estudo, o0s animais ovariectomizados sedentarios nao
apresentaram alteracbes nos niveis de calcio sérico. Corroborando com estes
achados, Dick et al. (1996) utilizando em seus experimentos ratas Sprague Dawley
submetidas a ovariectomia, recebendo uma dieta contendo 0,1% de calcio para
representar a ingesta de calcio consumida por mulheres na poOs-menopausa,
verificaram que 0s animais ovariectomizados apresentaram perda 6ssea, mas nao
houve diferenca significativa no calcio plasmatico total, em relacdo a animais
submetidos a cirurgia simulada.

Dourador et al. (1997) também ndo encontraram alteracéo significativa no
célcio sérico total em estudo realizado com mulheres no periodo p6s-menopausa
apresentando densidade 6ssea normal, osteopenia ou osteoporose.

Segundo Prince (1994) os horménios estrogénicos apresentam efeitos
diretos sobre o osso e também sobre os rins e intestino, 6rgdos que apresentam
papéis importantes no transporte do célcio, havendo geralmente aumento do calcio
plasmatico total quando ha deficiéncia estrogénica, como na menopausa ou apos
ovariectomia, e queda desta concentracdo com a realizacdo de reposicéo
estrogénica. No entanto, ainda existem duvidas sobre a influéncia do estrégeno
sobre as diversas fracdes de calcio contribuindo para a concentracdo do calcio
plasmatico total.

No presente estudo, os animais submetidos ao treinamento fisico
apresentaram maior concentracdo seérica de fosfatase alcalina total, situacdo que é
compativel com uma maior atividade metabdlica, e com relacdo ao tecido ésseo, a
um aumento da atividade osteoblastica, tendo em vista que os marcadores de
formacdo O0ssea medem produtos decorrentes da acdo dos osteoblastos, sendo a
fosfatase alcalina produzida predominantemente durante a fase de formacéo de
matriz colagena (BIKLE, 1997; VIEIRA, 1999).

Srivastava et al. (2000) enfatizam o uso de camundongos como modelo

animal para o estudo de mecanismos de remodelacdo esquelética em humanos,



apresentando o uso da fosfatase alcalina como um meio apropriado para a avaliagéo
da formacdo Ossea nestes animais, enquanto que o0 uso de marcadores de
reabsorcdo 6ssea é mais limitado.

Segundo Tamaki et al. (1998) alteracbes enddcrinas induzidas pelo
exercicio tém importante papel sobre o metabolismo ésseo, estando relacionado a
um aumento da formagdo déssea, que resulta em maior recrutamento osteobléstico e
na atividade de osteoblastos individuais, que pode ser indicada por elevacdo nos
niveis de fosfatase alcalina.

Ushida; Uemura; Tateishi (2001) destacam a importancia da carga
mecanica na regulacdo do ciclo de remodelagdo 6ssea e na manutencdo da massa
e densidade Ossea, tendo verificado em seus estudos que 0 estresse mecanico
sobre células da medula éssea de ratos promove um aumento da atividade da
fosfatase alcalina em células da linhagem osteoblastica, além de induzir a
proliferac&o celular.

O estradiol também participa da regulacdo da atividade da fosfatase
alcalina, estando, segundo Holzer; Einhorn; Majeska (2002), relacionado a
modulacdo da expressdo desta enzima em células estromais da medula 6ssea de
humanos, representando importante papel na diferenciacéo osteoblastica.

De acordo com os resultados aqui apresentados, os animais treinados,
tanto ovariectomizados quanto pseudo-operados, mostraram discreto aumento da
massa femoral em relagdo aos animais controle, o que sugere possivel aumento da
deposicdo mineral no 0sso, sobretudo nos animais ovariectomizados treinados, que
apresentaram reducdo sérica de calcio. Por outro lado, ndo houve alteracdes no
tamanho do fémur, provavelmente devido ao estado de maturacdo esquelética dos
animais. Diversos estudos tém demonstrado aumento de massa 6ssea subseguente
ao exercicio, no entanto, com relacdo ao comprimento 6sseo os dados apresentados
na literatura sdo bastante variados.

Outros autores, tais como Iwamoto; Yeh; Aloia (1999) verificaram
aumento da massa femoral apés treinamento fisico em ratas Sprague-Dawley
apresentando ovarios preservados, assim como Kiuchi; Arai; Katsuta (1998) também
encontraram aumento na massa femoral de ratos machos treinados. J4 Huang et al.
(2002) néo verificaram alteracGes significativas ap0s o exercicio, também em ratos

machos.



Em estudo desenvolvido por Kiuchi; Arai; Katsuta (1998), o exercicio
induziu ganho de comprimento do fémur, tibia e Umero de ratos machos com 4
semanas de idade. IWAMOTO; YEH; ALOIA (1999) também verificaram aumento do
comprimento femoral em ratas Sprague-Dawley com 4 semanas de idade
exercitadas em esteira por 12 semanas, segundo este autor, a idade e o género dos
animais, bem como as caracteristicas do exercicio aplicado interferem no
crescimento 0sseo. Ja Horcajada et al. (1997) ndo encontraram diferencas no
comprimento femoral de ratos Wistar machos castrados, treinados em esteira por 15
semanas.

Frost (1987) apud Iwamoto; Yeh; Aloia (1999) propés a teoria
mecanoestatica para explicar a adaptacdo esquelética ao estresse mecanico,
segundo a qual o aumento do estimulo mecéanico leva ao aumento na modelacdo e
diminui a remodelacdo 0ssea. Em ossos jovens, tanto a modelacdo quanto a
remodelacdo estdo ativas, enquanto que em o0ssos adultos, a modelacdo esta
diminuida e a remodelacdo é predominante. Conseqientemente, a resposta do 0sso
ao exercicio deve ser dependente de alteracdes da remodelacdo Ossea, tanto em
ratos adultos quanto em ratos jovens.

Neste estudo, ndo se verificou influéncia do treinamento fisico sobre a
morfometria dos ostedcitos, porém, a ovariectomia associada ao sedentarismo
esteve relacionada a reducdo na area dos ostedcitos, e possivelmente devido a esta
reducdo, houve maior densidade de células por campo microscopico. Segundo
Power et al. (2002) a densidade de ostedcitos sofre influéncias de alteracbes na
diferenciacdo final de células da linhagem osteoblastica, podendo estar elevada na
osteoporose, ou quando a mineralizacdo da matriz 6ssea esta prejudicada.
Mullender et al. (1996) acreditam que os ostedcitos regulam o recrutamento de
BMU’s em resposta estimulo mecénico, modulando a diferenciacéo de osteoblastos
em ostedcitos e aumentando a producao de fatores locais. Eles verificaram em seus
estudos maior densidade de ostedcitos e maior densidade e menor area de lacunas
osteocitarias em pacientes osteoporoticos, sugerindo que na osteoporose 0S
ostedcitos promovem menor volume 0sseo e ocorre reducdo na vida média dos
osteoblastos. De acordo com Marotti (2000), o tamanho dos ostedcitos é
proporcional ao tamanho dos osteoblastos dos quais eles se diferenciaram.

Em relacdo ao padrdo morfologico do tecido 6sseo observado neste

estudo, os animais ovariectomizados apresentaram um achatamento dos ostedcitos,



em relacdo aos animais que tiveram seus ovarios preservados, entretanto, aqueles
gue foram submetidos ao treinamento apresentaram caracteristicas mais
semelhantes aos animais controle, como o0 contorno regular dos ostedcitos e a
presenca de linhas cementantes na matriz dssea, sugestivas da atividade de
formacdo déssea, 0 que leva a crer que o0 exercicio em parte preveniu as alteracdes
do tecido 6sseo decorrentes da ovariectomia e possibilitou um aumento de formacgéo
0ssea, que também coincide com a reducdo da concentracdo sérica de calcio, a
elevacdo da concentracdo sérica de fosfatase alcalina total e o discreto aumento da
massa femoral. Todavia, as alteracbes morfologicas encontradas poderiam ser
melhor evidenciadas através da utilizagdo de técnicas estereoldgicas mais

complexas, tais como a histomorfometria dinamica.
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7 CONCLUSOES

O exercicio fisico em camundongos ovariectomizadas esteve relacionado a
reducdo na massa corporea;

N&o houve influéncia do exercicio fisico sobre o tamanho femoral;

O exercicio promoveu aumento na massa femoral dos animais treinados,
submetidos ou ndo a ovariectomia;

O treinamento fisico provocou alteracdes hormonais que resultaram na
reducédo da concentracao sérica de estradiol nos animais ovariectomizados;

A concentragdo sérica de calcio foi reduzida diante da pratica de exercicio
fisico nos animais ovariectomizados;

O exercicio induziu a um aumento da atividade metabdlica e provavelmente
da atividade osteoblastica, em virtude do aumento na fosfatase alcalina total
sérica,;

A densidade, a area e o perimetro dos ostedcitos da regido cortical proximal
do fémur ndo foram alterados na presenga do exercicio;

O exercicio fisico alterou o padrao morfologico da regido cortical proximal do

fémur de animais ovariectomizados.
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