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RESUMO

Este trabalho € composto por trés protocolos experimentais. No experimento do
capitulo 1 foi avaliado o efeito do treinamento fisico e da obesidade sobre o tecido
0sseo trabecular de ratas. Encontrou—se que, nas ratas obesas, houve aumento do
percentual de osso trabecular de maneira sitio-dependente. Entretanto, a andlise
morfoléogica do tecido 60sseo mostrou que estes animais apresentaram
caracteristicas patoldgicas de osteopetrose, que foram revertidas pelo treinamento
fisico. No experimento do capitulo 2, avaliou-se o efeito da ovariectomia sobre o
tecido O0sseo de ratas obesas. Apesar das ratas obesas castradas apresentarem
maior percentual de osso trabecular em relacdo as castradas alimentadas com a
dieta controle, a ovariectomia reduziu a quantidade de trabéculas e promoveu
osteoporose no esqueleto de forma sitio-dependente. No experimento do capitulo 3,
foi avaliado o efeito do treinamento fisico no tecido 0sseo de ratas obesas e com
osteoporose. O treinamento fisico atenuou a osteoporose induzida pela ovariectomia
nas ratas obesas e ndo obesas de forma sitio-dependente, embora esses efeitos
tenham sido menos proeminentes nas ratas obesas e castradas em relacdo as
eutréficas. Os resultados apresentados nesta dissertacdo ilustram a associacao

entre obesidade, treinamento fisico e tecido 6sseo.

Palavras chaves: treinamento fisico; obesidade; osteoporose; ovariectomia;

adipocinas.
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1 INTRODUCAO

Este trabalho versa sobre a influéncia do treinamento fisico sobre duas patologias
consideradas epidemias mundiais: a osteoporose (RAISZ, 2005) - uma doenca
metabdlica generalizada, caracterizada por menor aposi¢cdo 0ssea decorrente da
insuficiéncia osteoblastica (NUNES e NUNES 1988) - e a obesidade (FRIEDMAN,
2009) - uma enfermidade cronica, caracterizada por acumulo excessivo de tecido
adiposo (AHIMA, 2011) - bem como sobre as interacdes entre essas duas doencas.
Até a década de 90, o tecido adiposo era visto apenas como um reservatorio
energético e um isolante térmico; entretanto, a partir dos estudos de
HOSTAMISLIGIL et al (1993), ZHANG et al (1994) e SHERER et al (1995), este
tecido comecou a ser considerado um 6rgao endocrino, que interage com todo o
organismo, por secretar citocinas com agdes sistémicas. Dentre essas adipocinas,
destacam-se a leptina, a adiponectina, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa) e a
interleucina -6 (IL-6), pois estas, além de modularem o metabolismo e o balanco

energético, regulam também o tecido 6sseo.

O desenvolvimento das patologias apresentadas como epidemias mundiais s&o
relacionadas as alterac6es no estilo de vida dos individuos. Durante todo o processo
evolutivo, os vertebrados precisaram exercitar-se para conseguirem o alimento e
fugirem de predadores - necessidades basicas para garantir a sobrevivéncia
(CHAKRAVARTHY e BOOTH, 2004). Dessa forma, quanto mais econdmico
energeticamente era o sistema, mais adequado este seria para o animal e, portanto,
selecionado evolutivamente. Entretanto, atualmente, as facilidades para aquisicéo
do alimento tém reduzido a necessidade dos individuos realizarem esforgo fisico
para consegui-lo, 0 que resulta em uma tendéncia a um balangco energético positivo
e, como conseqiéncia, aumenta-se 0 risco para o desenvolvimento de doencas
metabdlicas, tais como a obesidade e a osteoporose. Nesse contexto, evidéncias
experimentais mostram que o exercicio fisico pode prevenir, atenuar ou até reverter
estas patologias, como apresentado por OCARINO et. al (2007), que mostraram que

o treinamento fisico restaura a massa 6ssea em todo o esqueleto em ratas com



osteoporose, enquanto TOUATI et. al (2011) evidenciaram que o treinamento fisico

associado com reducéo da ingestédo alimentar reverte a obesidade.

Apesar de muitos trabalhos néo investigarem a relacdo entre a osteoporose e a
obesidade, evidéncias evolutivas e clinicas tém mostrado a interligagdo entre ambas
as patologias. Uma evidéncia evolutiva desta interacdo aponta para o fato de a
leptina - descrita em 1994 e com as funcdes de regulacdo do apetite e do balanco
energético (FRIEDMAN, 2009) - ter surgido, na escala evolutiva, juntamente com o
esqueleto nos vertebrados (KARSENTY e OURI, 2012). Outro fator que reforca essa
interacdo € que adipdcitos e osteoblastos sao derivados do mesmo progenitor: as
células tronco mesenquimais (ZHAO et al, 2008). Além disso, observa-se que ambas
as patologias apresentam respostas similares em relacdo as citocinas pro-
inflamatoérias — tanto a obesidade quanto a osteoporose resultam em aumento da
inflamagéo (HOTAMISLIGIL, 2006; WEITZMANN e PACIFICI, 2006). Do ponto de
vista epidemiolégico, a inter-relacdo entre os dois sistemas € evidenciada por
resultados que mostram que mulheres obesas apresentam menor risco de fraturas
osseas (REID, et al 1992), enquanto individuos com anorexia devolvem osteoporose
(TENG, 2011, REID, 2008). Assim, o panorama criado ao serem somadas as
perspectivas evolutivas e clinicas aponta para uma intrincada relagdo entre o tecido
adiposo e 0sseo. Entretanto, ressalta-se que esses trabalhos clinicos estabelecem
que mulheres obesas parecem estar “protegidas” da osteoporose e que esta
conclusdo baseia-se apenas em analises de densitometria 6ssea de um Unico sitio
0sseo. Para melhor elucidar a relacdo entre estas duas patologias, € necessario,
portanto, um trabalho que avalie também aspectos que revelem a qualidade do
0SS0, através da histomorfometria, além da investigacdo de todo o esqueleto, ja que
os efeitos no tecido 6sseo séo sitio-dependentes (BOELONI et al., 2010; OCARINO
et al., 2007). Além disso, como o exercicio fisico pode atenuar ou até reverter as
alteracOes induzidas por estas patologias, torna-se relevante o estudo dos efeitos do

treinamento fisico na interacdo entre obesidade e osteoporose.



OBJETIVOS

Objetivo geral

Verificar os efeitos do treinamento fisico e da obesidade sobre diferentes sitios
0sseos do esqueleto de ratas com e sem osteoporose e sua associacdo com as

adipocinas.

Objetivos especificos

- Verificar os efeitos do treinamento fisico sobre diferentes sitios 6sseos do esqueleto

de ratas obesas e sua associa¢do com as adipocinas (Capitulo 1).

- Verificar os efeitos da ovariectomia sobre diferentes sitios ésseos do esqueleto de

ratas obesas e sua associagdo com as adipocinas (Capitulo 2).

- Verificar os efeitos do treinamento fisico sobre diferentes sitios 6sseos do esqueleto

de ratas obesas com osteoporose e sua associa¢cao com as adipocinas (Capitulo 3).



2 Treinamento fisico altera de forma sitio-dependente o esqueleto de ratas
obesas

RESUMO

Objetivo: Verificar os efeitos do treinamento fisico sobre o esqueleto de ratas
obesas e sua relagdo com as adipocinas. Métodos: 24 ratas Wistar com 21 dias
foram distribuidas em quatro grupos: 1) Dieta controle (DC)- néo treinadas (NT); 2)
Dieta de alta palatabilidade (DAP)-NT; 3) DC - treinadas (T); 4) DAP-T. Os animais
tiveram acesso a agua e racao ad libitum durante todo o experimento. Aos 5 meses
de idade os animais foram familiarizados ao exercicio na esteira e foi feito o primeiro
teste progressivo (TP) para avaliacdo da velocidade méaxima (Vmax) € determinagéo
da intensidade do treinamento. Em sequéncia, os animais foram submetidos ao
treinamento fisico a 60-65% da Vmax do TP durante 30 min/ dia por 13 semanas. Na
14° semana foi realizado um teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) e o quinto TP.
Ap6s 72h este procedimento foi realizada a eutanasia, pesagem dos coxins
adiposos, retirada e armazenamento dos tecidos adiposos e do soro. O esqueleto foi
colhido e armazenado em formolaldeido tamponado a 10% para analise
histomorfométrica do percentual de osso trabecular. As comparacdes entre 0s
grupos foram realizados através da ANOVA two way. O nivel de significancia
adotado foi 0<0,05. Resultados: Comparados aos animais nao treinados, todas as
ratas que realizaram o treinamento apresentaram maior tempo de exercicio (min),
trabalho (kgm) e velocidade méaxima (km.h™). A massa corporal, 0 peso dos coxins
adiposos, a area do tecido adiposo periuterino, a concentracdo seérica de leptina,
triglicérides, insulina, as concentracdes teciduais de TNF-alfa e IL-6 e o indice de
HOMA, foram maiores nas ratas DAP em relacdo as DC e nao houve diferenca para
o treinamento fisico. Os percentuais de 0sso trabecular na coluna lombar, nas
vértebras T8-T13, no fémur distal, na tibia e a espessura do osso nasal foram
maiores para as ratas DAP-NT quando comparadas aos animais alimentados pela
dieta controle. O treinamento fisico aumentou o percentual de o0sso trabecular nas
vértebras L4-L6, no fémur proximal e a espessura do 0sso nasal dos grupos DC-T
vs. DC-NT. Nas vértebras L1-L3 observou-se no grupo DAP-T caracteristicas
morfologicas de osteopetrose que foram revertidas pelo treinamento fisico. Houve
correlacdo positiva entre a concentracao sérica de leptina e o percentual de trabécula
6ssea nas vértebras L1-L3 para o grupo DAP-NT (p=0,04 e r=0,83, R?=0,68).
Conclusado: a obesidade promoveu aumento da quantidade de tecido 6sseo
trabecular de forma sitio-dependente e nas vértebras lombares L1-L3 este aumento
foi correlacionado com a concentracdo sérica de leptina. Entretanto, a andlise
morfoléogica do tecido 60sseo mostrou que esses animais apresentaram
caracteristicas patolégicas de osteopetrose, que foram revertidas pelo treinamento
fisico.

Palavras-chave: leptina; obesidade; tecido 6sseo; treinamento fisico.



ABSTRACT

Chapter 1: Physical training-induced site-dependent alterations in the skeleton
of obese female rats

Objective: to investigate the effects of physical training on the skeletal in obese
female rats. Methods: 24 female Wistar rats (21 days old) were divided into four
groups: 1) control diet (C) — non trained (NT); 2) high palatability diet (HP) — NT; 3) C
— trained (C-T); 4) HP-T. The rats received food and water ad libitum. At 5 months of
age, the rats were familiarized with treadmill running and submitted to the first
maximal graded exercise testing to evaluate the maximal velocity (Vmax) and also to
obtain the intensity of the physical training. The animals were submitted to exercise
for 30min/day during 13 weeks. On the 14™ week an oral glucose tolerance test
(OGTT) and the 5™ maximal graded exercise testing was realized. After 72h, the rats
were euthanasiated and blood samples, adipose tissue and the skeleton were
collected. The skeleton was fixed in 10% buffered formalin to posterior
histomorphometry of the trabecular bone. Two-way ANOVA was used to examine
differences among groups. Statistical significance was established at a value of
p<0,05. Results: All exercise-trained rats presented higher exercise time (min), work
(kgm) and maximal velocity (km.h™) than the NT group. Body mass, adiposity,
adipocyte area, serum leptin, serum insulin, HOMA-IR index and the levels of TNF-
alpha e IL-6 in adipose tissue were greater for the rats fed HP diet when compared to
C diet. Exercise training did not alter any of the above- mentioned variables. The
percentage of trabecular bone in lumbar vertebrae, in thoracic vertebrae T8-T13, in
distal femur, in metaphyseal and epiphyseal of the tibia and the thickness of nasal
bone were greater for the rats fed HP diet when compared to rats fed C diet. The
physical training increased the percentage of trabecular bone in lumbar vertebrae L4-
L6, in proximal femur and elevated the thickness of the nasal bone in rats fed C diet.
Morphological analysis of the lumbar vertebrae L1-L3 revealed pathological
characteristics of osteopetrosis that were reverted by the physical training. Serum
leptin concentration correlated positively with trabecular bone volume (group HP-NT:
p=0,04 and r=0,83, R?>=0,68). Conclusion: Obesity increased the trabecular volume
bone in a site-dependent manner. In lumbar vertebrae L1-L3 this effect correlated
positively with serum leptin concentration. However, the morphological analysis
revealed pathological characteristics of osteopetrosis that were reverted by physical
training.

Key-words: leptin; obesity; skeletal; physical training.



2.1 INTRODUCAO

Treinamento fisico

O sedentarismo aumenta em mais de 50% o risco para o desenvolvimento da
obesidade, da diabetes tipo 2 e da osteoporose, 0 que evidencia que 0 exercicio
fisico influencia a interacdo entre o tecido 6sseo, o tecido adiposo e o metabolismo
(BOOTH e LEES, 2007). Considerando que os animais foram evolutivamente
selecionados para exercitarem-se (BOOTH e LEES, 2007), especula-se que o
treinamento fisico possa promover alteracfes no tecido ésseo e tecido adiposo em

individuos obesos e com osteoporose.

A atividade fisica aumenta o potencial osteogénico das células tronco mesenquimais
da medula 6ssea em ratas ovariectomizadas (OCARINO et al. 2008). Em animais
ndo ovariectomizados também ocorre 0 aumento da densidade mineral 6ssea em
funcdo do exercicio fisico. Contudo essa resposta varia de acordo com o sitio 6sseo
avaliado e em funcéo da parte do osso longo analisado, sendo maior para as regides
mais distais (HAMIRICK et al; 2006). A atividade fisica aumenta a quantidade de
trabéculas e a espessura do 0sso cortical tanto nos 0ssos submetidos ao impacto
mecanico direto, como também nos sitios que apresentam menor impacto durante o
exercicio, como o 0sso nasal (OCARINO et al, 2007). Dessa forma, como os efeitos
no tecido 6sseo sao sitio-dependentes, € necesséria a avaliagdo tanto do esqueleto
axial, como do apendicular. O aumento da formacdo Ossea e a reducdo da
reabsorcéo - ambos os processos induzidos pelo treinamento fisico - sdo associados
tanto ao maior impacto mecanico, quanto a fatores sistémicos, tais como reducao da
concentracéo sérica de paratorménio (PTH) e o aumento da vitamina D (IWAMOTO
et al; 2004).

Durante o exercicio fisico, ocorrem adaptacdes nos sistemas fisioloégicos que séo
dependentes da intensidade e duracdo do exercicio. Assim, o treinamento fisico
pode alterar as concentragcdes de hormonios e citocinas produzidas pelo tecido
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adiposo que, por sua vez, influenciam o tecido 6sseo e o metabolismo. Em relagédo
as alteracdes enddcrinas, a diminuicdo do tecido adiposo em resposta ao
treinamento fisico esta relacionada com o aumento da sensibilidade do receptor de
leptina em individuos obesos (KIMURA et al, 2004; FLORES et al, 2006). Além
disso, o treinamento fisico aumenta a concentracdo plasmética de adiponectina
(ZENG et al, 2007). Tanto na obesidade, como na osteoporose ocorre aumento das
concentracdes de citocinas proéinflamatorias (HOSTAMIGIL, 2006; MUNDY, 2007).
Como o exercicio fisico possui um papel antiinflamatério associado a aumento na
concentracéo de interleucina 10 (IL-10) e do antagonista do receptor de interleucina
1 (IL-rla) e uma reducdo do TNF-a, postula-se atividade fisica possa reduzir a
inflamacé&o crénica de baixo grau presente na obesidade (PEDERSEN &
PETERSEN, 2005).

Tecido 6sseo

A visdo classica sobre o tecido 6sseo o0 apresenta como o local primario para a
hematopoiese e para a regulacdo da homeostase mineral (MORGAN et. al., 2010).
Além dessas func¢des, nos ultimos doze anos o grupo de pesquisadores liderado por
Gerald Karsenty tem mostrado que o tecido 6sseo interage através de mecanismos
enddcrinos com diversas regulacdes no organismo: tais como as do tecido adiposo,
do hipotdlamo (DUCY, et. al., 2000; TAKEDA et. al.; 2002.; ELEFTERIOU et. al.;
2005, YADAV et. al.,, 2009), do metabolismo energético (LEE et. al.; 2009.;
FERRON et. al.; 2010.; FUZILE et. al.; 2010) e com o sistema reprodutor (OURY et.
al, 2011). Dessa forma, a perspectiva da fisiologia integrada tem modificado a visao
do tecido 6sseo como um 0Orgéo estatico, sendo o mesmo atualmente compreendido
como um tecido que participa da regulacédo dinamica do organismo (KARSENTY e
FERRON, 2012; KARSENTY e OURY, 2012).

No 0sso sdo encontrados trés tipos de células: os osteoblastos, os ostedcitos e 0s
osteoclastos. O osteoblasto € derivado das células-tronco mesenquimais,

localizadas no periésteo e na medula 6ssea, sendo que essas podem diferenciar-se
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também em adipocitos e condrécitos (DALLAS e BONEWALD, 2010). Esse
processo é denominado diferenciacdo osteogénica e € regulado por horménios, tais
como estrogeno, androgénios (VENKEN et. al , 2008), glicocorticéides (MIGLIACCIO
et. al.; 2007), hormonios tireioidianos (T3/T4) (BOELONI, 2009; 2012) e insulina
(YANO et al, 1994); bem como pela mecanotransducdo (ROBLING, 2006), por
fatores de transcricdo (LONG, 2012) e por citocinas, tais como a leptina (THOMAS et
al, 1999), o TNF-alfa e a IL-6 (LENCEL e MAGNE, 2011). Os osteoblastos regulam a
osteoclastogénese e sua principal funcdo € de promover a formacéo éssea (ZAIDI,
2007). Além dessas acdes, estas células controlam o metabolismo energético, pois
produzem a osteocalcina que, na forma descarboxilada, é secretada na corrente
sanguinea e estimula a producdo de insulina e adiponectina (LEE et. al, 2007;
FERRON et. al, 2008). Os osteoblastos, apds o0 seu amadurecimento, podem entrar
em apoptose ou tornarem-se ostedcitos que sao o tipo de célula mais abundante do
0sso (DALLAS e BONEWALD, 2010). Os ostedcitos, por sua vez, regulam o
metabolismo de calcio e fosforo, a mineralizacdo do osso, a reabsorcdo 6ssea
profunda denominada ostedlise osteocitica e a transmissdo de sinais mecanicos,
onde possuem um papel central (BONEWALD, 2006). Os ostedcitos participam da
mecanostransducdo, pois detectam forcas mecanicas aplicadas no 0sso e
transmitem respostas anabdlicas para as células da superficie 6ssea através de
mensageiros quimicos, o que estimula a diferenciacdo de osteoblastos e inibe a
atividade dos osteoclastos (ROCHEFORT et. al, 2010). Os osteoclastos sdo células
formadas a partir de macrofagos, cuja funcdo principal € de reabsorver a matriz
0ssea, através da osteoclasia (ZAIDI, 2007).

Tecido 6sseo e obesidade

O olhar integrado sobre o tecido 6sseo, ao apresenta-lo como um 6rgao enddécrino
modulador do tecido adiposo (KARSENTY e OURI, 2012), tem proporcionado
avangos no entendimento de doencgas cronicas e de suas interconexdes, tais como a
osteoporose, a obesidade e o diabetes tipo 2 (KARSENTY e FERRON, 2012,

PAULA et al, 2010). Aspectos evolutivos e clinicos tém mostrado que o tecido



adiposo e o tecido 0sseo estdo diretamente relacionados (KARSENTY e OURI,
2012; KARSENTY e FERRON, 2012). Uma teoria que suporta, evolutivamente, a
intrincada relacdo entre os dois tecidos, baseia-se em evidéncias de que o
surgimento do esqueleto e da leptina ocorreram concomitantemente durante o
desenvolvimento da vida na Terra. A partir disso, é possivel hipotetizar que o
aparecimento da leptina durante a evolugdo coincide com a sua necessidade
funcional no organismo, sendo assim € possivel sugerir que essa adipocina, além de
modular o balanco energético, também regule o tecido 6sseo (KARSENTY e OURI,
2012). A manutencdo do esqueleto - uma das Ultimas aquisicfes evolutivas - ocorre
através do remodelamento ésseo. Este processo, de alto custo energético, consiste
na alternancia entre formacdo e reabsorcdo do 0sso e é essencial para a
homeostase do tecido 6sseo. Como a leptina, que aparece na evolucao juntamente
com os vertebrados, € um sinalizador metabdlico, sugere-se que, através desta
adipocina, da-se a ponte da forte associacdo entre o tecido ésseo e adiposo
(KARSENTY e OURI, 2012). Outra evidéncia que reforca essa inter-relacdo é que
fatores comuns, tais como horménios e citocinas, modulam a diferenciacdo das
células tronco mesenquimais em adipéctios ou osteoblastos e ambos sédo derivados

do mesmo progenitor (ZHAO et al, 2008).

Observacgfes clinicas corroboram essa hipétese, pois individuos com anorexia
nervosa apresentam diminuicdo do crescimento, redu¢cdo da massa Ossea e
distarbios alimentares (TENG, 2011). Outra patologia que influencia o tecido adiposo
e 0sseo é hipogonadismo, pois a reducdo da producéo de estrégeno esta associada
com um maior risco de fraturas, desenvolvimento de osteopenias, aumento da
adiposidade e alteracdes metabdlicas, tais como reducdo da oxidacdo lipidica e
aumento da lipogénese hepética (RAISZ, 2005; PAQUETTE et al.,2008). Além disso,
REID (2008) afirma que mulheres obesas apresentam maior densidade mineral
o6ssea (DMO) e, portanto, do ponto de vista clinico, parecem estar “protegidas” da
osteoporose. Esses estudos epidemiol6gicos mostraram uma correlagdo positiva
entre indice de massa corporal (IMC) e densidade mineral 6ssea (DMO), sendo que
a reducdo ponderal resultou em diminuicdo da massa Ossea (HAMIRICK et al,
2008). Entretanto, destaca-se que estes estudos estabeleceram a correlagao
positiva entre obesidade e massa o6ssea a partir somente de analises de



densitometria 6ssea considerando unicamente um sitio 6sseo do esqueleto. A
utilizacdo da técnica de histomorfometria representa uma estratégia para o
aprofundamento do estudo do tecido 0sseo, pois esta permite a analise da qualidade
do osso, que poderd ser avaliado histologicamente e morfologicamente
(KAKRSENTY, 2006). Além disso, ressalta-se que estes trabalhos estabelecem
estas conclusdes a partir de um Unico sitio 6sseo avaliado, sendo que é conhecido
gue os efeitos podem variar de acordo com o sitio 6sseo analisado, ja que 0S 0SS0S
possuem metabolismo diferenciado, resposta variada ao estimulo mecéanico e
hormonal (BOELONI et al, 2010; OCARINO et al, 2007). Assim, para melhor elucidar
a relacdo entre obesidade e massa 6ssea, € necessario estudos que investiguem
essas caracteristicas qualitativas do tecido 6sseo e ainda a avaliacdo de todo o

esqueleto.

Os mecanismos fisiolégicos que fundamentam a relacdo entre obesidade e tecido
0sseo ainda ndo estdo totalmente elucidados, mas algumas explicacdes tém sido
propostas. Uma das hipbteses € que a maior massa corporal aumenta o impacto
mecanico, o que estimula a formacédo éssea, através da mecanotransducéo e dessa
forma, resulta em aumento da DMO (ZHAO et al, 2007; 2008; REID, 2008). Outro
mecanismo sugerido é através do hiperestrogenismo que ocorre na obesidade. Essa
alteracdo, resultante da maior aromatizacdo dos androgénios em estrogenos que
ocorre no tecido adiposo, pode ser ainda em funcdo da maior fracdo livre de
hormdnios sexuais no sangue, devido a inibicdo induzida pelo aumento da insulina
na producdo hepatica de globulinas transportadoras de horménios sexuais (SHBG)

gue acontece na obesidade - (ZHAO et al, 2008; REID, 2008).

As evidéncias apresentadas sugerem que 0 esqueleto, o tecido adiposo e a
reproducdo podem ser regulados pelos mesmos fatores (KARSENTY e FERRON,
2012). Dentre esses fatores integradores, destacam-se a leptina, a adiponectina,a
insulina, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-ala) e a interleucina 6. A leptina é
produzida principalmente no tecido adiposo (FRIEDMAN, 2009). A idéia de que
havia um sinal circulante que influenciava o apetite e que era produzido
proporcionalmente a massa adiposa foi proposta primariamente por Kenedy, em
1953, através da Teoria Lipostatica. Essa hip6tese foi corroborada posteriormente
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por HERVEY (1959) e COLEMAN (1973). A partir desses experimentos chegou-se
aquele que permitiu a descoberta leptina, descrita pela primeira vez pelo grupo de
pesquisadores liderado por Friedman, em 1994. A leptina age através de receptores
centrais e periféricos presentes em diversos tecidos como hipotalamo, tecido 6sseo,
barreira hematoencefalica e tecido adiposo, dentre outras regides (MARGETIC et al,
2002). Ao atuar sobre o hipotadlamo, a leptina reduz o apetite e aumenta o gasto
energético (TRAYHURN e BING, 2006). Com base nas acdes fisiologicas da leptina,
muito tem sido estudado sobre os possiveis efeitos desta adipocina no tratamento
da obesidade, j& que a concentracdo plasmatica de leptina esta relacionada ao
tamanho da massa de tecido adiposo presente no corpo, sendo que individuos
obesos apresentam maiores concentracdes (CONSIDINI et al, 1996). Entretanto,
observa-se que a obesidade pode levar a um estado de resisténcia a leptina
(CONSIDINI et al, 1996; MUNZBERG e MYERS, 2005).

Como apresentado acima, evidéncias evolutivas mostram que a leptina modula a
relacdo entre tecido 6sseo e adiposo, sendo que esta acdo pode ocorrer de forma
direta, estimulando a diferenciagcdo osteogénica e inibindo a osteoclastogénese
(THOMAS et. al; 1999; GORDELADZE et. al, 2002) ou indireta, através de um
aumento na reabsorcéo 6ssea (via serotonina no sistema nervoso central) — (DUCY
et al; 2000; TAKEDA et al, 2002; YADAV et al, 2009). Evidéncias clinicas ressaltam
gue os efeitos diretos da leptina parecem ser predominantes em relacao aos efeitos
centrais. Além disso, como na obesidade ocorre reducdo da acdo da leptina no
sistema nervoso central, é possivel também que ocorra resisténcia aos efeitos
centrais da leptina sobre o tecido 6sseo (DUCY et. al, 2000; CORNISH et al, 2002;
REID e COMISH, 2004; REID, 2008)

Outro fator sugerido para explicar a relacdo entre obesidade e tecido 6sseo é a
insulina. Segundo ZHAO et al (2008), ha correlacdo positiva entre a concentracao
plasmatica de insulina e a DMO. Osteoblastos apresentam receptor para a insulina
que, por sua vez, estimula a diferenciacdo osteogénica e inibe a osteoclastogénese
(REID, 2008; YANO et al, 1994). Além disso, a insulina inibe a producao hepéatica da
SHBG, que aumenta a concentracao da fracdo livre de estrogeno e androgénios e

assim estimula o anabolismo no tecido 6sseo. Portanto, a hiperinsulinemia presente
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na obesidade pode ser um dos fatores que contribuem para a maior DMO de
individuos obesos e assim a insulina representa mais uma das conexdes entre

tecido 6sseo e obesidade.

A tentativa de explicar a relacdo entre esqueleto e obesidade conduz também aos
resultados obtidos com as investigagbes sobre o TNF-alfa e a IL- 6. O trabalho de
HOTAMISLIGIL et al (1993) foi o primeiro a mostrar que na obesidade, os adipécitos
aumentam a producdo de citocinas pro-inflamatorias. Isso ocorre em funcdo da
hipoxia presente devido a hipertrofia dos adipdcitos e consequiente migracdo de
macrofagos (HOTAMISLIGIL, 2006; SUN et al; 2011). Como apresentado
anteriormente, a massa corporal, a hiperinsulinemia e a maior concentracao
sanguinea de leptina e de estrogeno exercem acdo anabdlica no tecido Osseo.
Entretanto, na obesidade fatores que regulam o catabolismo no esqueleto também
estdo aumentados, tais como citocinas pré-inflamatoérias e glicocorticbides que
inibem a diferenciacdo osteogénica e estimulam a reabsorcdo d6ssea através da
osteoclasia (ZHAO et al, 2008; MIGLIACCIO et. al.; 2007). Assim, apesar de muitos
estudos proporem um efeito anabdlico da obesidade sobre o tecido ésseo, esta
perspectiva tem sido questionada devido ao possivel aumento dos estimulos

catabdlicos que essa patologia gera no tecido.

O TNF-a é uma citocina pré-inflamatéria secretada por varios tipos de células, tais
como macrofagos, adipocitos e fibroblastos (POPA et al.; 2007). HOSTAMISLIGIL et
al (1993) encontraram que o tecido adiposo também produz o TNF-a e ainda que a
sua expressao nos adipécitos e sua concentracdo plasmatica € maior em
camundongos obesos quando comparado ao controle. Esse trabalho foi o primeiro a
evidenciar que hd uma corregulacdo entre o metabolismo e o sistema imune,
propondo a partir desta perspectiva, a interagao entre obesidade, diabetes tipo 2 e
inflamac&o. HOTAMISLIGIL (2006) ressalta que do ponto de vista evolutivo existem
fortes evidéncias para esta corregulacdo. O suprimento energético e a capacidade
de ativar uma resposta imune efetiva sdo requisitos fundamentais para a
sobrevivéncia e estdo, portanto, relacionados com a selecdo de diferentes
populacdes durante a evolucdo das espécies. Um exemplo que corrobora a ideia

apresentada é dado a partir da drosofila melanogaster, um invertebrado que utilizava
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de uma mesma estrutura para coordenar a funcdo de estoque de nutriente e a
resposta a patdégenos. Esta estrutura evoluiu nos mamiferos para diferentes 6rgéos:
tecido adiposo, figado e sistema hematopoiético, mas que apresentam uma
regulacdo integrada. A partir desta perspectiva, o TNF-alfa tem sido associado a
obesidade, dislipidemia e resisténcia a insulina. O TNF-alfa estimula lipdlise no
tecido adiposo, embora ndo aumenta a oxidacdo de lipideos. Além disso, €
associado com aumento da resisténcia a insulina (QI e PEKALA, 2000; KIENS,
2006; HOTAMISLIGIL, 2006; SUN et al.; 2011).

Estudos epidemiol6gicos mostram que a concentracdo plasmética de TNF-alfa
correlaciona-se negativamente com a DMO (ZHENG et a, 1997), sendo que este
resultado €& sustentado por trabalhos experimentais que encontraram que
camundongos knockout para TNF-alfa apresentam maior massa 6ssea (LENCEL e
MAGNE, 2011). Os mecanismos propostos para explicar essas relagcées baseiam-se
na acdo do TNF-o em aumentar a osteoclastogénese, e diminuir a atividade
osteoblastica in vitro e in vivo (NANES, 2003; BERTOLINI et al, 1986; GASPERSIC
et al, 2003).

Até o final do século passado, a IL-6 era conhecida predominantemente por suas
funcbes relacionadas ao sistema imune. Entretanto, na década de 90 foi identificado
gue o tecido adiposo também produz esta citocina e que o musculo esquelético,
durante a contracdo muscular, também secreta IL-6 durante o exercicio
(MOHAMED-ALI et al, 1997; STEENBERG et al, 2000). Como a obesidade resulta
em um aumento nas concentracdes séricas de IL-6, foi sugerido que esta citocina
também contribui para o desenvolvimento da resisténcia a insulina, pois se
correlaciona negativamente com a captacao de glicose. Entretanto este efeito varia
guando avaliado no musculo esquelético ou nos hepatdcitos (KERN et al, 2001;
CARREY e FEBBRAIO, 2004; GLUNT e KROOK, 2008).

A IL-6 tem sido utilizada como um marcador para predizer a reabsorcdo Ossea e
correlaciona-se negativamente com a DMO (DING et al, 2008). Estudos
experimentais reiteram esta correlacdo, pois foi demonstrado que a IL-6 aumenta a

osteoclastogénese e contribui para o aumento da reabsorcdo 6ssea (ISHIMI et
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al,1990; ROZEN et al, 2000). Além disso, apds a ovariectomia ocorre aumento na
expressao dessa citocina no 0sso, 0 que evidencia sua participagao na reducdo da
massa 0ssea nas situacdes de deficiéncia estrogénica (YHIHUI et al, 2000).
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2.2 OBJETIVO

Verificar os efeitos do treinamento fisico sobre diferentes sitios 6sseos do esqueleto

de ratas obesas e sua relagdo com as adipocinas.

HIPOTESES

As hipoteses a serem testadas sdo as seguintes:

Em relacdo ao efeito obesidade induzida pela dieta de alta palatabilidade:

Ho: A obesidade induzida pela dieta de alta palatabilidade ndo altera o tecido 6sseo

trabecular de ratas.

H;: A obesidade induzida pela dieta de alta palatabilidade altera o tecido 6sseo

trabecular de ratas.

Em relacdo aos efeitos do treinamento fisico nas ratas obesas

Ho: O treinamento fisico nao altera o tecido 6sseo trabecular de ratas com obesidade

induzida pela dieta de alta palatabilidade.

H.: O treinamento fisico altera o tecido 6sseo trabecular de ratas com obesidade

induzida pela dieta de alta palatabilidade.

Em relacdo a associacdo entre leptina sérica, concentracdo de citocinas do tecido

adiposo e tecido 6sseo

Ho: A leptina sérica, o TNF-alfa e a IL-6 do tecido adiposo periuterino ndo se

correlacionam com o percentual de trabécula 0ssea.

Hi: A leptina sérica, o TNF-alfa e a IL-6 do tecido adiposo periuterino se

correlacionam com o percentual de trabécula 6ssea.
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2.3 METODOS

A coleta e andlise dos dados referentes aos trés capitulos desta dissertacdo foram
realizadas no Laboratério de Fisiologia do Exercicio (LAFISE - EEFFTO), no
Laboratério de Histopatologia do Setor de Patologia do Departamento de Clinica e
Cirurgia Veterinarias (Escola de Veterinaria - UFMG) e no Laboratorio de

Imunofarmacologia (Departamento de Bioquimica e Imunologia ICB - UFMG).

Cuidados Eticos

Todos os procedimentos referentes aos trés capitulos desta dissertacédo
obedeceram aos Principios Eticos da Experimentacdo Animal estabelecidos pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA-UFMG - 226/10- ANEXO 1) e
foram aprovados pelo colegiado de pés-graduacdo em Ciéncias do Esporte
(EEFFTO-UFMG).

Amostra e descricdo dos grupos

Foram utilizadas 24 ratas Wistar com idade de 21 dias provenientes do Centro de
Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biologicas (CEBIO) da UFMG. Os animais foram
mantidos em gaiolas individuais de polipropileno (30 x 20 x 19cm) em uma sala da
Escola de Veterinaria — UFMG sob um ciclo claro escuro de 12 horas de luz e 12
horas de escuro com agua e racdo ad libitum. A temperatura do ambiente foi
registrada diariamente (25,4°C + 3,4) e as ratas foram divididas em 4 grupos
experimentais como descrito abaixo (FIGURA 1).
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e Grupo DP-NT: Animais alimentados com dieta controle e que nao realizaram
o treinamento;

e Grupo DP-T: Animais alimentados com dieta controle e que realizaram o
treinamento;

e Grupo DAP-NT: Animais alimentados com dieta de alta palatabilidade e que
nao realizaram o treinamento;

e Grupo DAP-T: Animais alimentados com dieta de alta palatabilidade e que

realizaram o treinamento;

Experimento 1:

Efeito do treinamento fisico sobre o tecido 6sseo de ratas obesas e nao

obesas
Dieta controle Dieta de alta
(DC) palatabilidade (DAP)
NT T NT T

FIGURA 1. Representacdo esquematica dos grupos experimentais DC: Dieta controle.
DAP: Dieta de alta palatabilidade. NT: ndo treinado. T: treinado. Fonte: criacdo do
proprio autor.

Delineamento experimental

Aos 21 dias de idade, as ratas foram distribuidas aleatoriamente em dois grupos:
animais alimentados com racéo controle (DC) ou com racdo de alta palatabilidade
(DAP) e iniciou-se o tratamento com as respectivas dietas que foram mantidas até o
final do experimento. Segundo BARCELLOS (2012), ratos Wistar, com 21 dias de
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idade, ao serem alimentados com esta dieta de alta palatabilidade durante
dezessete semanas apresentam maior adiposidade, maior ingestdo alimentar e
maior massa corporal. Aléem disso, um estudo piloto foi realizado anteriormente a
coleta deste experimento e estes resultados foram confirmados em fémeas com
cinco meses de idade. Com base nesses resultados, como 0 objetivo do presente
trabalho foi investigar os efeitos do treinamento fisico em animais com obesidade, os
animais permaneceram com as dietas até completarem a idade correspondente a
cinco meses e em seguida iniciou-se o treinamento fisico, sendo que durante este

periodo as respectivas dietas foram mantidas.

Apos o periodo de inducéo da obesidade, os animais realizaram o primeiro teste
progressivo (TP) para avaliacdo do trabalho realizado (W), do tempo de exercicio
(TE) e da velocidade maxima inicial (Vmax). A partir desse ultimo valor, foi calculada a
intensidade de exercicio de cada animal e iniciado o treinamento fisico por treze
semanas. Os animais do grupo néo treinado eram levados a sala onde era realizado
0 exercicio e mantidos em suas respectivas gaiolas, em repouso, sob mesmas
condicbes ambientais. No final da quarta, oitava e décima segunda semanas de
treinamento, foi realizado o teste progressivo para adequacdo da intensidade de
exercicio. Setenta e duas horas depois da Ultima sesséo de treinamento realizou-se
o teste oral de tolerancia a glicose. Dois dias posteriores a esse procedimento, as
ratas foram submetidas ao Ultimo teste progressivo para avaliagdo do trabalho, do
tempo de exercicio e da velocidade maxima apos o periodo de treinamento. Setenta
e duas horas apds este Ultimo procedimento, os animais foram eutanasiados
seguido de jejum noturno. Todos os animais foram eutanasiados o periodo da
manha (7h30min - 12h). O delineamento experimental esta representado na figura 2.
Informacdes complementares do delineamento experimental e da distribuicdo dos

grupos estao disponiveis no apéndice 1.
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Idade dos animais

21 2 3 4 5 6 7 8 meses 8 meses 8 meses 8 meses
dias mes meses meses meses meses meses meses e Hdias | le 12 dias e 14 dias] le 16 dias
- Distribuicéo dos
grupos em animais -Familiarizacao || 2P | | 37TP | | 47 | | 701G | | 57P | [Eutanasia
DC ou DAP ao exercicio na
esteira
- Inicio do periodo
de tratamento -1° TP
destes animais com
as respectivas - Inicio do .
dietas treinamento: 13 v
semanas

DC: Dieta controle

DAP: Dieta de alta palatabilidade

TP: Teste progressivo

TOTG: Teste oral de tolerancia a glicose

FIGURA 2. Representacdo esquematica do delineamento experimental

Fonte: criacdo do préprio autor

- Coleta sanguinea
- Coleta dos tecidos
- Coleta do esqueleto
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Procedimentos pré-treinamento

Dietas

Os animais do grupo controle foram alimentados com ragéo padréo Labina-Purina e
as ratas do grupo DAP foram alimentadas com racao de alta palatabilidade utilizada
para promover a obesidade nos animais (BARCELLOS; 2012) — TABELA 1 e 2.
Todos 0s requerimentos nutricionais apresentados por ambas as racbes estdo
compativeis com as recomendacdes do NRC, 1995 (National Research Council -

Nutrient Requirements of Laboratory Rat).

TABELA 1 - Composicdo da dieta de alta palatabilidade

Ingredientes Concentracao (%)
Acucar cristal 11
Leite condensado Nestlé® 40
Racao moida (Purina) 40
Agua 9

BARCELLOS (2012)

TABELA 2. Valor calérico e composicdo de macronutrientes, umidade e fibras de
ambas as ragoes

Nutriente Racéao Controle Racéao de alta palatabilidade

Energia (kcal/g) 3,59callg 3,23 kcal/g
Carboidratos (%) 54,63 54,69
Lipideos (%) 5,21 571
Proteinas (%) 23,85 13,27
Cinzas (%) 7,94 4,01
Umidade (%) 8,60 22,30
Fibras (%) 6,23 3,47

BARCELLOS, 2012.
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TABELA 3: Analise quantitativa de sacarose e minerais de ambas as racdes

Nutriente Racéao Controle Racdao de alta palatabilidade
Sacarose (g/1009) 37,04 48,40
Calcio (%) 1.4 1,0
Fésforo (%) 1,04 0,63

A andlise dos minerais foi realizada no Laboratério da Qualidade do Leite da Escola de
Veterinaria — UFMG e a analise da sacarose foi realizada no Laborat6rio HIDROCEPE - LTDA.
Fonte: criacao do proprio autor.

Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)

ApOs o periodo de treinamento foi realizado o teste oral de tolerancia a glicose. Apos
15h de jejum, uma amostra de sangue foi retirada da veia caudal de cada rata
(tempo 0). Em seguida, cada animal recebeu, via gavagem, uma solucéo de glicose
na concentracéo de 2g.kg™. As amostras de sangue foram coletadas no basal e nos
tempos de 15, 30, 60, 90 e 120 minutos apOs a ingestdo da glicose e foram
avaliadas imediatamente em um glicosimetro. Apds o TOTG, foi fornecida agua e
racdo ad libitum. Esse teste foi realizado 72h depois da Ultima sessdo de

treinamento fisico.

Treinamento fisico

No quinto més de experimento, iniciou-se o periodo de treinamento fisico. Na
semana anterior ao inicio deste protocolo, realizou-se a familiarizacdo ao exercicio
fisico na esteira e 0 primeiro teste progressivo para avaliagdo dos parametros de

treinamento.
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Familiarizag@o ao exercicio

O protocolo de familiarizacdo ao exercicio fisico na esteira foi iniciado quando os
animais completaram cinco meses de idade. Esse procedimento foi realizado com o
objetivo de familiarizar os animais ao exercicio fisico e prevenir o estresse devido a
nova condicdo experimental. As ratas correram durante cinco dias consecutivos,
com uma velocidade constante de 10 m.min™ e 5% de inclinacdo (BARCELLOS,
2012).

Teste progressivo

Para avaliar o desempenho fisico, os animais foram submetidos a testes com
intensidades progressivas antes do inicio do treinamento, durante o periodo de
treinamento fisico (4°, 8° e 12° semana) e cinco dias ap6s o término do treinamento
fisico. Os testes foram realizados sempre 48h apds a Ultima sesséo de exercicio. O
protocolo foi iniciado com a velocidade de 6 m.min?, sendo a velocidade
progressivamente aumentada em 3,4 m.min™, a cada intervalo de 3 minutos, até o
termino do teste. A inclinagdo da esteira foi mantida constante (CARVALHO et al.,
2005). Havia uma grade de estimulacdo elétrica posicionada no final da esteira. O
critério utilizado para a interrupcdo do teste foi a permanéncia do animal por 10
segundos consecutivos sobre a grade de estimulacéo elétrica (SOARES et al., 2004;
2007). As condi¢cdes ambientais foram registradas através de um termohigrémetro
de bulbo seco (temperatura seca - TS: 23,8+1,6; temperatura umida- TU: 19,4+2 2;
umidade relativa do ar- URA: 62,419,5%), ja que essa variavel pode interferir no
desempenho (RODRIGUES et. al, 2003). O tempo de exercicio (TE), o trabalho e a

velocidade foram utilizados como parametros de desempenho fisico nos animais.

22



Descri¢cdo do treinamento fisico

Os animais foram submetidos ao treinamento fisico por 13 semanas com freqiéncia
de cinco vezes por semana, inclinacdo da esteira de 5° e intensidade
correspondente a 60-65% da Vmax Obtida no teste progressivo. O exercicio teve a
duracédo de 15 minutos por dia na primeira semana passando para 30minutos por dia
na segunda, sendo esta duracdo mantida até o final do periodo de treinamento
(adaptado de OCARINO et. al; 2004; 2007; 2008A; 2009). A adaptacéo realizada foi
a determinacdo da intensidade relativa do treinamento fisico. As condi¢cdes
ambientais foram registradas diariamente (TS: 22,8+3,5; TU: 17,7£2,1; URA:
57,4+7,5). Todos os procedimentos referentes ao periodo de treinamento fisico

estdo descritos na figura 3.

Eutanasia

Os animais foram eutanasiados, apds jejum noturno, por decapitacdo, 72h apds o
altimo teste progressivo. Foram retirados os coxins adiposos (retroperitonial,
periuterino e mesentérico) e o restante da carcaca 0ssea foi fixada em formolaldeido
tamponado com fosfato a 10%. Posteriormente foi realizada a dissecagao do fémur,

tibia, tmero, osso nasal, vértebras lombares e toracicas.

Procedimentos gerais com as amostras sanguineas e teciduais

Para a obtencédo do soro, o sangue foi centrifugado durante 15 min a 3500 rpm.
Foram obtidas quatro aliquotas que foram armazenados a -80 °C para a dosagem da
concentracéo seérica de glicose, de insulina e de leptina. As amostras teciduais foram
armazenadas imediatamente a -80°C para posterior homogeneizacao e realizacao

do protocolo de extracdo de citocinas para andlise por ELISA.
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Periodo de
familiarizacdo ao
exercicioe 1° TP

Periodo de treinamento fisico — 13 semanas

FIGURA 3. Representacdo esquematica do protocolo de treinamento fisico.
Fonte: criacao do proprio autor.

de treinamento
fisico

|
I I | I I I I I I I I I I I L
Pré 1° z 3° 4 5° 6° 7 8 9° 10° 1° 12° 13° 14° Semanas
treinamento Semana | | Semana | | Semana Semana Semana | | Semana | | Semana Semana Semana | | Semana | | Semana Semana Semana Semana
| | | 5 dias apos a
| I | I | \—Y—} Y Y Ultima sesséo de
treinamento
2 3 4 5 1°TP
J - 15min/ dia - 30min/ dia - 30min/ dia - 30min/ dia - 30min/ dia - 30min/ dia - 30min/ dia - 30min/ dia 5 TP
J -5% de -5% de -5% de -5% de -5% de -5% de -5% de -5% de
inclinagéo inclinagso inclinagéo inclinagéo inclinagdo inclinagéo inclinagédo inclinagdo
O - 60-65% da - 60-65% da - 60-65% da - 60-65% da - 60-65% da - 60-65% da - 60-65% da - 60-65% da
-5% de inclinagdo Vi Ve Viiai Vi Vi Vi Vs Vs
- 5x/ semana -5x/ semana - 5x/ semana - 5x/ semana - 5x/ semana - 5x/ semana -5x/ semana - 5x/ semana
48h apés a 48h apés a 48I1 apds a
(ltima sess&o de Ultima sess&o de ttima
treinamento treinamento sessdo de
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Variaveis medidas e calculadas

Massa corporal (MC)

Os animais foram pesados semanalmente em uma balanca com precisdo de 0,01g.
O ganho de massa corporal (AMC) foi calculada pela diferenca entre a MC avaliada

imediatamente antes da eutanasia e a MC no primeiro dia de experimento.

Tempo de exercicio, velocidade maxima e trabalho

O tempo de exercicio correspondeu ao intervalo de tempo entre o inicio do teste
progressivo e 0 momento que o teste foi interrompido. A Vnax foi determinada como
a maior velocidade alcancada no teste. O trabalho foi calculado segundo a equacéao

proposta por Brooks e White (1978):

Trabalho (kgm)= X(MC.V.senb.T)
MC: Massa corporal (kg)
V: velocidade da esteira (m.min™)

send: seno do angulo de inclinagéo da esteira

T: duragéo do estégio
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Coxins adiposos, indice de adiposidade e histomorfometria do tecido adiposo

periuterino

Os coxins adiposos (retroperitonial, periuterino e mesentérico) foram pesados em
balanca de precisdo de 0,001g para determinacdo do indice de adiposidade que foi
calculado segundo a seguinte equacao (OLIVEIRA et. al, 2012):

IA= (TAP+TAR+TAM) x 100
Massa corporal

IA: indice de adiposidade
TAP: Tecido adiposo periuterino
TAR: Tecido adiposo retroperitonial

TAM: Tecido adiposo mesentérico

Parte do tecido adiposo periuterino (TAP) foi aliguotado e congelado a -80°C para
andlises posteriores de TNF-alfa e IL-6 e cerca de 400mg foram fixados em
formolaldeido para posterior analise de histomorfometria. Entre os trés sitios de
tecido adiposo coletados, o TAP foi escolhido para estas analises, devido estudos
anteriores mostrarem que entre os trés sitios, este € o que apresenta maior
associacdo com as alteracdes metabdlicas e enddcrinas avaliadas nesta dissertacdo
(SACKMANN-SALA et al.; 2012). Para a analise de histomorfometria do tecido
adiposo periuterino, 24h ap0s a fixagcdo em formolaldeido tamponado 10% com PBS,
os fragmentos de TAP foram armazenados no alcool 70% até o dia do
processamento em histotécnico e inclusdo em parafina. Os blocos foram cortados no
micrétomo (Microm, HM-315) e sessdes histologicas com espessura de 7 um foram
colocadas em laminas para coloracdo em eosina e hematoxilina (APENDICE 2).
Para analise histomorfométrica dos adipdcitos, as laminas foram fotografadas em
microscopio de luz equipado com camera digital (Motican 2500) e foi utilizada uma
lente objetiva com aumento de 10x. A area foi obtida por meio da medida aleat6ria
de 50 adipdcitos por lamina através do programa ImageJ.
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Concentracdes séricas de glicose, leptina, insulina e indice HOMA

A concentracdo sérica glicose foi determinada por método colorimétrico conforme
instrucdes do fabricante (Kit Labtest). A leptina e a insulina foram quantificadas no
soro atraves do método ELISA (Kits de ELISA Linco Research). O indice HOMA
(homeostatic model assessment) foi calculado segundo a seguinte equacao: HOMA-

IR= glicose de jejum (mmol.L) x insulina de jejum (uU/ml) +22,5.

Concentragdes de TNF-alfa e IL-6 no tecido adiposo periuterino

Para analise do TNF-afla e IL-6 no tecido adiposo periuterino utilizou-se o método
ELISA (Kits de ELISA R & D Systems). Para as analises teciduais foi realizado um
protocolo de homogeneizagao no qual 100 mg de tecido foram homogeneizados
com 1ml de solucdo de extracdo de citocinas. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 4°C, retirado o infranadante que foi congelado a -20°C para posterior

analise por meio do método de ELISA.

Processamento e histomorfometria do tecido 6sseo

Como os efeitos no tecido 6sseo podem variar de acordo com o sitio analisado
(OCARINO et al, 2004; 2007) no presente estudo avaliou-se tanto o esqueleto axial,
representado pelo 0sso nasal (sitio 6sseo submetido a um menor impacto mecanico
e a um maior efeito dos fatores hormonais - OCARINO et al., 2004; 2007), coluna
toracica e lombar, como o apendicular, representado pelos o0ssos longos. As
carcagas Osseas foram dissecadas e fixadas em formolaldeido tamponado com
fosfato a 10% por, no minimo, sete dias. Em seguida, foi realizada a descalcificacéo
por 40 dias em uma solucdo contendo 1200ml de acido formico (85% P.A ACS),

3800ml de agua destilada e 4509 de citrato de sodio tribasico. No 15° dia apds o
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inicio da desmineralizagdo, o fémur foi cortado medialmente e sua parte distal,
Umero proximal, tibia proximal, osso nasal e as vértebras lombares e toracicas foram
cortados longitudinalmente e colocados em cassetes. Esse procedimento tem como
objetivo acelerar a descalcificacdo e preparar 0s sitios para 0 posicionamento
correto na inclusédo na parafina e posterior corte no micrétomo. Apos os 40 dias de
descalcificacdo, os sitios 6sseos foram colocados em agua corrente durante 24
horas. Em seguida, foi realizada a desidratacdo dos tecidos em uma bateria de
alcool a 70%, 80%, 90%, absoluto usado e novo para posterior diafanizagdo em xilol,

impregnacdao e inclusao em parafina histolégica (56 a 58° C).

Apos resfriar em temperatura ambiente, os blocos foram congelados a -20° C e
sessdes histolégicas de 4-5um foram obtidas em um micr6tomo (Microm, HM-315),
fixadas em laminas de 26mm x 76mm embebidas de albumina e colocadas em agua
a temperatura de 50 - 60°C para abertura do corte. Posteriormente, as laminas

foram coradas em hematoxlina e eosina (APENDICE 3).

Para a andlise histomorfométrica do osso nasal foi utilizada uma lente objetiva com
um aumento de 40x e uma lente ocular que possuia uma régua milimetrada para
mensuracao da espessura do 0sso nasal, sendo que 30 pontos foram avaliados
(OCARINO et. al; 2007). Os valores foram convertidos em micrdmetros e a média
utilizada para a analise estatistica. A determinacdo da quantidade de osso trabecular
foi realizada através de uma ocular com graticula micrométrica de 121 pontos
posicionada 1mm abaixo da placa epifisaria e objetiva de 20x nos seguintes sitios:
vértebras lombares (L1-L3 e L4-L6), toracicas (T-T7 e T8-T13), fémur proximal,
metafise e epifise dos ossos longos (tibia, umero, fémur distal). Na tabela do
apéndice 4 estdo apresentados a quantidade de campos e pontos quantificados por
sitio 6sseo. Em cada ponto da graticula foi quantificado se havia presenca de
trabécula, medula o¢ssea vermelha, medula &éssea amarela ou artefato.
Posteriormente, esses valores foram calculados em forma de percentual, sendo que
o artefato foi descontado do valor total dos pontos. Todas as etapas do
processamento do tecido Osseo para avaliacdo por histomorfometira estao

representadas na figura do apéndice 5.
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2.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo da média (DPM). O
nivel de significancia adotado foi «a<0,05. Inicialmente, foi verificada a
normalidade através do teste Kolmogorov-Smirnov. Para a verificacdo da
associacdo entre as variaveis, foi utilizada a correlacdo de Pearson. As
andlises foram realizadas em programas estatisticos Statistica e Sigma Plot 11
— Sigma Stat. Foi utilizada a andlise de variancia two way considerando duas

fontes de variacdo (dieta e treinamento).

Em seguida, foi aplicado um teste post-hoc de acordo com o niumero de grupos
(tratamentos) e coeficiente de variacdo (CV) da analise de variancia, que foi

calculado através da seguinte equacao:

CVv= VQME
X geral

CV= coeficiente de variacdo da analise de variancia
QME: quadrado médio do erro

X geral: média de todos os dados

Para as variaveis com instabilidade baixa (CV<15%) foi utilizado o teste SNK e
para aquelas com instabilidade média e alta (CV=15-30% e CV> que 30%) foi
utiizado o Teste Fischer LSD (Teste t) — (SAMPAIO, 2007). Quando
necessario, foi realizada a transformacdo logaritmica ou radicial para a

normalidade dos dados.
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2.5 RESULTADOS

Variaveis de treinamento

Na tabela 4 estdo apresentadas as varidveis utilizadas como parametros de
treinamento avaliados antes e depois do treinamento fisico (primeiro e ultimo
testes progressivos). Os grupos DC-T e DAP-T apresentaram maior tempo de
exercicio, velocidade maxima e trabalho quando comparados aos animais néo
treinados (p<0,0001 para todos os parametros) e ndo houve diferenca nas
comparacoes referentes ao efeito da dieta. Os valores dessas variaveis foram

similares em todos os grupos antes do inicio do treinamento.

TABELA 4. Parametros de treinamento antes e depois do treinamento fisico

Dieta controle Dieta de alta palatabilidade
Parametros NT T NT T

TE pré treinamento (min) 22,1+3,1 20,1+1,3 18,1+ 3,8 18,6+ 3,0
TE pos treinamento (min) 17,8+3,0 28,8+3,0“ 15,2+4,2 28,1+3,7"
Velocidade méaxima pré 1,5+£0,21 1,4+0,08 1,3+0,2 1,440,2
treinamento (kmh-%)
Velocidade maxima pos 1,3+0,1 1,9+0,2" 1,2+0,2 2,0+0,2*
treinamento (km'h-1)
Trabalho pré treinamento (kgm) 7,9+3,6 8,3+0,9 8,3+2,55 8,1+2,0
Trabalho p6s treinamento (kgm) 59+0,9  17,69+3,4" 6,9+1,1 18,2+4,8%

O‘Diferen(;a em relacdo aos respectivos controles do treinamento (DC-NT vs. DC-T; DAP-NT vs. DAP-T), n=5
para o grupo DC-T e n=6 para o restante dos grupos. NT: ndo treinado; T: treinado. TE: tempo de exercicio.
Fonte: resultado do proprio autor.
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indice de adiposidade e area dos adipécitos

Os animais alimentados com a dieta de alta palatabilidade apresentaram maior
indice de adiposidade quando comparado aos animais dieta controle (DC-NT
vs. DAP-NT; DC-T vs. DAP-T; DC-NT vs. DAP-T, p<0,0001 para todas as
comparacdes). O treinamento fisico, independente do tipo de dieta consumida,
n&o alterou a adiposidade das ratas - (GRAFICO 1A). Em concordancia com o
indice de adiposidade, os tecidos adiposos periuterino (TAP), retroperitonial
(TAR) e mesentérico (TAM), todos relativizados pela massa corporal, também
foram maiores nas ratas alimentadas pela dieta de alta palatabilidade e nao
houve efeito do treinamento fisico (APENDICE 6). A andlise histologica
mostrou aumento da area dos adipoOcitos nos grupos dieta DAP avaliada
atraves de analise morfométrica de secgbes do tecido adiposo periuterino (DC -
NT vs. DAP-NT; DC-T vs. DAP-T; DC-NT vs. DAP-T, p<0,001 para todas as
comparacdes) e o treinamento fisico ndo alterou essa variavel: DC-NT vs. DC-
T; DAP-NT vs. DAP-T, p= 0,4 para ambas as comparacbes (GRAFICO 1B e
FIGURA 4).

Massa corporal

O grupo DAP-NT apresentou maior ganho de massa corporal quando
comparado ao grupo DC-NT, p<0,01. O treinamento fisico ndo alterou a massa
corporal independente da dieta consumida (DC—NT vs. DC-T; DAP—NT vs.
DAP-T, p=0,1 - 0,7 para todas as comparacdes). (TABELA 5). Esses mesmos
resultados foram encontrados para a massa corporal e estdo apresentados no
apéndice 6. Antes do inicio do treinamento fisico, essas variaveis foram

maiores nos grupos DAP em relag&o aos animais dieta controle (APENDICE 6).
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FIGURA 4. Analise histologica de seccdes do tecido adiposo periuterino. DC-NT (Dieta controle e
ndo treinado); DC-T (Dieta controle e, treinado); DAP-NT (Dieta de alta palatabilidade e n&o
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Teste oral de toleréancia a glicose

Os dados referente as comparacfes ao longo do tempo do teste oral de
tolerancia a glicose estdo apresentados no APENDICE 7. Na tabela 5 esta
representada a area sob a curva da concentracdo sanguinea de glicose ao
longo do tempo, no teste oral de tolerancia a glicose. As ratas do grupo DAP
apresentaram maior area sob a curva em relacdo aos seus respectivos
controles (DC-NT vs. DAP—NT; DC-T vs. DAP-T; DC-NT vs. DAP-T, p<0,05) e
nao apresentaram diferenca nas comparacdes referentes efeito do treinamento
fisico (DC-NT vs. DC-T; DAP-NT vs. DAP-T, p=0,2-0,8).

Variaveis séricas, indice HOMA e concentracfes de TNF-alfa e IL-6 no

tecido adiposo periuterino

N&o houve diferenga entre 0s grupos para a concentracdo sérica de glicose. As
concentracdes séricas de leptina, insulina e o indice HOMA foram maiores nas
ratas alimentadas com a dieta de alta palatabilidade (p<0,01 para todas as
comparacdes) e ndo houve diferenca para o treinamento fisico (DC-NT vs. DC—-
T, p=0,5-0,8; DAP-NT vs. DAP-T, p=0,3-0,6) — (TABELA 5). Variaveis séricas
complementares estdo apresentadas no apéndice 6.

As concentracdes de TNF-alfa e IL-6 no tecido adiposo periuterino estéo
representadas na tabela 5. Para ambas citocinas, as ratas alimentadas com a
dieta de alta palatabilidade apresentaram concentracdes maiores em relacao
aos animais alimentados com a dieta controle (DC-NT vs. DAP-NT, p=0,03
para TNF-alfa e para IL-6; DC-T vs DAP-T, p<0,001). Os animais treinados,
independente da dieta consumida, n&o apresentaram diferencas nas
concentracOes teciduais de TNF-alfa e IL-6 (DC-NT vs DC-T; DAP-NT vs
DAP-NT, p=0,1 - 0,6). O grupo DAP-T apresentou maiores concentragbes em
relacdo ao grupo DC-NT — TABELA 5.
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TABELA 5. Ganho de massa corporal, variaveis séricas, area sob a curva do TOTG, indice
HOMA e concentracdes de TNF-alfa e IL-6 no tecido adiposo periuterino

Dieta controle Dieta de alta palatabilidade
Variaveis NT T NT T
AMC (9) 259,8+21,2 298,1+13,2 341,4+57,8* 349,8+49 5%

Area sob a curva da glicose 15085+ 908,6 14947,5+261,1 17852 5+1519,5* 16876,2+1546,1*"
no TOTG (mg.dI™* x 120min)

Glicose (mg.dl™) 56,7+4,2 54,2+13,6 61,248,7 63,248,7
Insulina (ng.ml%) 1,01+0,09 1,09+ 0,1 2 1+0,6% 2 5+1,2%
HOMA-IR 3,8+0,5 3,310 8,3+2,9* 10,2 +6,1*"
Leptina (ng.dI™) 7,4+4.4 5,5+5,04 19,7+4,3% 18,5+ 6,7%
TNF-alfa (ng.massa de TAP) 69,5+14,2 86,5+52,8 160.9+52 5* 224,5+112,0*
IL-6 (ng.massa de TAP) 134,3+75,7 147,0+18,0 327,8+73,3* 379,1+138,2*

*Diferenca em relacdo ao respectivo controle da dieta (DC-NT vs. DAP-NT; DC-T vs. DAP-T). a Diferenca em

relagdo ao respectivo controle do treinamento (DC-NT vs. DC-T; DAP-NT vs. DAP-T). yDiferenga entre o0 grupo
DAP-T vs. DC-NT, n=5 para o grupo DC-T e n=6 para o restante dos grupos. Para a variavel insulina e indice de
HOMA, o grupo DC-NT apresentou n=5. Para as concentra¢des de insulina, TNF-alfa, IL- 6 no tecido adiposo
periuterino e para o indice HOMA foram necesséarias a realizacdo da transformacdo logaritmica e radicial
respectivamente para a normalidade dos dados. TAP: tecido adiposo periuterino. NT: ndo treinado; T: treinado.

TAP: tecido adiposo periuterino. TOTG: teste oral de tolerancia a glicose. AMC: ganho de massa corporal. Fonte:
resultado do prdéprio autor.

Histomorfometria do esqueleto axial e apendicular: Vértebras, osso nasal
e 0ssos longos

No grupo DAP-NT foi encontrada uma maior quantidade de trabéculas ésseas
nas vértebras L1-3 e L4-L6 em relacdo ao grupo DC-NT, (GRAFICOS 2A e 2B
— FIGURAS 5A e 5B). O grupo DAP-T apresentou reducédo no percentual de
trabécula 6ssea em relacdo ao grupo DAP-NT nas vértebras L1-L3 (p=0,008) e
nao houve diferenca na comparacdo com o grupo DC—-NT (p=0,1). N&o houve
efeito de treinamento fisico no grupo dieta controle (p=0,09). Para as vértebras
L4-L6, as ratas DC-T apresentaram maior percentual de trabécula 6ssea que
os animais DC-NT (p<0,001) e ndo houve diferenca para o treinamento nos
grupos DAP (p=0,5).
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A partir da andlise morfologica das veértebras L1-L3, observou-se no grupo
DAP-NT, quando comparados aos outros grupos, O espessamento e
confluéncia das trabéculas 6sseas com caracteristicas histologicas de 0sso
ostednico, tais como presenca de linhas de cimentacdo e presenca de canais
centrais semelhantes ao tecido 0sseo cortical no centro da trabécula,
conferindo ao osso um aspecto mosaico (FIGURA 6). Esses achados séao
compativeis com um quadro patolégico de osteopetrose que nao foi observado
nos animais do grupo dieta controle e dieta de alta palatabilidade treinado, bem
COmMo nos outros sitios 6sseos avaliados nesse estudo. Como evidenciado no
grafico 2A, o grupo DAP-T apresentou reducdo do percentual de 0sso
trabecular nas vértebras L1-L3 em relacdo ao grupo DAP—NT. Tanto no grupo
DAP-NT, bem como no grupo DAP-T, os osteoblastos apresentaram-se ativos,
com nucleos arredondados e houve presenca de hipertrofia osteoblastica.
Essas caracteristicas morfoldgicas indicam que a diminui¢cdo da quantidade de
trabécula 6ssea no grupo DAP-T ndo foi devido a uma diminuicdo da formacéo
O0ssea. No grupo DAP-T os ostedcitos apresentaram se ativos e alojados em
lacunas alargadas, indicando que pode ter ocorrido aumento na reabsorcao
Ossea profunda (ostedlise osteocitica). Esse resultado encontrado nas
vértebras L1-L3 foi correlacionado significativamente com as concentracfes
séricas de leptina no grupo DAP-NT e ndo houve correlagdo para o grupo
DAP-T (GRAFICO 3), bem como para o percentual de trabécula ¢ssea e a
concentracéo tecidual de TNF-alfa e IL-6 em nenhum dos grupos (dados néo

mostrados).

A espessura do osso nasal dos grupos DAP-NT e DAP-T foi maior quando
comparada aquela das ratas DC-NT (p<0,001) e ndo houve diferenca entre os
grupos DAP-T vs. DC-T — (p=0,06). Para os animais alimentados com a dieta
controle, o treinamento fisico resultou em aumento da espessura do 0SSO
nasal, quando comparado ao grupo DC-NT, (p<0,001) — (GRAFICO 4A e
FIGURA 7A).
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FIGURA 5. Analise histoldgica de sec¢bes das vértebras lombares, barra=594um. A) Vértebras lombares L1-L3 B)
Vértebras lombares L4-L6. DC-NT (Dieta controle e nao treinado); DC-T (Dieta controle e treinado); DAP-NT
(Dieta de alta palatabilidade e nédo treinado); DAP-T (Dieta de alta palatabilidade e treinado). As setas indicam as
trabéculas 6sseas. Fonte: resultado do proprio autor.
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GRAFICO 2. Andlise de histomorfometria das vértebras lombares. A) Percentual de trabécula nas
vértebras L1-L3. B) Percentual de trabécula nas vértebras L4-L6. * Diferenca entre 0os grupos
indicadas pelas barras horizontais. Para todas as variaveis, n=5 para o grupo DC-T e n= 6. NT:
ndo treinado. T: treinado. Estes graficos estdo representados em tabelas no apéndice 10. Fonte:
resultado do proprio autor.



FIGURA 6. Analise morfolégica de seccdes das vértebras lombares L1-L3, barra=70,7um. A e B) presenca de trabéculas normais, sem linhas 7
de cimentacdo. C) Espessamento da trabécula e presenca de canais centrais semelhantes aos do tecido ésseo cortical no centro da trabécula.
D) Presenca de linhas de cimentagdo no osso trabecular. DC-NT (Dieta controle e ndo treinado); DC-T (Dieta controle e treinado); DAP-NT
(Dieta de alta palatabilidade e néo treinado); DAP-T (Dieta de alta palatabilidade e treinado). Fonte: resultado do préprio autor.
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GRAFICO 3. Correlacdes entre a concentracéo sérica de leptina e o percentual de trabéculas nas
vértebras L1-L3 no grupo DAP-NT e DAP-T, n=6. Fonte: resultado do préprio autor.

Os animais do grupo DAP-NT apresentaram maiores percentuais de trabécula 6ssea
na metafise da tibia quando comparados com seu controle (DAP-NT vs. DC-NT,
p=0,02). N&o houve diferenca entre o grupo DAP-T vs. DC-T, (p= 0,2), bem como
ndo houve efeito do treinamento fisico na metafise da tibia (DC-NT vs. DC-T, p=0,2;
DAP-NT vs. DAP-T, p=0,9) — GRAFICO 4B / FIGURA 7B. Os animais do grupo DAP
apresentaram maiores percentuais de trabécula 6ssea na epifise da tibia em relacéo
aos seus controles (DC-NT vs. DAP-NT; DC-T vs. DAP-T) - (TABELA 6). Para o
fémur proximal, os grupos submetidos ao treinamento apresentaram maiores
percentuais quando comparados aos seus respectivos controles (DC-NT vs. DC-T,;
DAP-NT vs. DAP-T — GRAFICO 5A e FIGURA 9A). Para o fémur proximal, ndo
houve diferenca na quantidade de trabécula para as ratas do grupo DAP em relacdo
ao grupo DC — GRAFICO 5A e FIGURA 9A. Na avaliacdo da epifise e da metéafise
do fémur distal as ratas alimentadas com a dieta de alta palatabilidade e néo
treinadas apresentaram maiores percentuais de trabécula 6ssea (DAP-NT vs. DC-
NT — GRAFICO 5B / FIGURA 9B / TABELA 6). Para os grupos DAP-T e DC-T, n&o
foi encontrada diferenca na epifise do fémur distal; mas, na metéafise, os animais
DAP-T apresentaram maior percentual de trabécula 6ssea quando comparado ao
grupo DC-T. N&o houve diferenca para o treinamento fisico para ambos os sitios do
fémur distal (DC-NT vs. DC-T; DAP-NT vs. DAP-T, p=0,1 - 0,9) - (GRAFICO 5B e
TABELA 6 — FIGURA 9B).
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FIGURA 7. Andlise histologica de sec¢bes do 0sso nasal e metafis 594pum
respectivamente. DC-NT (Dieta controle e ndo treinado); DC-T (Dieta controle e treinado); DAP-NT (Dieta palatavel e
ndo treinado); DAP-T (Dieta palatével e treinado). As setas indicam as trabéculas 6sseas. Fonte: resultado do proprio
autor.
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GRAFICO 4. Anélise de histomorfometria do osso nasal e metéfise da tibia proximal. A) Espessura do
0sso nasal. B) Percentual de trabécula na tibia proximal. * Diferenca entre os grupos indicadas pelas
barras horizontais. Para todas as varidveis, n=5 para o grupo DC - T e n=6. NT: néo treinado. T: treinado.
Estes graficos estao representados em tabelas no apéndice 10. Fonte: resultado do préprio autor.
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FIGURA 9. Analise histologica de sec¢bes do fémur — barra=594um. DC-NT (Dieta controle e néo treinado); DC-T
(Dieta controle e treinado); DAP-NT (Dieta palatavel e ndo treinado); DAP-T (Dieta palatavel e treinado). As setas
indicam as trabéculas 6sseas. Fonte: resultado do préprio autor.
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GRAFICO 5. Andlise de histomorfometria do fémur proximal e metéafise do fémur distal. A) Percentual de
trabécula no fémur proximal. B) Percentual de trabécula na metafise do fémur distal. * Diferenca entre os
grupos indicadas pelas barras horizontais. Para todas as variaveis, n=5 para o grupo DC - T e h= 6. NT: néo
treinado. T: treinado. Estes graficos estdo representados em tabelas no apéndice 10. Fonte: resultado do
préprio autor.



Na tabela 6 e nas figuras apresentadas no apéndice 8 estdo representadas o
percentual de trabécula éssea na coluna toracica, na epifise dos ossos longos
avaliados e na metéafise do umero. Nao houve diferenca em nenhum dos grupos
para as vértebras T1-T7 e para a metafise do umero; entretanto na regiao T8-T13,
na epifise da tibia proximal e na epifise do fémur distal os animais do grupo DAP
apresentaram maiores percentuais quando comparados aos seus respectivos
controles. Nao houve diferenca para o treinamento fisico sobre a quantidade de
trabéculas Osseas da coluna toracica, bem como para o percentual de trabécula

0ssea na epifise e metéfise do Umero, em nenhum dos grupos.

TABELA 6. Percentual de trabécula 6ssea nas vértebras toracicas, epifise dos 0ssos

Dieta controle Dieta de alta palatabilidade

Variaveis (%) NT T NT T
Vértebras toracicas T1-T7 49,1+7.,4 46,1+ 3,3 455+ 4,1 50,1+ 5,6
Vértebras toracicas T8-T13 42,311,8 46,4+ 4,3 52,9+3,5% 51,6+5,1*
Epifise do fémur distal 22,6+3,5 28,5+7,1 32,4+6,1* 33,0+4,7*
Epifise da tibia proximal 24,2+6,2 29,9492 36,9+4,4* 34,8+8,0*
Epifise do imero proximal 28,8+ 4,1 26,9+11,0 30,1+5,0 29,8+8,0
Metéfise do Gmero proximal 27,664 33,4+6,9 36,0+8,5 34,3+£9,3

*Diferenca em relacdo ao respectivo controle da dieta (DC-NT vs. DAP-NT; DC-T vs. DAP-T). “ Diferenca

em relacdo ao respectivo controle do treinamento (DC-NT vs. DC-T; DAP-NT vs. DAP-T). yDiferen(;a entre
0 grupo DAP — T vs. DC-NT, n=5 para o grupo DC-T e n=6 para o restante dos grupos. NT: nao treinado;
T: treinado. As figuras referentes a esta tabela estdo no apéndice 8. Fonte: resultado do préprio autor.

Em resumo, para as ratas alimentadas com a dieta controle, o treinamento fisico
aumentou o tecido 6sseo trabecular nas vértebras L4-L6, no fémur proximal e no
osso nasal (DC-T>DC-NT). Em relacéo as ratas alimentadas pela dieta DAP, houve
aumento da espessura do 0sso nasal e do percentual de tecido ésseo trabecular nas
vértebras lombares, na metafise e epifise da tibia e do fémur distal, nas vértebras
T8-T13 (DAP-NT>DC-NT) e n&o houve alteracdo para o Uumero. Além disso, a
obesidade causou osteopetrose nas vértebras L1-L3, que foi revertida pelo

treinamento fisico. Para os animais alimentados pela dieta de alta palatabilidade, o
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exercicio fisico ndo alterou o percentual de osso trabéculas nas vértebras L4-L6, nas
vértebras torcicas, no osso nasal, na metéfise da tibia e do fémur distal (DAP-
T=DAP-NT). Entretanto, o treinamento fisico aumentou o percentual de 0sso
trabecular do fémur proximal (DAP-T>DAP-NT) — TABELAS 7 e 8.

TABELA 7: Efeito do treinamento fisico sobre o tecido 6sseo trabecular de diferentes
sitios em ratas alimentadas pela dieta controle ou dieta de alta palatabilidade

Sitio 6sseo (Dc-N[T)Ss.TDc-T) (DAP-NDTA vPs.TDAP-T)
Vértebras L1-L3 N&o altera Diminui*
Vértebras L4-L6 Aumenta Nao altera
Vértebras T1-T7 N&o altera Néao altera
Vértebras T8-T13 Nao altera Nao altera
Fémur proximal Aumenta N&o altera

Osso nasal Aumenta Nao altera
Metéfise da tibia N&o altera N&o altera

Epifise da tibia Nao altera Nao altera
Metéafise do fémur distal N&o altera Nao altera
Epifise do fémur distal N&o altera N&o altera
Metafise do Umero Nao altera Nao altera
Epifise do imero N&o altera N&o altera

*Sitio que o treinamento fisico reverteu a osteopetrose (DAP-T=DC-NT e DC-T). DC-T: dieta
controle treinado. DAP-T: dieta de alta palatabilidade e n&o treinado.

TABELA 8: Efeito da dieta de alta palatabilidade sobre o tecido 6sseo trabecular de
diferentes sitios em ratas alimentadas pela dieta de alta palatabilidade e ndo treinadas

DAP-NT

Sitio 6sseo (DAP-NT vs. DC-NT)
Vértebras L1-L3 Aumenta*
Vértebras L4-L6 Aumenta
Vértebras T1-T7 Nao altera
Vértebras T8-T13 Aumenta
FEémur proximal N&o altera
Osso nasal Aumenta
Metafise da tibia Aumenta
Epifise da tibia Aumenta
Metéafise do fémur distal Aumenta
Epifise do fémur distal Aumenta
Metéafise do imero N&ao altera
Epifise do tmero N&o altera

*Sftio com inducdo de osteopetrose. 42



2.6 DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho mostram que ingestdo de uma dieta de alta
palatabilidade aumenta a massa corporal, a adiposidade, a concentracdo sérica de
leptina e a inflamacéo do tecido adiposo, além de induzir a uma condigdo de
intolerancia a glicose e resisténcia a insulina. Assim, essas respostas induzidas pela
dieta resultaram na obesidade dos animais, o que influenciou tanto a quantidade de
tecido Osseo trabecular em todo o esqueleto, como as suas caracteristicas, pois
causou osteopetrose de maneira sitio-dependente. Apesar do treinamento fisico ndo
ter alterado a adiposidade dos animais, bem como a massa corporal, as variaveis
séricas e as citocinas pro-inflamatérias do tecido adiposo, o treinamento aumentou o
percentual de tecido 6sseo trabecular nas vértebras L4-L6, no fémur proximal e a
espessura do 0sso nasal das ratas DC-T e reverteu a osteopetrose nas vértebras
lombares L1-L3 do grupo DAP-T.

A dieta de alta palatabilidade utilizada neste estudo tem sido empregada como um
modelo de inducdo de obesidade em ratos, o que € corroborado por estudos do
NOSSO grupo, que mostraram que esta dieta induziu o aumento da massa corporal,
da adiposidade e das concentracbes plasmaticas de triglicérides, leptina e insulina
(LIMA et al.,, 2008; BARCELLOS, 2012; OLIVEIRA et al., 2012). O aumento da
adiposidade causado pela dieta de alta palatabilidade parece ser influenciado pela
maior ingestdo alimentar (APENDICE 9); entretanto, é possivel especular os efeitos
da composicéo da dieta sobre as respostas metabdlicas, ja que os nutrientes podem
atuar sistemicamente como sinalizadores celulares (OLIVEIRA et al., 2012; MULLER
e KERSTEN, 2003). Essa hipotese € corroborada pelos dados que mostram a maior
guantidade de sacarose presente na dieta de palatabilidade, em relacdo a racéo
controle (TABELA 3). A dieta com maior quantidade de sacarose pode promover
maior ativacdo de enzimas lipogénicas devido maior ativacdo do ChREBP (proteina
de ligacdo ao elemento responsivo ao carboidrato) e ainda maior resposta
inflamatoria e resisténcia a insulina (SCHENK et al., 2008; RUTLEDGE e ADELI,
2007; UYEDA e REPA, 2006; ISHII et al., 2004; IRITANI et al., 1992). Além disso,

HAO et al. (2012) destaca que a maior quantidade de sacarose na dieta determina
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um maior indice glicémico, o que resulta em aumento da concentracdo de glicose
sanguinea e insulina pés-prandial, o que favorece o armazenamento de gordura.
Logo, é possivel sugerir que a diferenca na composicdo do carboidrato presente na
racao de alta palatabilidade, associado a maior ingestdo alimentar, contribuiu para
que 0s animais que a ingeriram apresentassem aumento da adiposidade e do indice
HOMA, bem como maiores concentracdes de leptina, triglicérides e de citocinas pro-
inflamatdrias quando comparados aqueles submetidos a dieta controle (GRAFICO
1A, TABELA 5, APENDICE 6 € 9).

E conhecido que a expansio dos adipdcitos leva & inflamac&o cronica de baixo grau
e contribui para o desenvolvimento da resisténcia a insulina, da dislipidemia e da
obesidade (AHIMA, 2011; SUN et al; 2011). Uma consequéncia da hipertrofia dos
adipdcitos é a hipoxia, com subsequente aumento da migracdo de macréfagos para
o tecido adiposo, que liberam citocinas proé-inflamatérias, tais como o TNF-alfa e a
IL-6, fatores conhecidos por ativarem vias intracelulares que promovem resisténcia a
insulina (SCHENK et al; 2008). Essas respostas parecem explicar por que, neste
estudo, os animais alimentados com dieta de alta palatabilidade apresentaram maior
indice HOMA e maior concentracdo de insulina para a mesma quantidade de glicose
sérica (GRAFICO 1A e TABELA 5). Como as concentracdes teciduais de TNF- alfa e
IL-6 também foram maiores, € possivel que essas citocinas tenham contribuido para

a resisténcia a insulina observada nesses animais.

O treinamento fisico ndo promoveu alteracdo na adiposidade, na massa corporal ou
nos parametros metabolicos e hormonais avaliados neste estudo, tanto nos animais
alimentados pela dieta controle, como nas ratas que ingeriram a dieta de alta
palatabilidade. Roedores sdo muito utilizados pela literatura como modelos de
animais para a pesquisa na area biologica. Na maior parte dos estudos, estes séo
abrigados sob condi¢fes de laboratério, mantendo-se sedentarios, com acesso livre
e ilimitado ao alimento. Quando comparados aos ratos que se exercitam ou que
comem menos, estes animais confinados sdo obesos, hiperalimentados e com
anormalidades metabolicas e endodcrinas, tais como resisténcia a insulina e
dislipidemia (MARTIN et al., 2010). No grupo DC-T observou-se que mesmo com a

realizacdo do treinamento fisico, a ingestdo alimentar foi maior em relacdo aos
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animais DC-NT. Além disso, esta variavel foi maior em ambos o0s grupos
alimentados com a dieta de alta palatabilidade em relagdo ao grupo DC-NT,
independente do treinamento fisico (APENDICE 9). A reducéo da ingest&o alimentar
ou o fornecimento de alimento de maneira intermitente, ao invés de continua, altera
significativamente estes parametros em ratos e camundongos (MARTIN et al., 2010).
Considerando que os animais durante o processo evolutivo, além de precisarem se
exercitar para obter o alimento, o suprimento alimentar ndo ocorria de maneira ad
libitum, é possivel especular que se o treinamento fisico do presente estudo fosse
realizado associado a um fornecimento intermitente e menor de racdo, a
adiposidade, a massa corporal e os parametros metabdlicos avaliados poderiam ter
sido alterados. Além disso, destaca-se que tais modificacfes sdo dependentes da
intensidade e duracdo do treinamento fisico, logo pode ser que a realizacdo de um
exercicio com maior carga de treinamento poderia ter alterado alguns dos

parametros avaliados.

Neste trabalho, a avaliacdo dos efeitos da obesidade e do treinamento sobre o
tecido Osseo foi realizada sobre o tecido Osseo trabecular. Este tecido por
apresentar uma maior relacdo entre volume e superficie, quando comparado ao
0sso cortical, € apontado como possuidor de uma maior atividade metabdlica e
sensibilidade — o que o torna mais susceptivel aos efeitos da obesidade e do
treinamento fisico e, portanto, mais sensivel para a avaliacdo dos efeitos desses
tratamentos (COMPSTON, 2001). Neste estudo, a dieta de alta palatabilidade
alterou o tecido 6sseo trabecular do esqueleto axial e apendicular de maneira sitio-
dependente. Na coluna lombar, na coluna toracica, no fémur distal (epifise e
metafise), na tibia (epifise e metéfise) e no 0sso nasal os animais alimentados com a
dieta de alta palatabilidade apresentaram maiores percentuais de 0sso trabecular
em relacdo aos seus controles (GRAFICO 2A, 2B, TABELA 6 e APENDICE 8). Nas
vértebras lombares L1-L3, além da maior quantidade de tecido ésseo trabecular,
foram observadas caracteristicas de osteopetrose. Esta patologia é definida como
uma doenca metabdlica generalizada causada pela reducdo na reabsorcdo ou
aumento na aposicao 6ssea (SERAKIDES, 2011). Assim, ha um desequilibrio em
favor da formacdo de o0sso, sendo que na macroscopia é observado aumento da
DMO, da radiopacidade e da resisténcia 6ssea (SERAKIDES, 2011). Em animais
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domésticos, a causa mais freqlente € o hipercalcitoninismo devido ao aumento da
ingestdo de calcio. Para manter a isocalcemia, 0 processo de reabsorcdo 6ssea é
retardado pela calcitonina, o que resulta em maior quantidade de osso (OCARINO,
2004; COUTINHO et al., 2008). Em seres humanos, a osteopetrose tem sido mais
associada as alteracdes genéticas (FATTORE et al., 2008). Outros fatores tambéem
podem causar a osteopetrose, tais como alteracdes da concentracdo sanguinea de
corticoides, horménios sexuais e mutacbes genéticas (SERAKIDES, 2011,
OCARINO et al.; 2008B).

No presente estudo, a ingestao alimentar das ratas alimentadas com a dieta de alta
palatabilidade foi maior aquela das ratas para as quais foi fornecida a dieta controle
(APENDICE 9). Entretanto, a racéo de alta palatabilidade possui menor quantidade
de calcio e fosforo quando comparada com a ragéo controle (TABELA 2) — o que foi
verificado através de analises quantitativas da presenca dos minerais fésforo e
calcio. Apesar dessa diferenca, foi verificado que ambas as racdes apresentam
quantidades de minerais dentro das recomendagdes do NRC (1995), (National
Research Council - Nutrient Requirements of Laboratory Rat). Dessa forma, os
grupos tratados com a dieta de alta palatabilidade apresentaram menor ingestao
desses minerais, quando comparados ao controle, mesmo que a ingestao alimentar
total diaria tenha sido maior nos grupos DAP (APENDICE 9). Além disso, a
concentracdo sérica de célcio foi similar entre os grupos (APENDICE 9). Portanto, a
osteopetrose e a maior quantidade de osso trabecular encontrada no esqueleto né&o
ocorreram devido ao excesso da ingestéo de calcio. COUTINHO et al (2008) ressalta
gue ha poucos relatos de casos de osteopetrose na literatura e dessa forma, mais
estudos sdo necessarios para que seja possivel o aprofundamento da investigagédo
sobre a etiologia da osteopetrose. Sendo assim, sugerimos que a dieta de alta
palatabilidade utilizada no presente trabalho, pode representar uma ferramenta para

uma padronizacéo de um modelo de estudo dessa patologia em ratos Wistar.

A visao classica apresentada pela literatura propde que as mulheres obesas séo
possuidoras de uma “prote¢ao” contra a osteoporose (REID et al., 1992; DELAET et
al., 2005; REID, 2008). Entretanto, os trabalhos estabelecem essa concluséo a partir
de resultados de apenas um sitio 0sseo. Além disso, os dados sdo obtidos a partir

46



somente da andlise da densitometria éssea, desconsiderando a qualidade do o0sso.
No presente estudo, ndo houve efeito da dieta de alta palatabilidade sobre a
quantidade de trabéculas no fémur proximal, mas a dieta aumentou o percentual de
tecido 0sseo trabecular em toda a coluna lombar e toracica, na tibia, no osso nasal e
no fémur distal. O maior percentual de tecido 6ésseo encontrada na coluna lombar
das ratas obesas foi acompanhada pela presenca de caracteristicas de
osteopetrose, observadas através da andlise morfoldgica. A quantidade aumentada
de trabeculas 6sseas pode comprometer a nutricdo dos osteocitos e levar a morte
dessas células (OCARINO et al., 200B). Assim, sugerimos que para melhor elucidar
a relacao entre tecido 6sseo e obesidade € necesséaria a avaliacdo de diferentes
sitios 6sseos, bem como parece ser fundamental o emprego de técnicas tanto para
a quantificacdo do tecido 6sseo trabecular - como a histomorfometria éssea - quanto

para a avaliagdo da sua morfologia.

ALBALA et al (1996) conclui que a obesidade “protege” do desenvolvimento da
osteoporose a partir da andlise da densitometria 6ssea da cabeca do fémur e da
coluna lombar em mulheres, porém, a qualidade do osso nao foi investigada. No
presente trabalho, também foi encontrada maior quantidade de tecido 6sseo na
coluna lombar das ratas obesas; entretanto, através da anélise morfolégica foram
observadas caracteristicas de osteopetrose. O tecido 6sseo apresentou trabéculas
espessas has extremidades da metéafise e nao foi possivel distinguir os limites entre
o tecido 0sseo trabecular e cortical. Houve formagédo de canais centrais no interior
da trabecular mimetizando o canal de Harvers e linhas de cimentagdo em locais
onde o tecido deveria ser do tipo trabecular (FIGURAS 5A e 6). Além disso, a
hipertrofia osteoblastica observada sugere que a maior quantidade de 0sso

encontrada ocorreu em fungdo da maior formacéo 0ssea (SERAKIDES, 2011).

Dentre os mecanismos que podem auxiliar na compreensdo desses resultados,
destaca-se a maior massa corporal encontrada nos animais alimentados com a dieta
de alta palatabilidade, pois o impacto mecanico gerado estimula a formacdo 0ssea
através da mecanotransducdo e, dessa forma, pode resultar em aumento da
densidade mineral 6ssea (ZHAO et al, 2007; 2008; REID,2008). Essa resposta €

uma hipotese plausivel porque a diferenciacdo da célula tronco mesenquimal pode

47



ocorrer em direcdo a formacéo de adipdcito ou de osteoblasto. Segundo DAVID et al
(2007) a carga mecanica promove downregulation do PPARy e favorece a
diferenciacdo osteogénica nas células tronco mesenquimais da medula éssea.
Entretanto, a espessura do 0sso nasal das ratas alimentadas pela dieta de alta
palatabilidade também foi maior (GRAFICO 3A), apesar desse sitio ser
compreendido como aquele sobre o qual ha menor impacto mecanico durante a
marcha (OCARINO et al., 2007). Dessa forma, sugere-se que fatores hormonais
também podem ter contribuido para a maior massa 6ssea encontrada nos animais

do grupo dieta de alta palatabilidade.

Dentre os fatores hormonais que podem influenciar o esqueleto, destacam se o
estrégeno, a insulina, a leptina, os corticoides e as citocinas pro-infamatorias (ZHAO
et al., 2008; REID, 2008). O estrégeno influencia o tecido ésseo tanto de forma
direta, por aumentar a formacéo de osteoblastos, favorecer a mineralizacao, e inibir
a osteoclastogénse, como através de efeitos indiretos no esqueleto, pois inibe a
producdo de citocinas pré-inflamatérias que favorecem a reabsorcdo éssea, tais
como o TNF-alfa e IL-6 (WEITZMANN e PACIFICI, 2006). Na obesidade, a maior
aromatizacdo dos androgénios em estrogenos que ocorre no tecido adiposo e a
inibicdo causada pela insulina da producédo hepética de globulinas transportadoras
de hormobnios sexuais (SHBG) aumentam a fracdo livre do estrdgeno no sangue,
resultando em hiperestrogenismo (MESEGUER et al., 2002; ZHAO et al., 2008;
REID, 2008). Assim, sugere-se que essa maior concentracdo de estrégeno
represente um dos mecanismos para explicar a maior DMO apresentada por
individuos obesos. Como nos resultados deste trabalho houve hipertrofia dos
adipdcitos e maior concentracdo seérica de insulina, sugere-se que tenha ocorrido
uma elevacao na concentracdo plasmatica do estrogeno das ratas alimentadas pela
dieta de alta palatabilidade, o que pode ter contribuido para a maior quantidade de
trabéculas e maior espessura do 0sso nasal neste grupo. Apesar da concentracéo
sérica de estrégeno nao ter sido mensurada no presente estudo, trabalhos futuros

poderdo ser conduzidos para a confirmacéo dessa hipétese.

A relacdo entre obesidade e tecido 0sseo pode também ser modulada pelos

horm&nios insulina e leptina, j& que ambos séo positivamente correlacionados com a
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DMO e encontram-se em maiores concentracdes em individuos obesos (REID et al.,
1993; STOLK et al., 1996; ROUX et al.,2003; REID, 2008). A concentracdo sérica de
ambos os horménios foram maiores no grupo DAP-NT em relacdo aos animais
alimentados pela dieta controle, além disso, houve correlacdo positiva e significativa
entre a leptina e a quantidade de tecido 6sseo trabecular nas vértebras L1-L3
(TABELA 5 e GRAFICO 3). Portanto, esses resultados reforcam o papel da insulina
e da leptina como horménios que aumentam a mineralizacdo 0ssea, a diferenciacéo
osteogénica e, assim, influenciam a quantidade de osso observada nos animais
obesos (THOMAS et al.; 1999; YANO et al., 1994; GORDELADZE et al.; 2002;
CORNISH et al., 2002; REID, 2008).

Além desses fatores, destaca-se que o tipo de nutriente predominante na dieta
possa ter efeitos sobre o esqueleto. Segundo MULLER e KERSTEN (2003), os
nutrientes podem atuar com sinalizadores nas células e exercer efeitos na
expressdo de genes e producdo de proteinas. LORINCZ et al (2010) encontraram
gue a ingestdo de uma dieta rica em lipideos e sacarose reduziu a espessura
cortical e a resisténcia do osso. Entretanto, como a dieta utilizada possuia maiores
quantidades de lipideos e sacarose simultaneamente, ndo € possivel concluir qual
dos dois macronutrientes determinou esta resposta. Como FERREEIRA et al (2010)
mostraram que carboidratos e lipideos podem modular diferentemente as respostas

metabdlicas e hormonais, € necessario distinguir os efeitos destes macronutrientes.

A tentativa de explicar a relacéo entre tecido 6sseo e obesidade conduz também aos
resultados obtidos com as investigacdes sobre TNF-alfa, IL- 6 e os glicocorticoides.
Esses fatores inibem a diferenciacdo osteogénica e estimulam a reabsorcdo éssea
através da osteoclasia (ZHAO et al, 2008; MIGLIACCIO et. al.; 2007). Assim, apesar
de muitos estudos proporem um efeito anabdlico da obesidade sobre o tecido 6sseo,
esta perspectiva tem sido questionada devido a maior producdo de citocinas pro-
inflamatorias e de glicocorticéides presentes na obesidade. Como a homeostase do
tecido 0sseo depende do balanco entre formacgéo e reabsorcgéo, o resultado final no
0sso sera determinado pela interagdo de fatores anabdlicos e catabdlicos. No
presente estudo, as concentracdes teciduais de TNF-alfa e de IL-6 foram maiores

nas ratas alimentadas com a dieta de alta palatabilidade, entretanto,
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concomitantemente, esses animais apresentaram maior quantidade de trabécula
O0ssea em todo o esqueleto. Dessa forma, € possivel sugerir que os efeitos dos
fatores anabolicos, tais como leptina, insulina e massa corporal preponderaram em

relacdo as acOes catabolicas dessas citocinas.

Estratégias atuais para a prevencdo do desenvolvimento da osteoporose focam em
maximizar o acumulo de massa 0ssea durante a vida do individuo, especialmente
antes da menopausa (IWAMOTO et al., 2005; HAGIHARA et al.; 2009). OCARINO et
al (2009) mostraram que, em ratas, a realizacdo do treinamento fisico trés meses
antes e trés meses apos ovariectomia foi mais efetiva em prevenir a osteopenia do
qgue a realizacao do protocolo de treinamento somente apos a deficiéncia hormonal.
O efeito do treinamento sobre alguns ossos € insuficiente para prover conclusdes
sobre a resposta de todo esqueleto ao estimulo fisico. Por isso, estudos de
diferentes ossos e com metabolismos distintos sdo fundamentais para o melhor

entendimento do efeito anabdlico da atividade fisica.

Os mecanismos pelos quais o treinamento fisico aumenta a massa 6ssea ainda ndo
sdo completamente elucidados, mas sugere-se que 0s efeitos podem ocorrem via
estimulo direto - através de forcas mecanicas que aumentam a diferenciacédo
osteogénica - e via estimulo indireto, por meio de hormdnios - como o horménio do
crescimento (GH) e o fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) que
aumentam durante o exercicio e apresentam efeitos anabolicos sobre o tecido 6sseo
(OCARINO & SERAKIDES, 2006). Nos animais alimentados com a dieta controle, o
treinamento fisico aumentou a quantidade de tecido 6sseo trabecular nas vértebras
L4-L6, no fémur proximal e no 0sso nasal e ndo influenciou os outros sitios 6sseos
avaliados neste trabalho. Para as vertebras lombares e para o fémur proximal, &
possivel especular que as forcas mecéanicas do exercicio fisico possam ter
contribuido para o aumento da formacgéo 6ssea. Entretanto, fatores hormonais e os
efeitos de vibracéo induzidos pelo exercicio fisico também podem ter influenciado, ja
gue o 0sso nasal — um sitio com menor impacto mecanico - também aumentou em
espessura com o treinamento fisico (OCARINO et al., 2007; OCARINO e

SERAKIDES, 2006; OXLUND et al., 2003).
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Como demonstrado no grafico 2A, no grupo DAP-T o treinamento fisico reduziu a
quantidade de tecido Osseo trabecular nas vértebras L1-L3 em relagdo ao grupo
DAP-NT e ndo houve diferenca em relacdo aos grupos alimentados pela dieta
controle. Além disso, foi constatado que as ratas do grupo DAP—-NT apresentaram
caracteristicas patoldgicas de osteopetrose que ndo foram observadas nos animais
DAP — T. Este resultado evidencia que o treinamento fisico reverteu a osteopetrose,
que foi desenvolvida como consequéncia da obesidade, nas vértebras L1-L3 e
restaurou o equilibrio entre aposicédo e reabsorcdo 6ssea. Apesar de nao ter sido
encontrada diferenca de dieta nos parametros de treinamento fisico avaliados nesta
dissertacdo (tempo de exercicio, velocidade méxima e trabalho no Ultimo teste
progressivo), € possivel especular que a eficiéncia mecéanica do animal obeso nao
treinado seja menor (CHEN et al.,, 2004). Como os animais sdo geneticamente
programados para se exercitar, € possivel que o treinamento fisico ‘restaure’ a
homeostase do tecido 6sseo, 0 que deixa o animal obeso menos distante do que € o
‘normal’. O treinamento fisico restabelece o equilibrio 6sseo com o objetivo de tornar
esse animal mais eficiente para se exercitar, ja que o 0sso € cerca de duas vezes
mais pesado que 0s outros tecidos, além de apresentar maior custo energético para
o individuo. Assim, a reducdo da massa 6ssea pode estar associada com menor

requerimento energético para os vertebrados se locomoverem (MARTIN, 2007).

Tanto no grupo DAP—NT, quanto no grupo DAP-T os osteoblastos apresentaram-se
ativos, com nucleos arredondados e houve presenca de hipertrofia osteoblastica.
Essas caracteristicas morfolégicas indicam que a reducdo do percentual de
trabécula 6éssea no grupo DAP-T nao ocorreu devido a uma diminuicdo da formacao
O0ssea. No grupo DAP-T o0s ostedcitos apresentaram-se ativos e alojados em
lacunas alargadas, indicando que pode ter ocorrido aumento na reabsorcdo 0ssea
profunda (ostedlise osteocitica). Esse processo pode ser influenciado por fatores
hormonais, tais como, o hormoénio da paratiredide (PTH), glicocorticéides, hormdnios
sexuais e citocinas. Como as concentragdes teciduais da IL-6 e TNF-alfa ndo foram
alteradas pelo treinamento fisico, provavelmente esses resultados foram
influenciados pelos outros fatores que atuam na reabsorcdo 6ssea. O aumento da
atividade do eixo hipotalamo — hipdéfise — adrenal induzido pelo exercicio eleva as

concentracdes plasmaticas de glicocorticoides, que além de estimular a reabsor¢éo
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O0ssea de forma direta, aumentam a liberacdo de PTH (BOUASSIDA et. al, 2006;
MIGLIACCIO et. al.; 2007).

2.7 CONCLUSOES

A obesidade aumentou o percentual de tecido O6sseo trabecular de forma sitio-
dependente. A primeira vista, este resultado parece corroborar a visdo classica da
literatura de que “obesidade é benéfica para o osso”. Entretanto, o presente estudo
mostrou pela primeira vez, através da andlise qualitativa das caracteristicas 0sseas,
gque essa maior quantidade de trabéculas foi acompanhada de alteracbes

patologicas de osteopetrose nas vértebras lombares.

Nas ratas ndo obesas, o treinamento fisico aumentou a quantidade de trabécula
O0ssea nas vértebras L4-L6, no fémur proximal e no osso nasal sendo que esse
resultado corrobora as recomendacgfes da utilizacdo do exercicio fisico como
estratégia para prevencao da osteoporose. JA nos animais obesos, 0 presente
trabalho mostra de maneira inédita que o treinamento fisico reverteu as alteracdes

Osseas induzidas pela obesidade.
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3 Obesidade altera de forma sitio-dependente o tecido 6sseo de ratas
ovariectomizadas

RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito da ovariectomia sobre o tecido 0sseo de ratas obesas.
Métodos: 24 Ratas Wistar com idade de 21 dias foram distribuidas em quatro
grupos: 1) Dieta controle (DC) — sham (NT); 2) Dieta controle e ovariectomia (OVX);
3) Dieta de alta palatabilidade (DAP) - sham; 4) DAP — OVX. Aos dois meses de
idade as ratas foram submetidas a ovariectomia bilateral ou cirurgia — sham e
mantidas por seis meses e dezesseis dias para inducao da osteoporose. Os animais
tiveram acesso a agua e racdo ad libitum durante todo o experimento. Na ultima
semana de experimento foi realizado um teste oral de tolerancia a glicose e, apés
cinco dias, foi realizada a eutanasia, a pesagem dos coxins adiposos e a retirada e o
armazenamento dos tecidos adiposos e do soro. O esqueleto foi colhido e
armazenado em formolaldeido tamponado 10% para analise histomorfométrica do
percentual de osso trabecular. As comparagfes entre os grupos foram realizadas
através da ANOVA two way. O nivel de significancia foi p<0,05. Resultados: a
massa corporal, o peso dos coxins adiposos, a area do tecido adiposo periuterino,
as concentragdes teciduais de TNF-afla e IL-6 e as concentracdes séricas de leptina,
de insulina e o indice HOMA foram maiores nas ratas alimentadas com a dieta de
alta palatabilidade. O grupo DAP-OVX apresentou maior concentracao de TNF-alfa
no tecido adiposo periuterino quando comparado com o grupo DAP-SHAM, e o
grupo DC-OVX apresentou maiores concentragdes teciduais de IL-6 em relacdo ao
grupo DC-SHAM. O percentual de osso trabecular na coluna lombar, na coluna
toracica, no fémur proximal, na metafise do fémur distal, na metéfise da tibia, na
metafise do Umero e a espessura do 0sso nasal foram menores para todas as ratas
ovariectomizadas DC ou DAP quando comparados com 0S seus respectivos
controles da castracdo (DC-SHAM vs. DC-OVX; DAP-SHAM vs. DAP-OVX). As
ratas alimentadas com a dieta de alta palatabilidade e ovariectomizadas
apresentaram maior percentual de trabécula 6ssea, quando comparadas com o0s
animais dieta controle e castrados, na coluna lombar, na coluna toracica, na
metafise do fémur distal e na metafise da tibia. Esses animais apresentaram maior
espessura do osso nasal em relacéo as ratas dieta controle. Entretanto, mesmo com
a dieta de alta palatabilidade, a ovariectomia induziu a osteoporose nas veértebras
L1-L3, metéfise da tibia proximal, metafise do fémur distal, fémur proximal e
vértebras toracicas (DAP-OVX<DC-SHAM). Conclusao: independente da dieta, a
ovariectomia induziu osteoporose. Entretanto, as ratas obesas apresentaram
osteoporose em menor intensidade e extensdo em comparagdo as ratas nao
obesas.

Palavras-chave: obesidade; osteoporose; ovariectomia.
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ABSTRACT

Chapter 2: Obesity-induced site-dependent alterations in the skeleton of
ovariectomized female rats

Objective: to investigate the effects of obesity on the skeletal in ovariectomized
female rats. Methods: female Wistar rats (21 days old) were divided into four groups:
1) control diet (C) — sham surgery (SHAM); 2) high palatability diet (HP) — SHAM; 3)
C — ovariectomy surgery (C—OVX); 4) HP-OVX. The rats received food and water ad
libitum throughout the experiment. At 2™ months of age, the rats were submitted to
bilateral ovariectomy or sham-surgery and were kept during six months to induce
osteoporosis. The rats received food and water ad libitum. On the last week of the
experiment an oral glucose tolerance test (OGTT) was performed. After five days, the
rats were euthanasiated and blood samples, adipose tissue and the skeleton were
collected. The skeleton was fixed in 10% buffered formalin to posterior
histomorphometry of the trabecular bone. Two-way ANOVA was applied to detect
differences between groups. Statistical significance was established at a value of
p<0,05. Results: body mass, adiposity, adipocyte area, serum leptin, serum insulin
concentrations, HOMA-IR index and the levels of TNF-alpha and IL-6 in adipose
tissue were greater for the rats fed HP diet. The concentration of TNF-alpha in
adipose tissue was elevated in HP-OVX compared to HP-SHAM. The rats C-OVX
had greater concentration of IL-6 in adipose tissue than C-SHAM. The percentage of
trabecular bone in lumbar vertebrae, in thoracic vertebrae, in proximal and distal
femur, in metaphyseal of tibia and humerus and the thickness of nasal bone were
reduced in ovariectomized rats when contrasted to sham-rats irrespective of diet
regimen (C-SHAM vs. C-OVX; HP-SHAM vs. HP-OVX). The percentage of trabecular
bone was greater in lumbar vertebrae, in thoracic vertebrae, in methapyseal of tibia
and distal femur in the obese ovariectomized rats compared to non-obese
ovariectomized rats. The group HP-OVX exhibited increased thickness of nasal bone
compared to the C-OVX group. However, the ovariectomy induced osteoporosis in
lumbar vertebrae (L1-L3), in thoracic vertebrae, in proximal femur, in metaphyseal of
the tibia and distal femur (HP-OVX<C-SHAM). Conclusion: Irrespective of diet
treatment, ovariectomy induced osteoporosis. However, obese rats showed lesser
intensive osteoporosis when compared to non-obese rats.

Key-words: obesity; osteoporosis; ovariectomy.
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3.1 INTRODUCAO

Tecido 6sseo com osteoporose e 0s hormdnios sexuais

A osteoporose € uma doenca metabdlica generalizada, caracterizada por menor
aposicao 6ssea decorrente de insuficiéncia osteoblastica (NUNES e NUNES, 1988).
Com base em evidéncias clinicas de que mulheres apdés a menopausa
apresentavam uma reducdo da concentracdo sanguinea de estrogeno que
correlaciona-se com uma menor DMO e um maior risco de fraturas, em 1940 foi
proposto pela primeira vez que a deficiéncia estrogénica é critica para o
desenvolvimento da osteoporose (RAISZ, 2005). Como os hormdénios sexuais
regulam a maturacdo e a preservacdo do esqueleto em homens e mulheres, tem
sido amplamente estudada a influéncia do hipogonadismo na regulacdo do tecido
0sseo (VENKEN et. al , 2008). Para melhor compreensdo dos mecanismos que
medeiam essa relacéo, a ovariectomia em roedores tem sido utilizada como modelo

de deficiéncia estrogénica e desenvolvimento da osteoporose (JEE e YAO, 2001).

Os receptores para horménios sexuais estdo presentes nos osteoblastos, ostedcitos,
osteoclastos, condrdcitos e células tronco mesenquimais da medula 6ssea, o que
sugere que estes hormdnios modulam o esqueleto através da ligacdo com estes
receptores (VENKEN et al, 2008). A menor aquisicao 6ssea durante o crescimento e
a reducdo da formacdo Ossea com a idade sdo fatores que determinam o
desenvolvimento da osteoporose. Ambos 0s processos sao regulados por fatores
hormonais, nutricionais, genéticos e ambientais (DOWNEY e SIEGEL, 2006). O
estrogeno é um dos estimulos reguladores da formagdo Ossea, pois atua
diretamente no tecido 6sseo aumentando a formacao de osteoblastos, favorecendo
a mineralizagcdo, inibindo a osteoclastogénse e induzindo a apoptose de
osteoclastos. Dentre as evidéncias experimentais que reiteram essas acoes,
destaca-se que, quando ovariectomizado, o animal tem seu potencial osteogénico
diminuido (OCARINO et al, 2008), além de apresentar maior apoptose dos
ostedcitos, 0 que € revertido apos reposicdo hormonal (FONSECA et al, 2011). O

estrogeno apresenta ainda efeitos indiretos no esqueleto, pois inibe a producéo de
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citocinas pro-inflamatorias que favorecem a reabsorcdo 0ssea e estdo aumentadas
apos ovariectomia e na osteoporose, tais como o TNF-alfa e IL-6 (WEITZMANN e
PACIFICI, 2006).

Relagcéo entre obesidade e osteoporose

Osteoporose e obesidade sao epidemias mundiais que inicialmente eram estudadas
como comorbidades distintas. Entretanto, como apresentado anteriormente no
capitulo 1 desta dissertacdo, evidéncias clinicas, evolutivas e experimentais tém
destacado que ambas as doencas compartilham varios aspectos em comum. A
associacdo de todas essas evidéncias mostra que had uma corregulacdo entre o
esqueleto, o tecido adiposo e a reproducdo (KARSENTY e OURI, 2012). Tém sido
propostos mecanismos para explicar essas evidéncias, tais como a maior formacao
Ossea devido a carga mecanica resultante da massa corporal aumentada, a maior
conversdo de androgénios em estrégeno pelo tecido adiposo, menores
concentracbes de SHBG (globulina transportadora dos hormonios sexuais), funcéo
anabdlica da insulina no osso e a acao das adipocinas secretadas pelo tecido
adiposo (ZHAO et al., 2008).

Apdés a menopausa as gbnadas reduzem a secrecdo dos horménios sexuais e
tecidos extragonadais aumentam a aromatizacao e, assim, a producao de estrégeno
(MESEGUER et al, 2002). Em funcdo da presenca da aromatase em diversos
tecidos do organismo, tais como nas gbnadas, no 0sso e nos adipdcitos, tem sido
proposto que o estrogeno apresenta agao paracrina e autocrina nestes orgaos. Com
a reducdo da produgdo estrogénica ap6s a menopausa, a concentracdo de
estrogeno circulante é derivada principalmente da conversdo dos androgénios
adrenais através da aromatase, sobretudo no tecido adiposo (VENKEN et. al , 2008;
MESEGUER et al, 2002). Os adipécitos produzem aromatase e, na obesidade, esta
secrecdo € aumentada devido a hipertrofia destas células (ZHAO et al, 2008; REID,
2008). O estrogeno produzido a partir da aromatizagdo no tecido adiposo representa

uma fonte importante deste horménio no hipogonadismo e sugere-se que esta fonte

56



represente um dos mecanismos para explicar o menor risco de fraturas encontradas
em mulheres obesas (ZHAO et al, 2008; REID, 2008).

Existem evidéncias de que a leptina participa da regulacdo do apetite, do balanco
energético (FRIEDMAN, 2009) e também do eixo hipotdlamo-hipofise-gbnadas
(AHIMA et al, 1997). A partir das consideracdes clinicas e evolutivas discutidas no
capitulo 1 desta dissertacdo, € possivel hipotetizar que essa adipocina influencie
tanto o tecido adiposo como a regulacdo da reproducdo e do esqueleto. Ja foi
demonstrado que a leptina sérica € diretamente correlacionada com a densidade
mineral 6ssea em mulheres no periodo da menopausa (ROUX et al, 2003). Estudos
experimentais apoiam essa hipétese, pois a administracdo periférica de leptina
atenua a reducdo da massa éssea apos a ovariectomia (BURGUERA et. al, 2001).
Além disso, ja foi demonstrado que a leptina inibe a diferenciacdo adipogénica das
células tronco mesenquimais e que esta funcdo esta reduzida em individuos com
osteoporose (AUTUDILLO et al, 2008).

Outro mecanismo proposto para explicar a relacao entre obesidade e osteoporose é
a hiperinsulinemia. Estudos clinicos mostram que a concentracdo de insulina
correlaciona-se positivamente com a DMO (REID, 2008; ZHAO et al., 2008).
Segundo esses autores, a insulina aumenta a diferenciacdo de osteoblastos e inibe
a atividade dos osteoclastos, promovendo assim um efeito anabdlico no tecido

dsseo.

A associagdo entre marcadores inflamatorios e DMO tem sido estudada no contexto
da menopausa. Embora o estrdgeno apresente efeitos diretos no tecido 0sseo,
evidéncias mostram que suas agfes também podem ocorrer através da inibicao de
citocinas pro-inflamatorias (WEITZMANN e PACIFICI, 2006). Experimentos em
humanos e em animais indicam que as citocinas proé-inflamatérias sdo mediadores
da reducédo da massa O0ssea que ocorre no hipogonadismo (PFEILSCHIFTER et al,
2002). Estudos clinicos reforcam essa visdo, pois concentracdes elevadas de IL-6,
TNF-alfa e Proteina C - Reativa (PCR) séo preditores de fraturas e correlacionam-se
negativamente com a DMO (DING et al, 2009; LENCEL e MAGNE, 2011). Além das

células do sistema imune, o tecido adiposo também representa uma fonte de
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citocinas pré-inflamatérias na menopausa. Macrofagos presentes nos adipécitos
secretam IL-6 e TNF-alfa que, por sua vez, estimulam a osteoclastogénese e inibem
a diferenciacao osteogénica (LENCEL e MAGNE, 2011; CAO, 2010).

ApoOs a ovariectomia ocorre upregulation na secrecdo do TNF-alfa e este representa
um dos possiveis mecanismos que explicam a reducdo da massa 6ssea observada
nas situacGes de deficiéncia estrogénica, ja que o estrégeno suprime diretamente
sua secrecao (ROGGIA et al, 2001). Evidéncias experimentais corroboram essa
hipotese, pois a administracdo de antagonista desta citocina atenua a diminuicdo da
massa 6ssea apoOs ovariectomia (MUNDY, 2007). Além disso, camundongos que
apresentam maior expressao do receptor soluvel de TNF-alfa, um antagonista das
acOes do TNF-alfa, ndo tem reducdo da massa 0ssea ap0s castracdo (AMMANN et
al, 1996). Observam-se estes mesmos efeitos para a IL-6: camundongos knockout
para IL-6 ndo apresentaram reducdo da massa 0ssea ap0s a ovariectomia (POLI et
al.; 1994). Dessa forma, a reducdo do estrégeno presente em mulheres na
menopausa e em ratas ovariectomizadas pode diretamente induzir a maior producéo

destas citocinas que possuem func¢éo catabdlica no tecido dsseo.

Portanto, a obesidade é associada com um quadro de inflamacao crbénica e tem sido
estabelecido que citocinas pré-inflamatérias medeiam a reducdo da massa Ossea
presente no hipogonadismo (CAO, 2010). Entretanto, apesar do efeito anabdlico que
a obesidade exerce sobre o tecido 6sseo, tem sido questionado se a inflamacao
cronica de baixo grau e a concentracdo elevada de glicocorticéides presentes na
obesidade influenciam as altera¢cdes no tecido 6sseo que ocorrem na osteoporose
(CAO, 2010; ZHAO et al, 2008).
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3.2 OBJETIVO

Verificar o efeito da ovariectomia sobre diferentes sitios 6sseos do esqueleto de ratas

obesas e sua associagcdo com as adipocinas.

HIPOTESES

As hipoteses a serem testadas sdo as seguintes:

Em relacdo aos efeitos da ovariectomia nos animais com obesidade induzida pela

dieta de alta palatabilidade:

Ho: A ovariectomia ndo altera a quantidade de osso trabecular de ratas obesas.

Hi: A ovariectomia altera a quantidade de osso trabecular de ratas obesas.

59



3.3 METODOS

Amostra e descricdo dos grupos

Foram utilizadas 24 ratas Wistar com a idade de 21 dias, provenientes do Centro de
Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biologicas (CEBIO) da UFMG. Os animais foram
mantidos em gaiolas individuais de polipropileno (30 x 20 x 19cm) com &gua e racao
ad libitum sob as mesmas condi¢cdes ambientais do experimento descrito no capitulo
anterior. A distribuicdo dos grupos foi realizada conforme descrito abaixo (FIGURA
1).

e Grupo DC-SHAM: Animais alimentados com a dieta controle e submetidos a
cirurgia - sham;

e Grupo DC-OVX: Animais alimentados com a dieta controle e submetidos a cirurgia
de ovariectomia;

e Grupo DAP-SHAM: Animais alimentados com racdo de alta palatabilidade e
submetidos a cirurgia - sham;

e Grupo DAP-OVX: Animais alimentados com racdo de alta palatabilidade e

submetidos a cirurgia de ovariectomia;

Experimento 2:

Efeito da ovariectomia sobre o tecido 0sseo de ratas obesas e nao

obesas
Dieta controle Dietade alta
(DC) palatabilidade (DAP)
SHAM oVvX SHAM oVvX

FIGURA 1. Representacdo esqueméatica dos grupos experimentais DC: Dieta controle.
DAP: Dieta de alta palatabilidade. SHAM: Cirurgia — sham. OVX: Cirurgia ovariectomia.
Fonte: criacao do proprio autor.



Delineamento experimental

Aos 21 dias de idade, as ratas foram distribuidas aleatoriamente em dois grupos:
animais que se alimentaram com racgédo controle (DC) ou com racédo de alta
palatabilidade (DAP) e iniciou-se o tratamento com as respectivas dietas. Ao
completarem dois meses de idade, as ratas foram submetidas a ovariectomia
bilateral ou cirurgia - sham (controle). ApGs a castracdo, os animais foram mantidos
no biotério durante seis meses para inducao da osteoporose, conforme descrito em
OCARINO et. al (2007). Segundo esses autores, ratas Wistar com dois meses de
idade, ao serem ovariectomizadas e mantidas por seis meses apresentam reducao
da porcentagem de osso trabecular, hipotrofia osteoblastica e osteoporose no
esqueleto quando comparados aos animais sham. Na dltima semana de
experimento foi realizado um teste oral de tolerdncia a glicose. A eutanasia foi
realizada apos jejum noturno, cinco dias depois do TOTG. Todos os animais foram
eutanasiados o periodo da manha (7h30min-12h). Este delineamento experimental
estd representado na figura 2. Informacdes complementares do delineamento

experimental e da distribuicdo dos grupos estéo disponiveis no apéndice 1.
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I I I | I I Idade dos animais

21 1 2 3 4 5 6 T 8 meses 8 meses
dias mes meses meses meses meses meses meses e 12 dias] e 16 dias
- Distribuicdo dos v
grupos em animais T ——cp TOTG Eutanasia
DC ou DAP ou cirurgia -
5 9 : sham
- Inicio do periodo
de tratamento
destes animais com
asrespectivas .
dietas 4

- Coleta sanguinea

DC: Dieta controle - Coleta dos tecidos

DAP: Dieta de alta palatabilidade - Coleta do esqueleto
TOTG: Teste oral de tolerancia a glicose

FIGURA 2: Representacdo esquematica do delineamento
experimental. Fonte: resultado do préprio autor.
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Procedimentos cirurgicos e inducdo da osteoporose

As ratas foram submetidas a ovariectomia bilateral ou cirurgia - sham, sendo
anestesiadas com ketamina e xilazina por via intramuscular. Realizou-se uma
incisdo bilateral de aproximadamente 1 cm na regido latero-dorsal. Em seguida, foi
feita, em ambos 0s grupos, a exteriorizacdo das gbnadas, sendo que apenas nos
animais ovariectomizados foi realizada a extirpacdo dos ovarios. Foi administrado o
antibiético terramicina por gavagem dois dias antes e dois dias apés a cirurgia. Na
necropsia dos animais, no dia da eutanasia, 0 sucesso da ovariectomia foi

confirmado através da atrofia do Utero em todas as ratas castradas.

Dieta, teste oral de tolerancia a glicose, eutanasia, procedimentos gerais com

as amostras sanguineas e teciduais

Estes procedimentos foram realizados conforme descrito nos métodos do capitulo 1

desta dissertacdo (paginas 20-21 e pagina 23).

Variaveis medidas e calculadas

Todas as variaveis medidas e calculadas deste capitulo (a massa corporal, a coleta
dos coxins adiposos, processamento e histomorfometria do tecido adiposo
periuterino, o indice de adiposidade, as concentracdes séricas de glicose, de leptina
e de insulina, o indice HOMA, as concentracdes de TNF-alfa e IL-6 no tecido
adiposo periuterino e a histomorfometria do tecido 6sseo) foram coletadas e
avaliadas conforme descrito nos métodos do capitulo 1 dessa dissertacéo (paginas
25-28).
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3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média * desvio padrao da média (DPM). O nivel de
significancia adotado foi 0<0,05. Inicialmente foi verificada a normalidade através do
teste Kolmogorov-Smirnov. As andlises foram realizadas em programas estatisticos
Statistica e Sigma Plot 11 — Sigma Stat. Foi utilizada a andlise de variancia two way

considerando duas fontes de variacéo (dieta e ovariectomia).

Em seguida, foi aplicado um teste post-hoc de acordo com o numero de grupos
(tratamentos) e coeficiente de variacdo (CV) da andlise de variancia, que foi

calculado através da seguinte equacao:

CVv= VQME
X geral

CV= coeficiente de variacdo da analise de variancia
QME: quadrado médio do erro

X geral: média de todos os dados

Para as variaveis com instabilidade baixa (CV<15%) foi utilizado o teste SNK e para
aguelas com instabilidade média e alta (CV=15-30% e CV> que 30%) foi utilizado o
Teste Fischer LSD (Teste t) - (SAMPAIO, 2007). Quando necesséario, foi realizada a

transformacao logaritmica para a normalidade dos dados.
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3.5 RESULTADOS

indice de adiposidade e area dos adipécitos

As ratas alimentadas com a dieta de alta de palatabilidade tanto as submetidas a
cirurgia sham como as ovariectomizadas apresentaram maior adiposidade quando
comparadas com os animais alimentados com a dieta controle (DC- SHAM vs. DAP-
SHAM, p<0,001; DC-OVX vs. DAP-OVX, p=0,02) — GRAFICO 1A. Os tecidos
adiposos periuterino e retroperitonial, todos relativizados pela massa corporal, foram
maiores nos grupos dieta de alta palatabilidade e ndo houve diferenca para o tecido
adiposo mesentérico (APENDICE 11). Ao avaliar o efeito da ovariectomia sobre o
indice de adiposidade, nao foi encontrada diferenca entre os grupos (DC-SHAM vs.
DC-OVX, p=0,08; DAP-SHAM vs. DAP-OVX, p=0,6) — GRAFICO 1A. A ovariectomia
nao alterou os tecidos adiposos periuterino, retroperitonial e mesentérico, todos
relativizados pela massa corporal (APENDICE 11). A analise histolégica mostrou
uma maior area dos adipdécitos tanto para 0os animais alimentados pela dieta de alta
palatabilidade como para aqueles que foram submetidos a cirurgia de ovariectomia
(DC-SHAM vs. DAP- SHAM; DC-OVX vs. DAP-OVX, p<0,01; DC-SHAM vs. DC-
OVX, p=0,01 e DAP-SHAM vs. DAP-OVX, p=0,03) — GRAFICO 1B e FIGURA 3.

Massa corporal

As ratas alimentadas com a dieta de alta palatabilidade apresentaram maior ganho
de massa corporal quando comparados aos seus respectivos controles (DC-SHAM
vs. DAP-SHAM; DC-OVX vs. DAP-OVX). Em relacao aos efeitos da castracéo, os
animais ovariectomizados apresentaram maior ganho de massa corporal em relagéo
aos animais submetidos a cirurgia — sham (DC-SHAM vs. DC-OVX; DAP-SHAM vs.
DAP-OVX) — TABELA 1. Esses mesmos resultados foram encontrados para a

massa corporal e estdo apresentados no apéndice 11.
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GRAFICO 1. indice de adiposidade e area dos adipdcitos. A) indice de adiposidade. B) Area dos
adipécitos. * Diferenca entre os grupos indicadas pelas barras horizontais, n=6 para todos 0s grupos e
comparagfes. SHAM: Cirurgia sham; OVX: Cirurgia de ovariectomia. Fonte: resultado do proprio autor.
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FIGURA 3. Andlise histologica de sec¢des do tecido adiposo periuterino. DC-SHAM (Dieta controle
e cirurgia SHAM); DC-OVX (Dieta controle e cirurgia de ovariectomia); DAP-SHAM (Dieta de alta
palatabilidade e cirurgia SHAM); DAP-OVX (Dieta de alta palatabilidade e cirurgia de ovariectomia).
Fonte: resultado do proprio autor.
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Teste oral de toleréncia a glicose

As comparacfOes ao longo do tempo do teste oral de tolerancia a glicose estédo
representadas no apéndice 12. A tabela 1 apresenta a &area sob a curva da
concentracdo sanguinea de glicose ao longo do tempo. As ratas alimentadas pela
dieta de alta palatabilidade apresentaram maiores valores quando comparados com
seus respectivos controles (DC- SHAM vs. DAP-SHAM, p=0,02 / DC-OVX vs. DAP-
OVX, p=0,03). Nao houve diferenca para a area sob a curva nas comparacdes
referentes ao efeito da castracdo — TABELA 1.

Variaveis séricas, indice HOMA e concentracdes de TNF-alfa e IL-6 no tecido
adiposo periuterino

Os animais alimentados com a dieta de alta palatabilidade apresentaram maiores
concentracdes séricas de leptina, insulina e maior indice HOMA quando comparados
aos seus controles da dieta (DC-SHAM vs. DAP-SHAM, p<0,001 para a leptina,
p=0,01 para insulina e p=0,03 para o indice HOMA; DC-OVX vs. DAP-OVX, p=0,01
para leptina e p<0,001 para insulina e indice HOMA). Nao houve diferenca na
comparacao referente ao efeito da ovariectomia (DC- SHAM vs. DC-OVX, p=0,07
para a leptina, p=0,2 para insulina e p=0,3 / DAP- SHAM vs. DAP-OVX, p=0,1, p=0,3
para insulina e indice HOMA) — TABELA 1. Variaveis séricas complementares estao

apresentadas no apéndice 11.

As ratas alimentadas com a dieta de alta palatabilidade apresentaram maiores
concentracbes de TNF-alfa e IL-6 no tecido adiposo periuterino em relagdo aos
animais submetidos a dieta controle (DC-SHAM vs. DAP-SHAM, p<0,001; DC -OVX
vs. DAP-OVX, p<0,01). Em relagédo aos efeitos da ovariectomia, o grupo DAP—-OVX
apresentou maior concentracdo de TNF-alfa em relacdo ao grupo DAP-SHAM, e
nao houve diferenca entre DC-SHAM vs. DC-OVX (p=0,07). Para IL-6, as ratas

ovariectomizadas alimentadas com a dieta controle apresentaram maiores
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concentracbes em relacdo ao grupo DC-SHAM, p<0,05 e ndo houve diferenca na
comparacao DAP-SHAM vs. DAP-OVX, p= 0,3 - (TABELA 1).

TABELA 1. Ganho de massa corporal, variaveis séricas, area sob a curva do TOTG, indice HOMA

e concentragdes de TNF-alfa e IL-6 no tecido adiposo periuterino.

Dieta controle Dieta de alta palatabilidade
Variaveis SHAM OVX SHAM OVX
AMC (g) 259,8+ 21,2 346,6445,7" 341,4+57,8* 436,5+67,0%"

Area sob a curva da glicose

L _ 15085+ 908,6 16234,5+1477,7 17852,5+ 1519,5* 18077,5+1543,6*
no TOTG (mg.dl™ x 120min)

Glicose (mg.dl™) 56,7+4,2 60,7+10,5 63,0£9,4 61,3+9,7
Insulina (ng/ml) 1,09+ 0,1 1,2+ 0,3 2,1+0,6* 2,7+1,3*
HOMA-IR 3,8+0,5 4,6+2,2 8,3+2,9* 10,4+45,3*
Leptina (ng.dl'l) 7,4+4,4 15,348,8 19,7+4,3* 25,9+9 5*
TNF-alfa (ng.massa de TAP) 69,5+14,2 121,0+45,8 224,5+112,0* 354,0i280,0*#
IL-6 (ng.massa de TAP) 134,3+75,7 226,0177,4# 327,8+73,3* 489,6+375,2*

*Diferenca em relacdo ao respectivo controle da dieta (DC-SHAM vs. DAP-SHAM; DC-OVX vs. DAP-OVX).

#Diferen(;a em relagdo ao respectivo controle da ovariectomia (DC-SHAM vs. DC-OVX; DAP-SHAM vs. DAP-
OVX), n=6 para todos os grupos e comparacdes, exceto para o grupo DC-OVX na variavel area sob a curva do
TOTG e para o grupo DC-SHAM para a variavel insulina e indice de HOMA. Para as concentracfes de TNF-alfa
e IL-6 no tecido adiposo periuterino foi necessaria a realizacdo da transformacéo logaritmica para a normalidade
dos dados. SHAM: Cirurgia sham; OVX: Cirurgia de ovariectomia. TAP: tecido adiposo periuterino. TOTG: teste
oral de tolerancia a glicose. AMC: ganho de massa corporal. Fonte: resultado do préprio autor.

Histomorfometria do tecido 6sseo: Vértebras, osso nasal e 0ssos longos

Nos graficos 2A e 2B e nas figuras 4A e 4B estao representados o percentual de
trabécula 6ssea nas vértebras L1-L3 e L4-L6. Os grupos submetidos a cirurgia de
ovariectomia apresentaram menores percentuais em relacdo aos animais sham em
ambos os sitios 6sseos (DC-SHAM vs. DC-OVX; DAP-SHAM vs. DAP-OVX, p <0,01

para todas as comparacdes). Os animais alimentados com a dieta de alta
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palatabilidade apresentaram maior quantidade de osso trabecular em toda a coluna
lombar, quando comparados aos seus respectivos controles da dieta (DC-SHAM vs.
DAP-SHAM; DC-OVX vs. DAP-OVX, p<0,001). Entretanto, apesar do grupo DAP—
OVX ter apresentado maior percentual de trabécula éssea que o grupo DC-OVX, foi
observado na andlise morfologica que ambos o0s grupos ovariectomizados
apresentaram caracteristicas histolégicas de osteoporose na coluna lombar. Os
osteoblastos apresentaram-se achatados, com nucleos fusiformes na superficie das
trabéculas, que estavam delgadas e em menor quantidade tanto no grupo DAP-
OVX como no grupo DC-0OVX, quando comparados com as ratas DC—SHAM. Houve
menor percentual de trabécula 6ssea em relacdo aos animais DC—SHAM em ambos
0S grupos castrados independentemente da dieta (DC-OVX vs. DC-SHAM; DAP-
OVX vs. DC-SHAM, p<0,01 para ambas as comparagdes) — (GRAFICO 2A -
FIGURA 4A). Entretanto, para as vértebras L4-L6 ndo houve diferenca na
comparacdo DAP-OVX vs. DC-SHAM, p=0,1 (GRAFICO 2B — FIGURA 4B).

A espessura do 0sso nasal, o percentual de trabécula 6ssea na metéfise da tibia, no
fémur proximal e na metafise do fémur distal foi menor em todos os animais que
foram submetidos a cirurgia de ovariectomia quando comparados aos seus controles
sham (DC-SHAM vs. DC-OVX; DAP-SHAM vs. DAP-OVX) — GRAFICOS 3A, 3B, 4A
e 4B / FIGURAS 5A, 5B, 6A e 6B. Nao houve efeito da ovariectomia na epifise da
tibia e na epifise do fémur distal — TABELA 2. Para 0 0sso nasal, para a metafise da
tibia, para a metéfise e epifise do fémur distal estes parametros foram maiores nos
grupos DAP em relagcdo aos animais DC (DC-SHAM vs. DAP—-SHAM; DC-OVX vs.
DAP-OVX) — (GRAFICO 3A, 3B e 4B / FIGURA 5A, 5B e 6B). Apesar desse efeito
da dieta, houve osteoporose na metéfise da tibia e na metafise do fémur distal das
ratas deste grupo, ja que o grupo DAP-OVX apresentou menores percentuais de
trabécula 6ssea em relacdo ao grupo DC-SHAM (GRAFICO 3B e 4B / FIGURAS 5B
e 6B). Diferentemente, a espessura do 0sso nasal foi maior para o grupo DAP-OVX
quando comparados com o grupo DC-NT — GRAFICO 3A / FIGURA 5A. N&do houve
efeito da dieta no fémur proximal — (GRAFICO 4A e FIGURA 6A).
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A: Vértebras lombares L1-L3
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B: Vértebras lombares L4-L6
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FIGURA 4. Analise histologica de seccdes das vértebras lombares, barra=594um. A) Vértebras lombares L1-L3. B)
Vértebras lombares L4-L6. DC-SHAM (Dieta controle e cirurgia sham); B: DC-OVX (Dieta controle e cirurgia de
ovariectomia); C: DAP- SHAM (Dieta de alta palatabilidade e cirurgia sham); D: DAP-OVX (Dieta de alta palatabilidade e

ciruraia de ovariectomia). As setas indicam as trabéculas 6sseas. Fonte: resultado do préprio autor.
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GRAFICO 2. Andlise de histomorfometria das vértebras lombares. A) Percentual de trabécula nas vértebras L1-
L3. B) Percentual de trabécula nas vértebras L4-L6. * Diferenca entre os grupos indicadas pelas barras
horizontais, n=6 para todos os grupos e comparagdes. SHAM: Cirurgia sham; OVX: Cirurgia de ovariectomia.
Estes graficos estao representados em tabelas no apéndice 14. Fonte: resultado do préprio autor.
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FIGURA 5. Analise histologica de secgbes do osso nasal e da metafise da tibia proximal. A) Osso nasal. B) Metéfise da
tibia proximal. DC - SHAM (Dieta controle e cirurgia sham); DC - OVX (Dieta controle e cirurgia de ovariectomia); DAP -
SHAM (Dieta de alta palatabilidade e cirurgia sham); DAP - OVX (Dieta de alta palatabilidade e cirurgia de ovariectomia).
As setas indicam as trabéculas 6sseas. Fonte: resultado do préprio autor.
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GRAFICO 3. Anélise de histomorfometria do osso nasal e metéfise da tibia proximal. A) Espessura do 0sso
nasal. B) Percentual de trabécula na metafise da tibia proximal. * Diferenca entre os grupos indicadas pelas
barras horizontais, n=6 para todos os grupos e comparac¢des. SHAM: Cirurgia sham; OVX: Cirurgia de
ovariectomia. Estes gréficos estdo representados em tabelas no apéndice 14. Fonte: resultado do préprio
autor.
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FIGURA 6. Analise histoldgica de secc¢des do fémur proximal e da metafise do fémur distal. DC-SHAM (Dieta controle
e cirurgia sham); DC-OVX (Dieta controle e cirurgia de ovariectomia); DAP-SHAM (Dieta de alta palatabilidade e
cirurgia sham); DAP-OVX (Dieta de alta palatabilidade e cirurgia de ovariectomia). As setas indicam as trabéculas

0sseas. Fonte: resultado do préprio autor.
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GRAFICO 4. Anadlise de histomorfometria do fémur proximal e da metafise do fémur distal. A) Percentual de
trabécula no fémur proximal. B) Percentual de trabécula na metéafise do fémur distal. * Diferenca entre os grupos
indicadas pelas barras horizontais indicadas, n=6 para todos 0s grupos e comparactes. SHAM: Cirurgia sham;
OVX: Cirurgia de ovariectomia. Estes graficos estdo representados em tabelas no apéndice 14. Fonte: resultado
do préprio autor.



Para as vértebras toracicas e metafise do Umero proximal, todos os animais
castrados apresentaram reducdo da quantidade de trabéculas, quando comparados
aos animais cirurgia sham (DC-SHAM vs. DC-OVX; DAP-SHAM vs. DAP-OVX) —
TABELA 2 e APENDICE 15. Para as vértebras toracicas, o grupo DAP—OVX
apresentou maiores percentuais de trabécula 6ssea quando comparado ao grupo
castrado alimentado com a dieta controle em toda a coluna (DC-OVX vs. DAP-OVX).
Todavia, os animais do grupo DAP-SHAM apresentaram maior quantidade de 0sso
trabecular em relagdo ao grupo DC-SHAM apenas na T8-T13. Apesar da maior
guantidade de o0sso nas vértebras toracicas do grupo DAP-OVX vs. DC-0OVX, o
grupo DAP-OVX apresentou caracteristicas histoldgicas de osteoporose e menores
percentuais de trabécula 6ssea para toda a coluna toracica quando comparado com
o grupo DC- SHAM. Né&o houve diferenca para as comparacdes referentes ao efeito
da dieta na epifise e metéafise do imero (TABELA 2 e APENDICE 13).

TABELA 2. Percentual de trabécula 6ssea nas vértebras toracicas, epifise dos ossos

Dieta controle Dieta de alta palatabilidade
Variaveis (%) SHAM OoVvX SHAM OoVvX
Vértebras T1-T7 49,1+7,4 31,644,9" 45,5¢4,1 38,3£3,0% P
Vértebras T8-T13 42,318 31,0 3,9" 52,943,5* 36,415,1%" P
Epifise do fémur distal 22,6+3,5 22,5+6,4 32,4+6,1% 40,8+15,2* P
Epifise da tibia proximal 24,2+6,2 27,4489 36,9+4,4* 35,3+5,3P
Epifise do umero proximal 28,8+4,1 22,8+6,6 30,1+5,0 24,8+10,0
Metafise do Gmero proximal 27,646,4 17,145,5" 36,0£8,5 24,1+10,9"

*Diferenca em relacdo ao respectivo controle da dieta (DC-SHAM vs. DAP-SHAM; DC-OVX vs. DAP-OVX).
#Diferen(;a em relacdo ao respectivo controle da ovariectomia (DC-SHAM vs. DC-OVX; DAP-SHAM vs. DAP-

OVX), P Diferenca entre o grupo DAP-OVX vs. DC-SHAM, n=6 para todos os grupos e comparacdes. SHAM:
Cirurgia sham; OVX: Cirurgia de ovariectomia. TAP: tecido adiposo periuterino. As figuras referentes a esta tabela

estdo no apéndice 13. Fonte: resultado do préprio autor.
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Em resumo, os animais ovariectomizados apresentaram osteoporose no esqueleto

axial e apendicular, independentemente da dieta, com excec¢éo da epifise dos 0ossos

longos (DC-OVX < DC-SHAM; DAP-OVX < DAP-SHAM).

Animais obesos

apresentam maior percentual de osso trabecular nas vértebras lombares, na coluna

toracica, na metéfise da tibia proximal, na metéafise do fémur distal, no osso nasal,

na epifise da tibia e na epifise do fémur distal (DAP-OVX>DC-OVX). Entretanto,

mesmo com a dieta de alta palatabilidade, a ovariectomia induziu a osteoporose nas

vértebras L1-L3, metafise da tibia proximal, metafise do fémur distal, fémur proximal

e vértebras toracicas (DAP-OVX<DC-SHAM) — TABELA 3.

TABELA 3: Efeito da ovariectomia sobre o tecido 6sseo trabecular de diferentes sitios
em ratas alimentadas pela dieta controle ou dieta de alta palatabilidade

Sitio 65560 DC-OVX DAP-OVX DAP-OVX
(DC-OVX vs. DC-SHAM) (DAP-OVX vs. DAP-SHAM) (DAP-OVX vs. DC-SHAM)
Vértebras L1-L3 Diminui Diminui Menor que DC-SHAM
Vértebras L4-L6 Diminui Diminui N&o tem diferenca
Vértebras T1-T7 Diminui Diminui Menor que DC-SHAM
Vértebras T8-T13 Diminui Diminui Menor que DC-SHAM
Fémur proximal Diminui Diminui Menor que DC-SHAM
Osso nasal Diminui Diminui Maior que DC-SHAM
Metéfise da tibia Diminui Diminui Menor que DC-SHAM
Epifise da tibia N&o altera N&o altera Maior que DC-SHAM
Metéafise do fémur distal Diminui Diminui Menor que DC-SHAM
Epifise do fémur distal N&o altera N&o altera Maior que DC-SHAM
Metéafise do Umero Diminui Diminui Menor que DC-SHAM
Epifise do tmero N&o altera N&o altera N&o tem diferenca

DC-OVX: dieta controle e ovariectomizado. DAP-OVX: Dieta de alta palatabilidade e ovariectomizado. DC-
SHAM: dieta controle e cirurgia sham. DAP-SHAM: dieta de alta palatabilidade e cirurgia sham. Fonte:

resultado do préprio autor.
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3.7 DISCUSSAO

A ovariectomia resultou em aumento da massa corporal, da &rea dos adipdcitos, da
concentragdo tecidual de citocinas pro-inflamatorias, sendo estes efeitos
potencializados pela associacdo entre castracdo e dieta de alta palatabilidade. Os
resultados deste trabalho mostram que a ovariectomia induziu a reducdo da
quantidade de trabéculas O0sseas e osteoporose em ambos 0s grupos, de forma
sitio-dependente. Apesar do grupo DAP—-OVX ter apresentado maiores percentuais
de trabécula o6ssea em relagdo ao grupo DC-OVX, ambos apresentaram
osteoporose e menor quantidade de osso trabecular em relacdo ao controle sham,
tanto no esqueleto axial, como apendicular, com excec¢do do 0sso nasal, da epifise
do fémur distal e tibia proximal.

A ovariectomia mimetiza o periodo apdés a menopausa, no qual a concentracdo de
estrogeno esté reduzida, o que promove efeitos tanto no sistema esquelético, como
no metabolismo (JIANG et al., 2008). Camundongos knockout para o receptor de
estrogeno apresentam maior adiposidade e menor gasto energético que aqueles
controles (HEINE et al.,, 2000). Além disso, evidéncias tém mostrado que o
estrogeno regula a ingestdo alimentar e o balanco energético, pois atua de forma
anorexigena ao estimular a saciedade e aumentar o gasto calérico (LIANG et al.,
2002; GAO et al.,, 2007; AINSLIE et al., 2001; JIANG et al.,, 2008). Dentre os
mecanismos que explicam a obesidade induzida pela ovariectomia, destaca-se a
hiperfagia transitoria associada com o aumento da expressdo do neuropeptidio Y
(NPY) e com a reducdo da sensibilidade a leptina no hipotdlamo — (AINSLIE et al.,
2001), a reducao da atividade da enzima lipase horménio sensivel (LPL) — (TOTH et
al., 2001; JIANG et al., 2008) e a reducdo da oxidacao lipidica (PAQUETTE et al.,
2008). Apesar dos efeitos do estrogeno no apetite, tem sido proposto que a
hiperfagia induzida pela ovariectomia & apenas transitoria e contribui para a maior
adiposidade apenas nas primeiras semanas apos a cirurgia (JIANG et al., 2008;
AINSLIE et al, 2001). A manutencdo da maior massa corporal nesses animais
parece estar associada a outros mecanismos, tais como a reducdo da taxa
metabdlica e a diminuicdo da oxidacdo de gordura (JIANG et al.,, 2001; D’EON,
2005; WOHLERS et al., 2011).
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Nossos resultados corroboram os trabalhos anteriores que encontraram indugéo de
obesidade ap0s a castracdo, pois 0s animais ovariectomizados tantos o0s
alimentados com a dieta controle, como com a dieta de alta palatabilidade
apresentaram maior area dos adipocitos e maior massa corporal. A comparacdo
entre os grupos DC-OVX vs. DC-SHAM apresentou p=0,07-0,08 para 0s coxins
adiposos, para o indice de adiposidade, para a concentracao seérica de leptina e para
a concentracdo tecidual de TNF-alfa (GRAFICO 1A, TABELA 1 e APENDICE 15).
Como essas variaveis sao consideradas altamente instaveis (CV da analise de
variancia= 19,1-40,01%), é possivel que a quantidade de unidades experimentais
utilizadas nédo tenha sido suficiente para que a variabilidade da medida néo
influenciasse o resultado. Em relacdo a ingestdo alimentar ndo houve efeito da
ovariectomia (APENDICE 15); entretanto, considerando que a hiperfagia induzida
pela castracdo € transitoria (2-5 semanas) — (AINSLIE et al., 2001; JIANG et al.,
2008) este resultado corrobora a literatura, pois a ingestdo alimentar foi mensurada
nas sete Ultimas semanas de experimento (20 semanas apos a cirurgia). De acordo
com 0s mecanismos ja discutidos no capitulo 1 que fazem com que a dieta de alta
palatabilidade cause obesidade (aumento da ingestdo alimentar e composicao da
dieta), é possivel sugerir que esses efeitos também estiveram presentes e que a
interacdo entre a dieta de alta palatabilidade e a ovariectomia potencializou a
obesidade nos animais, que € evidenciado pela maior massa corporal e area dos
adipocitos do grupo DAP—-OVX vs. DC-OVX (TABELA 1 e GRAFICO 1B).

Apesar dos animais ovariectomizados apresentarem maior adiposidade e maior
massa corporal, ndo houve diferengca na concentracdo sérica de glicose e de
insulina, bem como no indice HOMA e na area sob a curva do TOTG (TABELA 1).
Esses resultados sdo semelhantes aos encontrados por DAMIRCHI et al. (2010) e
refletem que a maior adiposidade visceral induzida pela ovariectomia é apenas um
dos fatores que determinam a resisténcia a insulina e que outras altera¢des parecem
ser mais determinantes para o seu desenvolvimento, tais como a composi¢cao da
dieta ingerida e o acumulo ectépico de gordura (KIENS, 2006; FERREIRA et al.,
2010; SHENK et al., 2008; RUTLEDGE e ADELI, 2007; UYEDA e REPA, 2006; ISHII
et al., 2004).
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Experimentos tanto na espécie humana, como em roedores, tém mostrado que na
menopausa ou apos a ovariectomia ocorre aumento das concentracdes de citocinas
pré-inflamatérias que sdo mediadoras da diminuicdo da DMO induzida pela
deficiéncia estrogénica (DING et al., 2008; MUNDY, 2007; CAO, 2011; LENCEL e
MAGNE, 2011). Em concordancia com isso, experimentos conduzem a resultados
que mostram que estrogeno possui efeitos diretos nas células do tecido 6sseo —
como a estimulacdo da formacdo Ossea - e indiretos, pois reduz a producédo de
citocinas pré-inflamatérias, tais como o TNF-alfa e IL-6 que favorecem a reabsorcao
Ossea e inibem a osteoblalstogénse (WEITZMANN e PACIFICI, 2006). A associacao
do hipogonadismo com a expansao do tecido adiposo presente nos animais
castrados aumentou a producdo de TNF-alfa no tecido adiposo periuterino (DAP—
OVX vs. DAP—-SHAM, p<0,05) e de IL-6 tecidual (DC-OVX vs. DC-SHAM, p<0,05).
A comparacao entre os grupos DC-OVX vs. DC-SHAM apresentou p=0,08 para o
TNF-alfa, logo € possivel que o niumero de unidades experimentais utilizadas neste
estudo tenha influenciado este resultado. Além de modificar a DMO por fatores
mecanicos, a obesidade também pode modular o turnover 6sseo em decorréncia de
respostas enddcrinas e da inflamacdo aumentada no sistema (MUNDY, 2007).
Assim, é possivel sugerir a concentracdo no plasma dessas citocinas tenha elevado
e, portanto contribuido para a menor quantidade de osso trabecular encontrada nos
animais castrados. Entretanto, o grupo DAP—OVX apresentou maior inflamacéao e,
concomitantemente, maior percentual de trabéculas em relagcdo aos animais dieta
controle. Logo, sugere-se que, nos animais alimentados com a dieta de alta
palatabilidade, outros fatores anabdlicos, tais como o aumento nas concentracdes
de leptina e de insulina, podem ter sido preponderantes no balanco entre reabsor¢ao

e aposicao 0ssea.

A ovariectomia € um modelo de inducdo de osteoporose bem estabelecido pela
literatura (JEE e YAO, 2001; LELOVAS et al., 2008; OCARINO et al., 2007; 2008A).
O estrégeno, além de atuar no remodelamento Gsseo, pois regula nos osteoblastos
a expressdo de genes que codificam o colageno tipo 1 e as proteinas nao
colagénicas, aumenta a diferenciacdo osteogénica, a sintese e a mineralizacdo do
tecido 6sseo (RIBEIRO et al., 2003). Além disso, o estrogeno atua também na

manutencdo da viabilidade dos ostedcitos, na inibicdo da reabsorcdo Ossea e da
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sintese de citocinas proé-inflamatérias (RIBEIRO et al., 2003). Dessa forma, a
deficiéncia estrogénica induzida pela ovariectomia reduz a diferenciacao
osteogénica e promove a osteoporose em ratas Wistar (OCARINO et al., 2008 A), o
que esta de acordo com o presente trabalho, pois os animais ovariectomizados -
independentemente da dieta consumida-apresentaram menor quantidade de
trabécula 6ssea em todo o esqueleto axial e apendicular em comparagdo aos seus
respectivos controles SHAM (DC—-SHAM vs. DC-OVX e DAP-SHAM vs. DAP-OVX),

com excecao da epifise dos ossos longos.

Tem sido estabelecido pela literatura, com base em estudos epidemiologicos, que
individuos obesos apresentam maior DMO (REID et al., 1992, 2008; ABALA et al.,
1996). Dessas observacdes, surgiu a classica premissa de que a obesidade
“protege” contra o desenvolvimento da osteoporose. Realmente, nossos resultados
mostraram que houve efeito da dieta de alta palatabilidade, pois o grupo DAP—-OVX
apresentou maior quantidade de trabécula 6éssea em relacdo ao grupo DC-OVX,
exceto para o umero e o fémur proximal. Apesar disso, 0s animais alimentados pela
DAP obtiveram menores percentuais de trabécula 6ssea em comparag¢do ao grupo
DC-SHAM nas vértebras L1-L3, em toda a coluna torécica, na metafise da tibia e do
fémur distal, ou seja, houve osteoporose mesmo na presenca da obesidade. Assim,
a afirmacao de que “a obesidade é benéfica para o 0sso” deve ser analisada com
cautela, pois as ratas obesas também apresentaram osteoporose, embora em
menor intensidade que as ratas alimentadas pela dieta controle. Considerando as
alteracBes enddcrinas, metabdlicas e a maior adiposidade nas ratas alimentadas
com a dieta de alta palatabilidade observadas neste estudo, destaca-se que a
presenca de osteoporose, embora em menor intensidade que o grupo DC-OVX, é
mais dispendiosa para o individuo do que benéfica. Além disso, reitera-se que 0s
estudos epidemiolégicos que estabelecem essa afirmacdo nao avaliam as

caracteristicas do 0sso, conforme discutido no capitulo 1.

Diferentemente desses resultados, na epifise do fémur distal e no osso nasal, o
grupo DAP—-OVX apresentou maiores percentuais de trabécula 6ssea em relagéo ao
grupo DC-SHAM. A ovariectomia nao influenciou a massa Ossea da epifise dos
0ssos longos (TABELA 2), o que acorda com a literatura que mostra que nao ha
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efeito da castracdo na epifise dos ossos longos (WESTERLING et al., 1997; JEE e
YAO, 2001; LELOVAS et al., 2008). WESTERLING et al. (1997) ressalta que a
epifise aparenta maior “estresse mecanico” e, por isso, sua massa 0ssea € mais
facilmente preservada ap0s a ovariectomia. Como nao houve diferenca da castracéo
na epifise em ambos o0s grupos ovariectomizados, é possivel que, neste sitio, 0
efeito da obesidade (fatores hormonais, tais como a leptina, bem como a maior
massa corporal) foi preponderante sobre o balanco entre aposicdo e reabsorcao
O0ssea. Diferentemente, houve efeito da castracdo na espessura do 0sso nasal,
entretanto, o grupo DAP-OVX apresentou maiores valores em relacdo a todos os
animais dieta controle, até mesmo que os nio castrados. E estabelecido pela
literatura que 0 0sso nasal € um sitio submetido a um menor impacto mecanico,
sujeito apenas a efeitos hormonais e vibratorios (OCARINO et al., 2007; OCARINO e
SERAKIDES, 2006; OXLUND et al., 2003). Dessa forma, sugere-se que, N0 0SSO
nasal, os efeitos hormonais, tais como maior concentracdo de leptina, insulina e

estrogeno tenham contribuido para esse resultado.

Dentre os mecanismos que explicam a maior quantidade de osso trabecular nos
animais alimentados com a dieta de alta palatabilidade e castrados destacam-se a
maior concentracdo de leptina e insulina (TABELA 1). A administracdo periférica de
leptina atenua a reducdo da massa Ossea apds a ovariectomia em ratas
(BURGUERA et al., 2001). Além disso, ja foi demonstrado que a leptina inibe a
diferenciacdo adipogénica e estimula a osteogénica, sendo que esta funcdo esta
reduzida em individuos eutréficos com osteoporose (THOMAS et al.,, 1999;
AUTUDILLO et al, 2008). A concentragdo sérica de insulina também é associada
com a maior DMO, ja que este hormdnio aumenta a formacéao 6ssea (YANO et al.,
1994; STOLK et al., 1996). Assim, sugerimos que a maior concentracdo serica
desses hormdnios possa ter contribuido para a maior quantidade de tecido 6sseo
encontrada nas ratas alimentadas com a dieta de alta palatabilidade. A tentativa de
explicar esses resultados também conduz para a maior fracdo livre de estrogeno
encontrada em individuos obesos, que ocorre devido a hipertrofia dos adipécitos e a
diminuicdo da concentracdo sérica de SHBG induzida pela insulina, jA que este

hormbénio aumenta a formacdo Ossea (ALBALA et. al., 1996). Apesar da
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concentracdo sérica de estrégeno ndo ter sido mensurada no presente estudo,

trabalhos futuros poderéo ser conduzidos para a confirmacao dessa hipotese.

A maior massa corporal € conhecida por estimular vias de sinalizacdo que
aumentam a mecanotransducéo e, assim, a diferenciacao osteogénica (REID et. al.,
1993; 2008). Entretanto, no presente estudo, 0s animais castrados apresentaram
maior massa corporal em relacdo aos controles sham independentemente da dieta
(TABELA 1 e APENDICE 11). Segundo JIANG et al. (2008), o aumento de massa
corporal induzido pela ovariectomia em animais alimentados com a dieta controle
ndo influencia o tecido 0sseo pois, nessa situacdo, o efeito do hipogonadismo
parece suplantar os demais resultando em reducdo da formacdo Oéssea e,
consequentemente, na indugcdo da osteoporose. Todavia, como o grupo DAP-OVX
apresentou maior massa corporal em relacdo ao grupo DC-OVX, € possivel que
para as ratas alimentadas pela dieta de alta palatabilidade a maior massa corporal

possa ter influenciado nos resultados.
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3.8 CONCLUSOES

Independente da dieta, a ovariectomia induziu a osteoporose. Logo, € necessario ter
cautela na afirmacao de que a “obesidade é benéfica para o 0sso”, ja que as ratas
obesas também apresentaram osteoporose, embora em menor intensidade e
extensdo que as ratas eutroficas. Além disso, ressaltamos que as alteragcbes
endocrinas e metabdlicas avaliadas no presente estudo e a adiposidade foram
potencializadas na interacdo entre obesidade e ovariectomia, o que sugere que essa

associacao pode ser mais dispendiosa para o individuo do que benéfica.
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4 Treinamento fisico modifica de forma sitio-dependente o esqueleto de ratas

ovariectomizadas obesas e ndo obesas

RESUMO

Objetivo: Verificar o efeito do treinamento fisico sobre o tecido ésseo trabecular de
ratas obesas e ndo obesas com osteoporose. Métodos: 36 ratas Wistar com idade
de 21 dias foram distribuidas em seis grupos: 1) Dieta controle (DC) - cirurgia sham
(SHAM) - nédo treinadas (NT); 2) Dieta de alta palatabilidade (DAP)-SHAM-NT; 3) DC
— cirurgia de ovariectomia (OVX)-NT; 4) DAP-OVX-NT; 5) DC-OVX- treinadas (T); 6)
DAP-OVX-— T. Os animais tiveram &gua e racdo ad libitum durante todo o
experimento. Os animais foram submetidos a cirurgia de ovariectomia ou cirurgia
sham aos dois meses de idade e mantidos por trés meses para inducdo da
osteoporose. ApoOs esse periodo, foi realizado o teste progressivo (TP) para
avaliacdo da velocidade maxima (Vmax) € determinacdo da intensidade do
treinamento. Em sequiéncia, os animais foram submetidos ao treinamento fisico a
60-65% da Vmax do TP durante 30 min/ dia por 13 semanas. Na 14° semana foi
realizado um teste oral de tolerancia a glicose (TOTG). 72h ap6s o ultimo TP foi
realizada a eutanasia, pesagem dos coxins adiposos, retirada e armazenamento do
tecido adiposo e do soro. O esqueleto foi colhido e armazenado em formaldeido
tamponado 10% para analise histomorfométrica do percentual de osso trabecular.
As comparacdes entre os grupos foram realizados através do ANOVA two way. O
nivel de significancia foi p<0,05. Resultados: os animais treinados apresentaram
maior tempo de exercicio (min), trabalho (kgm) e velocidade maxima (km.h™). A
massa corporal, o peso dos coxins adiposos, a area do tecido adiposo periuterino, a
concentracdo sérica de leptina, de insulina, o indice HOMA e as concentracdes
teciduais IL-6 foram maiores nas ratas DAP em relacdo as ratas DC. O treinamento
fisico ndo alterou a adiposidade, a concentracéo sérica de leptina e insulina, o indice
HOMA e a concentragdo tecidual de IL-6. Os animais ovariectomizados
apresentaram maior massa corporal e maior area dos adipécitos em relacao as ratas
submetidas a cirurgia sham independente da dieta. A massa corporal e a
concentracdo de TNF-alfa no tecido adiposo periuterino foram menores para 0 grupo
DAP-OVX-T em relagdo ao DAP-OVX-NT. Para os animais dieta controle e
ovariectomizados, o treinamento fisico aumentou o percentual de osso trabecular e
atenuou as caracteristicas de osteoporose nas vertebras lombares, no 0sso nasal,
no fémur proximal e na metafise da tibia. O treinamento fisico, apesar de nao ter
alterado o tecido 6sseo das ratas DAP—OVX-T em relacdo as ratas DAP—-OVX-NT,
atenuou a osteoporose nas vértebras L1-L3, na metéfise da tibia proximal, no fémur
proximal e nas vertebras T8-T13 (DAP-OVX-T=DC-SHAM-NT; DAP-OVX-NT<DC-
SHAM-NT). Conclusao: Independente da dieta, o treinamento fisico atenuou ou até
mesmo reverteu as alteracfes 0sseas induzidas pela osteoporose de forma sitio-
dependente. Entretanto, esses efeitos foram menos evidentes nas ratas obesas,
sendo que este resultado pode estar associado com a maior inflamacdo encontrada
nesses animais.

Palavras-chave: obesidade; osteoporose; ovariectomia; treinamento fisico.
82



ABSTRACT

Chapter 3: Physical training-induced site-dependent alterations in the skeleton
of obese and non obese female rats with osteoporosis

Objective: to investigate the effects of physical training on the skeletal in obese
female rats and non-obese female rats with osteoporosis. Methods: Female Wistar
rats (21 days old) were divided into six groups: 1) control diet (C) — sham surgery
(SHAM)—non trained (NT); 2) high palatability diet (HP)-SHAM -NT; 3) C -
ovariectomy surgery (OVX)-NT; 4) HP-OVX-NT; 5) C-OVX-trained (T); 6) HP-OVX-T.
The rats received food and water ad libitum. At 2 months of age, the rats were
submitted to bilateral ovariectomy or sham-surgery and during three months the
osteoporosis were induced. At 5 months of age, the rats were familiarized with
treadmill running and submitted to the first maximal graded exercise testing to
evaluate of the maximal velocity (Vmax) and also to obtain the intensity of the physical
training. The animals were submitted to physical exercise for 30min a day during 13
weeks. On the 14™ week an oral glucose tolerance test (OGTT) and the 5™ maximal
graded exercise testing was realized. After 72h, the rats were euthanasiated and
blood samples, adipose tissue and the skeleton were collected. The skeleton was
fixed in 10% buffered formalin to posterior histomorphometry of the trabecular bone.
Two-way ANOVA was applied to detect differences among groups. Statistical
significance was established at a value of p<0,05. Results: All exercise-trained rats
presented higher exercise time (min), work (kgm) and maximal velocity (km.h™).
Body mass, adiposity, adipocyte area, serum leptin, serum insulin, HOMA-IR index
and the levels of TNF-alpha and IL-6 in adipose tissue were greater for the rats fed
HP diet. Exercise training did not alter the adiposity, adipocyte area, serum leptin,
triglycerides, insulin concentrations, HOMA-IR and the levels of IL-6 in adipose
tissue. The ovariectomized rats had greater body mass and adipocyte area
compared to the surgery sham rats independent of the diet. Physical training reduced
the body mass and the levels of TNF-alpha in adipose tissue in the group HP-OVX-T
vs. HP-OVX-NT. Physical training increased the percentage of trabecular bone and
attenuated the osteoporosis in the lumbar vertebrae, nasal bone, proximal femur and
metaphyseal of tibia to control diet trained rats compared to control diet non trained
rats. Exercise training did not alter the trabecular bone in the HP-OVX-T when
compared to HP-OVX-NT; however, the physical training attenuated the osteoporosis
in lumbar vertebrae, in metaphyseal of tibia, in the proximal femur and in the thoracic
vertebrae T8-T13 (HP-OVX-T=C-SHAM-NT; HP-OVX-NT<C-SHAM-NT).
Conclusion: According the bone site, independent of the diet, the physical training
attenuated or reverted the bone alterations induced by osteoporosis. However, these
effects were minor evident in obese rats and it is associated with the greater
inflammation.

Key-words: obesity; osteoporosis; ovariectomy; physical training.
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4.1 INTRODUCAO

Para compreendermos os mecanismos fundamentais da relacdo entre atividade
fisica, obesidade e osteoporose é importante retomarmos a reflexdo de que, durante
0 processo evolutivo, 0s animais necessitavam se exercitar para conseguirem o
alimento e fugirem dos predadores — necessidades basicas para garantir a
sobrevivéncia (BELLISARI, 2007; BOOTH e LEES, 2007). Portanto, caso o animal
permanecesse em repouso, ele ndo conseguiria se alimentar. Entretanto, essa
relacdo modificou-se com os avancos tecnoldgicos, ja que hoje é possivel o ser
humano alimentar-se continuamente sem gastar energia (BELLISARI, 2007; BOOTH
e LEES, 2007). Essa mudanca de habitos resultou em um aumento do risco para o
desenvolvimento de doencas metabdlicas, tais como a obesidade e a osteoporose.
Considerando esse raciocinio evolutivo, juntamente com as evidéncias
experimentais que mostram que o exercicio fisico pode reverter ou atenuar ambas
as patologias, € plausivel supor que o treinamento fisico possa ser uma intervengao
suficiente para fazer com que o sistema atinja uma situacdo metabdlica de

‘normalidade’ — aquela selecionada evolutivamente.

Evidéncias experimentais reiteram a visdo dos efeitos do exercicio fisico sobre o
tecido 6sseo. Ratos selecionados por sua alta capacidade aerdbica apresentam
intrinsecamente atenuacdo da reducdo da massa Ossea apOs a ovariectomia em
funcdo da maior atividade osteoblastica presente nesses animais (GOULET et. al,
2011). Na avaliagdo dos efeitos do treinamento fisico no tecido 0sseo com
osteoporose, evidéncias tém mostrado que o exercicio pode prevenir, (OCARINO et.
al, 2009), atenuar e até mesmo reverter a reducdo da massa 0ssea que ocorre
como resultado da ovariectomia tanto nos 0ssos submetidos ao impacto mecanico,
como também nos sitios que ndo apresentam este efeito diretamente, tais como o
0sso nasal (OCARINO et. al, 2007; 2008; 2009). Um dos mecanismos para explicar
o efeito anabdlico do exercicio na massa 0ssea € a estimulacdo da diferenciacao
osteogénica das células tronco mesenquimais (OCARINO et al, 2008). O efeito
indireto da atividade fisica sobre 0 0sso ocorre devido a atuacdo de horménios, tais
como o hormdnio do crescimento (GH) e producdo de citocinas (OCARINO e

SERAKIDES, 2006). Ressalta-se que a avaliacao do efeito do treinamento fisico em
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apenas um sitio 6sseo é insuficiente para prover conclusdes sobre a resposta de
todo esqueleto ao estimulo fisico. Por isso, estudos de diferentes 0ssos e que
apresentem metabolismos distintos sdo fundamentais para o melhor entendimento
do efeito anabdlico da atividade fisica (OCARINO & SERAKIDES, 2006).

Apesar da relevancia de se estudar a relagdo entre obesidade, osteoporose e
exercicio fisico, ha poucos estudos que avaliaram os efeitos do treinamento fisico no
tecido 6sseo com osteoporose de individuos com obesidade. Como o exercicio fisico
pode prevenir, atenuar ou até reverter estas patologias (OCARINO et al., 2007;
TOUATI et al.,, 2011) é notavel a necessidade do entendimento das respostas
0sseas ao exercicio em busca da elucidacdo dos efeitos do treinamento fisico sobre

a obesidade e osteoporose.
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4.2 OBJETIVO

Verificar os efeitos do treinamento fisico sobre diferentes sitios 6sseos do esqueleto
de ratas obesas e nao obesas e sua associagdo com as adipocinas.

HIPOTESES

Em relacdo aos efeitos do treinamento fisico nos animais ovariectomizados e

alimentados com a dieta controle:

Ho: O treinamento fisico ndo altera o tecido 6sseo trabecular de ratas alimentadas

com a dieta controle e ovariectomizadas.

Hi: O treinamento fisico altera o tecido 6sseo trabecular de ratas alimentadas com a

dieta controle e ovariectomizadas.

Em relacdo aos efeitos do treinamento fisico nos animais ovariectomizados e com

obesidade induzida pela dieta de alta palatabilidade:

Ho: O treinamento fisico ndo altera o tecido 6sseo trabecular de ratas alimentadas

com a dieta de alta palatabilidade e ovariectomizadas.

H.: O treinamento fisico altera o tecido 6sseo trabecular de ratas alimentadas com a

dieta de alta palatabilidade e ovariectomizadas.
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4.3 METODOS

Amostra e descricdo dos grupos

Foram utilizadas 36 ratas Wistar, com idade de 21 dias, provenientes do Centro de
Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biologicas (CEBIO) da UFMG, que foram
aleatoriamente distribuidas em 6 grupos como representado abaixo.

e Grupo DC-SHAM-NT: Animais alimentados com a dieta controle, submetidos

a cirurgia sham e que nao realizaram o treinamento fisico;

e Grupo DAP-SHAM-NT: Animais alimentados com a dieta de alta
palatabilidade, submetidos a cirurgia sham e que nao realizaram o

treinamento fisico;

e Grupo DC-OVX-NT: Animais alimentados com a dieta controle,

ovariectomizados e que néo realizaram o treinamento;

e Grupo DC-OVX-T: Animais alimentados com a dieta controle,

ovariectomizados e que realizaram o treinamento;

e Grupo DAP-OVX-NT: Animais alimentados com a dieta de alta palatabilidade,

ovariectomizados e que nao realizaram o treinamento;

e Grupo DAP-OVX-T: Animais alimentados com a dieta de alta palatabilidade,

ovariectomizados e que realizaram o treinamento;

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais de polipropileno (30 x 20 x 19cm)
com &agua e racdo ad libitum, sob as mesmas condigbes ambientais descritas nos

capitulos anteriores.
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Experimento 3:
Efeito do treinamento fisico sobre o tecido dsseo de ratas ovariectomizadas
obesas e nao obesas

Dieta controle Dieta controle Dieta controle Dieta de alta
(DC) (DAP) (DC) palatabilidade (DAP)
SHAM SHAM ovX oVX
NT NT NT T NT T

FIGURA 1. Representacdo esquemética dos grupos experimentais DC: Dieta controle. DAP: Dieta de
alta palatabilidade. OVX: cirurgia ovariectomia. SHAM: cirurgia sham; NT: ndo treinado. T: treinado.
Fonte: criacdo do préprio autor.

Delineamento experimental

Ratas com 21 dias de idade foram distribuidas aleatoriamente em dois grupos:
animais que se alimentaram com racdo controle (DC) ou com racdo de alta
palatabilidade (DAP) e iniciou-se o tratamento com as respectivas dietas que durou
até o final do experimento. Ao completarem dois meses de idade, as ratas foram
submetidas a ovariectomia bilateral. Apds a castracdo, os animais foram mantidos
no biotério durante trés meses, para a inducédo da osteoporose conforme realizado
por OCARINO et. al., (2004; 2007). Segundo esses autores, apos trés meses de
castracdo em ratas Wistar com dois meses de idade, ocorre reducdo da
porcentagem de o0sso trabecular, hipotrofia osteoblastica e osteoporose no
esqueleto, em relagcdo aos animais sham. Essas caracteristicas sdo intensificadas

seis meses apoés a castracdo, conforme descrito em OCARINO et. al (2004; 2007).

Trés meses apos a ovariectomia, as ratas foram distribuidas aleatoriamente em dois

grupos: animais que realizaram o treinamento fisico (T) ou animais que néo
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realizaram o treinamento fisico (NT). Inicialmente, realizou-se o primeiro teste
progressivo (TP) para determinagdo da intensidade de exercicio de cada animal e
em seguida, iniciou-se o treinamento fisico por treze semanas. No final da quarta,
oitava e décima segunda semana de treinamento, realizou-se o teste progressivo
para adequacdo da intensidade de exercicio. Setenta e duas horas depois da tltima
sessdo de treinamento foi realizado o teste oral de tolerancia a glicose. Dois dias
posteriores a este procedimento, foi feito o Ultimo teste progressivo. Setenta e duas
horas apds, os animais foram eutanasiados apos jejum overnight. Todos os animais
foram eutanasiados o periodo da manha (7h30min-12h). Este delineamento
experimental estd representado na figura 2. Informacdes complementares do
delineamento experimental e da distribuicAo dos grupos estdo disponiveis no

apéndice 1.

Procedimentos cirargicos e inducao da osteoporose

BN

As ratas foram submetidas a ovariectomia bilateral ou cirurgia - sham, sendo
anestesiadas com ketamina e xilazina por via intramuscular. Realizou-se uma
incisdo bilateral de aproximadamente 1 cm na regido latero-dorsal. Em seguida, foi
feita, em ambos 0s grupos, a exteriorizacdo das gbnadas, sendo que apenas nos
animais ovariectomizados foi realizada a extirpacdo dos ovarios. Foi administrado o
antibiotico terramicina por gavagem dois dias antes e dois dias apés a cirurgia. Na
necropsia dos animais, no dia da eutanasia, o sucesso da ovariectomia foi

confirmado através da atrofia do Utero em todas as ratas castradas.
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Dieta, teste oral de tolerancia a glicose, familiarizacdo ao exercicio, teste
progressivo, descricdo do treinamento fisico, eutanasia, procedimentos gerais

com as amostras sanguineas e teciduais

Estes procedimentos foram realizados conforme descrito nos métodos do capitulo 1

desta dissertacéo (paginas 20-24).

Variaveis medidas e calculadas

Todas as variaveis medidas e calculadas deste capitulo (a massa corporal, a
colheita dos coxins adiposos, 0 processamento e a histomorfometria do tecido
adiposo periuterino, o indice de adiposidade, as concentracdes séricas de glicose,
de leptina, de insulina, o indice HOMA, as concentracdes teciduais de TNF-alfa e IL-
6 e a histomorfometria do tecido 6sseo) foram coletadas e avaliadas conforme
descrito nos métodos do capitulo 1 desta dissertacdo (paginas 25-28).
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Idade dos animais

21 1 2 3 4 5 6 7 8 meses 8 meses 8 meses 8 meses
dias mes meses meses meses meses meses meses e 5dias | le 12 dias e 14 dias] le 16 dias
- Distribuic&o dos \ 4
grupos em animais Ovareciomia - Familiarizacdo || 22T | | TP | | #1P | | TOTG | | 5°71P | Eutanasia
DC ou DAP ao exercicio na
esteira
- Inicio do periodo
de tratamento -1° TP
destes animais com
as respectivas - Inicio do .
dietas treinamento: 13 v
semanas

DC: Dieta controle

DAP: Dieta de alta palatabilidade

TP: Teste progressivo

TOTG: Teste oral de tolerancia a glicose

FIGURA 2. Representacdo esquemdtica do delineamento

experimental. Fonte: resultado do préprio autor.

- Coleta sanguinea
- Coleta dos tecidos
- Coleta do esqueleto
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4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média * desvio padrao da média (DPM). O nivel de
significancia adotado foi a<0,05. Inicialmente, foi verificada a normalidade através do
teste Kolmogorov-Smirnov. As andlises foram realizadas em programas estatisticos
Statistica e Sigma Plot 11 — Sigma Stat. Foi utilizada a andlise de variancia three

way considerando trés fontes de variagao (dieta, treinamento e ovariectomia).

Em seguida, foi aplicado um teste post-hoc de acordo com o numero de grupos
(tratamentos) e coeficiente de variacdo (CV) da andlise de variancia, que foi

calculado através da seguinte equacao:

CVv= VQME
X geral

CV= coeficiente de variacdo da analise de variancia
QME: quadrado médio do erro

X geral: média de todos os dados

Para as variaveis com instabilidade baixa (CV<15%) foi utilizado o teste SNK e para
aguelas com instabilidade média e alta (CV=15-30% e CV> que 30%) foi utilizado o
Teste Fischer LSD (Teste t) - (SAMPAIO, 2007). Quando necessario, foi realizada a
transformacao logaritmica para a normalidade dos dados.
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4.5 RESULTADOS

Variaveis de treinamento

Antes do inicio do treinamento fisico, o TE, a Vmax € 0 trabalho ndo foram diferentes
entre os grupos. Na avaliacdo apos as 13 semanas de treinamento fisico, os grupos
DC-OVX-T e DAP-OVX-T apresentaram maiores valores para todos os parametros
de treinamento em relag&o aos seus respectivos controles (TABELA 1).

TABELA 1: Parametros de treinamento antes e depois do treinamento fisico

Dieta controle Dieta de alta palatabilidade

Parametros SHAM-NT OVX-NT OVX-T SHAM-NT OVX-NT OVX-T
TE pré-treinamento (min) 22,1+3,1 17,8+3,7  19,4%4,0 18,1+ 3,8 17,4425 18,6+2,4
TE pos-treinamento (min) 17,8430  16,3%2,8 27,8#36"  152+4,2  149+3,2  24,5:7,1"
Velocidade maxima pré- 1,5+0,2 1,3+0,2 1,4+0,2 1,3+0,2 1,2+0,1 1,3+0,1
treinamento (km. h-1)
Velocidade méaxima pos- 1,3+0.1 1,2402  2.0+02% 1,240.2 1,1+0,2 1.8+0,4%
treinamento (km. h-1)
Trabalho pré-treinamento (kgm) 7,9+3,6 8,1+3,1 9,5+2,8 8,3+ 2,55 8,8+2,6 8,3+2,7
Trabalho pos-treinamento(kgm) ~ 59:09 74423  185:55% 6,9+1,1 77430  18,0¢8,1"

a Diferenca em relacéo ao respectivo controle do treinamento (DC-OVX-NT vs. DC-OVX-T; DAP-OVX-NT vs.
DAP-OVX-T), n= 5 para o grupo DC—OVX-NT no pés-treinamento e n=6 para todos 0s outros grupos e
comparacfes. Para a varidvel velocidade méxima e TE pré-treinamento foi realizada a transformacéo
logaritmica para normalidade dos dados. SHAM: animais submetidos a cirurgia sham. OVX: animais
submetidos a cirurgia de ovariectomia. NT: animais ndo treinados. T: animais treinados. TE: tempo de

exercicio. Fonte: resultado do proprio autor.

indice de adiposidade e area dos adipécitos

O indice de adiposidade n&o foi diferente entre os grupos que realizaram o
treinamento fisico (DC-OVX-NT vs. DC-OVX-T; DAP-OVX-NT vs. DAP-OVX-T,
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p=0,1-0,9 — GRAFICO 1A). Entretanto, as ratas alimentadas com a dieta de alta
palatabilidade apresentaram maiores percentuais em relacdo as controles (DC-
OVX-NT vs. DAP-OVX-NT; DC- OVX-T- vs. DAP-OVX-T) — TABELA 1. O tecido
adiposo periuterino (TAP) e retroperitonial (TAR) também foram maiores nesses
grupos e o tecido adiposo mesentérico (TAM) néo foi diferente (APENDICE 16). A
andlise morfolégica mostrou resultados similares a adiposidade. Nao houve
diferenca para o treinamento fisico (DC—OVX-NT vs. DC-OVX-T; DAP-OVX-NT vs.
DAP—OVX-T, p=0,4 - 0,6) — (GRAFICO 1B e FIGURA 3). A area dos adipdcitos foi
maior nas ratas alimentadas pela dieta de alta palatabilidade em relacdo aos grupos
DC (DC-OVX-NT vs. DAP —OVX— NT; DC-OVX-T- vs. DAP-OVX-T).

Massa corporal

O treinamento fisico ndo alterou o ganho de massa corporal dos animais DC-OVX-
NT vs. DC-OVX-T. Entretanto, o grupo DAP— OVX-NT apresentou maiores valores
em relacdo ao grupo DAP—-OVX-T — TABELA 2. Nao houve diferenca ao comparar
os animais DAP-OVX-T vs. DC-OVX-T. Conforme evidenciado no experimento 2, as
ratas alimentadas com a dieta de alta palatabilidade e n&o treinadas apresentaram
maior ganho de massa corporal. A ovariectomia resultou em uma maior AMC
quando comparado aos animais submetidos a cirurgia sham — (TABELA 2). Esses
mesmos resultados foram encontrados para a massa corporal e estdo apresentados

no apéndice 16.

Teste oral de toleréancia a glicose

Para a area sob a curva da concentragdo sanguinea de glicose, ndo houve diferenca
para o treinamento fisico (DC-OVX-NT vs. DC-OVX-T, p=0,7; DAP-OVX-NT vs.
DAP-OVX-T, p=0,3), bem como na comparacdo entre DC-OVX-T vs. DAP-OVX-T,
p=0,1 - TABELA 2. As comparacdes ao longo do tempo estdo apresentadas no

apéndice 17.
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GRAFICO 1. indice de adiposidade e &area dos adipécitos. A) Indice de adiposidade. B) Area dos
adipdcitos. * Diferenca entre os grupos indicadas pelas barras horizontais, n= 6 para todos os grupos e
comparagfes. NT: ndo treinado. T: Treinado. Fonte: resultado do préprio autor.
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FIGURA 3. Analise histoldgica de sec¢des do tecido adiposo periuterino. DC—-SHAM-NT (Dieta controle,
cirurgia sham e n&o treinado). DAP-SHAM-NT (Dieta de alta palatabilidade, cirurgia sham e néo
treinado). DC-OVX-NT (Dieta controle, ovariectomia e ndo treinado). DC—-OVX-T (Dieta controle,
ovariectomia e treinado). DAP-OVX-NT (Dieta de alta palatabilidade, ovariectomia e ndo treinado). DAP-
OVX-T (Dieta de alta palatabilidade, ovariectomia e treinado). Fonte: resultado do préprio autor.
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Varidveis séricas, area sob a curva do TOTG, indice HOMA e concentracdes de
TNF-alfa e IL-6 no tecido adiposo periuterino

N&o houve diferenca para a concentracdo sérica de leptina, insulina e indice HOMA
entre os grupos que realizaram o treinamento fisico e seus respectivos controles
(DC-OVX-NT vs. DC-OVX-T / DAP-OVX-NT vs. DAP-OVX-T, p=0,3-0,9) - (TABELA
2). Entretanto, a leptina, insulina e o indice HOMA foram maiores em todas as ratas
alimentadas com a dieta de alta palatabilidade em relacdo aos animais alimentados
pela dieta controle. Ndo houve diferengca em nenhuma das comparacdes referentes
a glicose sérica - (TABELA 2). O TNF-alfa avaliado no tecido adiposo periuterino foi
menor no grupo DAP-OVX-T, quando comparado aos animais DAP-OVX-NT
(p=0,01), entretanto, ambos 0S grupos apresentaram maiores concentracoes em
relacdo ao grupo DC-SHAM-NT. N&o houve diferengca em relacdo ao efeito do
treinamento para as ratas alimentadas com a dieta controle (DC—OVX—NT vs. DC-
OVX-T, p=0,7), bem como para as comparacdes referentes a IL-6 (DC-OVX-NT vs.
DC-OVX-T, p=0,5; DAP—-OVX— NT vs. DAP-OVX-T, p=0,4). As ratas DAP-NT
apresentaram maiores concentracdes de TNF-alfa e IL-6 (DC—OVX-NT vs. DAP-
OVX-NT, p=0,02 para TNF-alfa e p=0,01 para IL-6). A concentracdo de TNF-alfa
nao foi diferente entre os grupos DAP—-OVX-T vs. DC-OVX-T, p=0,2. A IL-6 dos
animais do grupo DAP-OVX-T foi maior que o grupo DC-OVX-T e também em
comparacdo aos animais DC-SHAM-NT - TABELA 2. Variaveis séricas
complementares estédo apresentadas no apéndice 16.

Histomorfometria do tecido 60sseo: Vértebras, osso nasal e 0ssos longos

Como evidenciado no experimento 2, os animais submetidos a cirurgia de
ovariectomia apresentaram menor percentual de trabécula 6ssea em relacdo aos
animais sham em todos os sitios da coluna vertebral, no 0sso nasal e nos 0ssos
longos (GRAFICOS 2-7 / FIGURAS 4-9).
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TABELA 2. Ganho de massa corporal, variaveis séricas, area sob a curva do TOTG, indice HOMA e concentra¢des de TNF-alfa e IL-6 no

tecido adiposo periuterino

Dieta controle (DC)

Dieta de alta palatabilidade (DAP)

Parametros

SHAM-NT OVX-NT OVX-T

SHAM-NT OVX-NT OVX-T

AMC (9)

Area sob a curva da glicose no
TOTG (mg.dl™* x 120min)
Glicose (mg.dl™)

Insulina (ng/ml)

HOMA-IR

Leptina (ng.dl™)

TNF-alfa (ng.massa de TAP)

IL-6 (ng.massa de TAP)

259,8+ 21,2 34664457 314,0+52,1

15085+908,6  16234,5+1477,7 15562,5+623,5

56,7+4,2 60,2+10.5 50,7+4,6
1,09+0,1 1,240,3 1,140,1
3,8+0,5 4,622 3,5+0,3
7,47+4,4 15,3+8,8 13,5+9,2

69,5+14,2 121,0+45,8 109,3+60,4

134,3+75,7 226.0477.4" 198,7+66,8

341 4+ 57 8* 436,5+ 67,0°" P 378,0+59,0*°

17852,5+1519,5* 18077,511543,6*8 17250,0+1999,5*

61,2487 61,3+9,6 66,6+4,2
2,1+0,6* 2,71,3*P 2,3+0,7%
8,3+2,9* 10,4+5,3*P 9,6+3,1*"
19,7+4,3* 25,9+9,5*" 28,045,3*"

204,5+112,0% 354,0+280,0%" P 167,1+80,0%

327.8+73,3* 489,6+375,2*F 342.0+66,4*"

*Diferenca em relacdo ao respectivo controle da dieta (DC-SHAM-NT vs. DAP-SHAM-NT; DC-OVX-NT vs. DAP-OVX-NT; DC-OVX-T vs.
DAP-OVX-T). #Diferenga em relacdo ao respectivo controle da ovariectomia (DC-SHAM-NT vs. DC-OVX-NT; DAP-SHAM- NT vs. DAP-
OVX-NT). “ Diferenca em relacdo ao respectivo controle do treinamento (DC-OVX-NT vs. DC-OVX-T; DAP-OVX-NT vs. DAP-OVX-T),

BDiferen(;a entre o grupo DAP—OVX-NT vs. DC-SHAM-NT:; "Diferenca do grupo DAP—OVX-T vs. DC-SHAM-NT. n= 6 para todos 0s
grupos e comparacoes, exceto para o grupo DC-OVX-NT na variavel area sob a curva do TOTG e para o grupo DC-SHAM-NT na variavel
insulina e indice de HOMA, n=5. TAP: tecido adiposo periuterino. SHAM: animais submetidos a cirurgia sham. OVX: animais submetidos a
cirurgia de ovariectomia. NT: animais ndo treinados. T: animais treinados. TAP: tecido adiposo periuterino. TOTG: teste oral de tolerancia a
glicose. AMC: ganho de massa corporal. Para as concentragdes de insulina sérica, IL-6 no tecido adiposo periuterino e indice de HOMA foi
necessaria a realizacédo da transformacéo logaritmica para a normalidade dos dados. Para as concentracdes de TNF-alfa no tecido adiposo
periuterino foi realizada a transformacéo radicial para a normalidade dos dados. Fonte: resultado do préprio autor.
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No presente experimento, foi observado que na coluna lombar, as ratas alimentadas
com a dieta controle que realizaram o treinamento fisico, mesmo que castradas,
apresentaram maiores percentuais de trabécula 6ssea quando comparado com 0s
animais nao treinados (p<0,001 para L1-L3 e L4-L6) — GRAFICOS 2 e 3/ FIGURAS
4 e 5. Para L4-L6, o percentual de trabécula 6ssea do grupo DC-OVX-T
assemelhou-se ao grupo DC-SHAM-NT. Diferentemente, nas vértebras L1-L3, o
grupo DC-OVX-T apresentou menores percentuais em relagdo ao DC—SHAM-NT,
apesar de ter maior quantidade de trabécula em comparacdo com o DC-OVX-NT.
N&o houve diferenca para o treinamento fisico nas ratas alimentadas com a dieta de
alta palatabilidade (DAP—OVX-NT vs. DAP-OVX-T, p=0,06 para L1-L3 e p=0,1 para
L4-L6). Apesar disso, nas vértebras L1-L3, o grupo DAP—-OVX-T apresentou valores
similares ao grupo DC-SHAM-NT, sendo que o grupo DAP-OVX-NT obteve
menores percentuais em relacdo ao DC-SHAM-NT. Os animais DAP-OVX-NT
apresentaram maiores percentuais de trabécula éssea quando comparado DC-
OVX-NT. No entanto, o grupo DAP-OVX-NT apresentou caracteristicas
morfolégicas de osteoporose e obteve menores percentuais de trabécula 6ssea em
relacdo ao grupo DC-SHAM-NT para as vértebras L1-L3, e ndo houve diferenca
nesta comparacao para as vertebras L4-L6 (p=0,2), bem como na comparacao entre
0s grupos DC-OVX-T e DAP-OVX-T — (GRAFICO 2 e 3/ FIGURAS 4 e 5).

As ratas alimentadas com a dieta controle e que realizaram treinamento fisico
apresentaram maior espessura do 0sso nasal, maior percentual de trabécula 6ssea
na metafise da tibia e fémur proximal (DC-OVX-NT vs. DC-OVX-T) — GRAFICOS 4,
5e 6/ FIGURAS 6, 7 e 8). Para o0 0sso nasal, o grupo DC-OVX-T obteve maior
espessura em relacdo ao grupo DC-SHAM-NT. Para a metafise da tibia e fémur
proximal o treinamento fisico reverteu a osteoporose, pois ndo houve diferenca entre
DC-OVX-T vs. DC-SHAM-NT. Os animais DAP-OVX-NT néo foram diferentes do
grupo DAP-OVX-T para a epifise e metafise da tibia, bem como, para o fémur
proximal e para o 0sso nasal. Entretanto, apesar de né&o ter sido encontrado efeito
de treinamento fisico, o grupo DAP-OVX-T apresentou maior espessura do 0SS0
nasal e maior percentual de trabécula para a epifise da tibia em relacdo aos animais
DC-SHAM-NT. N&ao houve diferenca para a metéafise da tibia e para o fémur

proximal nesta comparagéao.

98



Vértebras lombares L1-L3

DC-SHAM-NT DAP-SHAM-NT DC-OVX-NT DC-OVX-T DAP-OVX-NT DAP-OVX-T
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FIGURA 4. Andlise histologica de sec¢des das vértebras lombares L1-L3, barra= 613um. DC-SHAM-NT (Dieta controle, cirurgia sham e néo treinado). DAP-SHAM-NT (Dieta
controle, cirurgia sham e néo treinado). DC-OVX-NT (Dieta controle, ovariectomia e ndo treinado). DC-OVX-T (Dieta controle, ovariectomia e treinado). DAP-OVX-NT (Dieta de
alta palatabilidade, ovariectomia e nao treinado). DAP-OVX-T (Dieta de alta palatabilidade, ovariectomia e treinado). As setas indicam as trabéculas 6sseas. Fonte: resultado do
préprio autor. %
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GRAFICO 2. Analise de histomorfometria das vértebras lombares L1-L3. *Diferenca entre os grupos indicadas pelas barras horizontais, n= 6 para todos os
grupos e comparagfes. NT: ndo treinado. T: Treinado. Este gréfico esta representado em tabela no apéndice 19. Fonte: resultado do proprio autor.



Vértebras lombares L4-L6

DC-SHAM-NT DAP-SHAM-NT DC-OVX-NT DC-OVX-T DAP-OVX-NT DAP-OVX-T

613ym '

FIGURA 5 Andlise hIStO|OgIC8. de secc¢0Oes das vertebras Iombares L4 L6 barra— 613um DC-SHAM-NT (Dieta controle cirurgia sham e nao tremado) DAP-SHAM-NT (Dleta
controle, cirurgia sham e néo treinado). DC-OVX-NT (Dieta controle, ovariectomia e ndo treinado). DC-OVX-T (Dieta controle, ovariectomia e treinado). DAP-OVX-NT (Dieta
de alta palatabilidade, ovariectomia e nao treinado). DAP-OVX-T (Dieta de alta palatabilidade, ovariectomia e treinado). As setas indicam as trabéculas ésseas. Fonte:
resultado do préprio autor.
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GRAFICO 3. Andlise de histomorfometria das vértebras lombares L4-L6. *Diferenca entre os grupos indicadas pelas barras horizontais, n= 6 para todos os
grupos e comparacfes. NT: ndo treinado. T: Treinado. Este gréfico esta representado em tabela no apéndice 19. Fonte: resultado do proprio autor.



Os animais alimentados com a dieta de alta palatabilidade n&o treinados
apresentaram maiores percentuais de trabécula 6éssea no 0sso nasal, na epifise e
metafise da tibia quando comparados com o grupo DC-OVX-NT. N&o houve
diferenca no percentual de trabécula 0ssea para a dieta de alta palatabilidade no
fémur proximal, bem como, para a comparagdo DC-OVX-T vs. DAP-OVX-T
(GRAFICOS 4, 5 e 6 e TABELA 3 / FIGURAS 6, 7 e 8). Na regido distal do fémur
nao foi observado efeito do treinamento fisico na quantidade de trabécula 6ssea na
epifise e na metafise (DC-OVX-NT vs. DC-OVX-T; DAP-OVX- NT vs. DAP-OVX-T) e
0 grupo DC-OVX-T apresentou menores percentuais em relacdo a DC—SHAM-NT
— GRAFICO 7, FIGURA 9 e TABELA 3. A dieta de alta palatabilidade aumentou o
percentual de trabécula 6ssea na metafise do fémur distal (DC-OVX-NT vs. DAP-
OVX—NT; DC-OVX-T vs. DAP-OVX-T) — GRAFICO 7 e FIGURA 9. Para a epifise, os
grupos DAP-OVX-NT e DAP-OVX-T apresentaram maiores percentuais de
trabécula em relacdo aos animais DC-SHAM-NT (TABELA 3 e APENDICE 18).
Entretanto, para a metafise do fémur distal foi observado que estes dois grupos
castrados apresentaram menores percentuais que o0 grupo DC-SHAM-NT
(GRAFICO 7, FIGURA 9).

Na coluna torécica e na metafise do Umero, o treinamento fisico ndo alterou o
percentual de trabécula 6ssea em nenhum dos grupos (DC-OVX-NT vs. DC-OVX-T;
DAP - OVX - NT vs. DAP-OVX-T) — TABELA 3. Entretanto, o grupo DAP-OVX-T
apresentou percentuais de trabécula 6ssea similares ao grupo DC-SHAM-NT para
T8-T13, apesar do grupo DAP—OVX-NT ter obtido menores percentuais em relacéo
a DC-SHAM-NT. Ja nas vértebras T1-T7, mesmo apds a realizacdo do treinamento
fisico, os animais DAP—OVX-T apresentaram menores percentuais em relacdo ao
DC-SHAM-NT. Para a coluna toracica, as ratas alimentadas com a dieta de alta
palatabilidade apresentaram maiores percentuais de trabécula 6ssea em relagéo aos
animais que ingeriram a dieta controle (DC-OVX-NT vs. DAP-OVX—NT; DC- OVX-T
vs. DAP-OVX-T). O percentual de trabécula 6ssea na epifise do umero foi maior no
grupo DAP-OVX-T vs. DAP-OVX—NT; DAP-OVX-T vs. DC-OVX-T, p<0001 e nédo
houve diferenca para o restante das comparacdes - (TABELA 3 e APENDICE 18).
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Metéfise da tibia proximal

DC-SHAM-NT DC-OVX-NT DAP-OVX-NT

FIGURA 6. Analise histologica de seccdes etéfise da tibia proximal, barra= 613um. DC-SHAM-NT (Dieta controle, cirurgia sham e n&o treinado). DAP-SHAM-NT
(Dieta de alta palatabilidade, cirurgia sham e néo treinado). DC-OVX-NT (Dieta controle, ovariectomia e nao treinado). DC— OVX-T (Dieta controle, ovariectomia e treinado).
DAP-OVX-NT (Dieta de alta palatabilidade, ovariectomia e ndo treinado). DAP-OVX-T (Dieta de alta palatabilidade, ovariectomia e treinado). As setas indicam as
trabéculas dsseas. Fonte: resultado do proprio autor.
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GRAFICO 4. Analise de histomorfometria da metéfise da tibia proximal. *Diferenca entre os grupos indicadas pelas barras horizontais, n= 6 para todos os
grupos e comparacdes. NT: ndo treinado. T: Treinado. Este grafico esta representado em tabela no apéndice 19. Fonte: resultado do préprio autor.



Osso nasal

DAP-SHAM-NT - DC-OVX-T

FIGURA 7. Analise histolégica de secgbe (Dieta controle, cirurgia sham e nédo treinado). DAP-SHAM-NT (Dieta de alta
palatabilidade, cirurgia sham e néo treinado). DC-OVX-NT (Dieta controle, ovariectomia e néo treinado). DC—OVX-T (Dieta controle, ovariectomia e treinado). DAP-OVX-NT (Dieta
de alta palatabilidade, ovariectomia e ndo treinado). DAP-OVX-T (Dieta de alta palatabilidade. ovariectomia e treinado). Fonte: resultado do préprio autor.
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GRAFICO 5. Andlise de histomorfometria do osso nasal. *Diferenca entre os grupos indicadas pelas barras horizontais, n= 6 para todos 0s grupos e
comparagfes. NT: ndo treinado. T: Treinado. Este gréfico esta representado em tabela no apéndice 19. Fonte: resultado do proprio autor.



Fémur proximal

DC-SHAM-NT DAP-SHAM-NT DC-OVX-NT DC OVX T DAP OVX- NT DAP- OVX T
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FIGURA 8 Anallse hlstologlca de secgdes do fémur proximal, aumento, barra= 613um DC SHAM NT (Dieta controle cirurgia sham e nédo tremado) DAP SHAM-NT (Dieta de
alta palatabilidade, cirurgia sham e néo treinado). DC-OVX-NT (Dieta controle, ovariectomia e ndo treinado). DC-OVX-T (Dieta controle, ovariectomia e treinado). DAP—OVX-NT

(Dieta de alta palatabilidade, ovariectomia e ndo treinado). DAP-OVX -T (Dieta de alta palatabilidade, ovariectomia e treinado). As setas indicam as trabéculas ésseas. Fonte:
resultado do préprio autor.
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GRAFICO 6. Andlise de histomorfometria do fémur proximal. *Diferenca entre os grupos indicadas pelas barras horizontais, n= 6 para todos 0s grupos e
comparacfes. NT: nédo treinado. T: Treinado. Este gréafico esta representado em tabela no apéndice 19. Fonte: resultado do préprio autor.



Metafise do Fémur distal

DC-OVX-NT DC-OVX-T DAP-OVX-NT DAP-OVX-T
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FIGURA 9. Analise histolégica de secc¢des da metéfise do fémur distal, barra=613um. DC-SHAM-NT (Dieta controle, cirurgia sham e néo treinado). DAP-SHAM-NT (Dieta de alta
palatabilidade, cirurgia sham e nédo treinado). DC-OVX-NT (Dieta controle, ovariectomia e nao treinado). DC-OVX-T (Dieta controle, ovariectomia e treinado). DAP—OVX-NT (Dieta
de alta palatabilidade, ovariectomia e néo treinado). DAP-OVX-T (Dieta de alta palatabilidade, ovariectomia e treinado). As setas indicam as trabéculas 6sseas. Fonte: resultado do
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GRAFICO 7. Anélise de histomorfometria da metéfise do fémur distal. *Diferenca entre os grupos indicadas pelas barras horizontais, n= 6 para todos 0s grupos
e comparacfes. NT: ndo treinado. T: Treinado. Este grafico esta representado em tabela no apéndice 19. Fonte: resultado do proprio autor.



TABELA 3. Vértebras toracicas, epifise dos ossos longos e metafise do Umero

Dieta controle

Dieta de alta palatabilidade

Variaveis (%) SHAM-NT _ OVX-NT __ OVX-T __ SHAM-NT OVX-NT OVX-T
Vértebras T1-T7 49,1574 31649 31,0438>  455t41  383:30"°  390:30*
Vértebras T8-T13 42,3t18 31,0+39" 345+45°  52,9:35%  364151% P 39,7+4,0*
Epifise do fémur distal 22,6x35  22,5%6,4 27,4483 32,4+6,1*  40,8+152*P 402413 7*"
Epifise da tibia proximal ~ 24.2%6,2 27,4489  36,4+124  36,9+4,4* 35,3t5,3° 40,0+4,5"
Epifise do Gmero 28,841 22,8466  22,9t49  30,1#50 24,8+10,0 37 6+11.0%
Metafise do Gmero 27,6+6,4 171+55"  19,1#28 36,048,5 24,1+10,9" 23,2456

*Diferenca em relacéo ao respectivo controle da dieta (DC-SHAM-NT vs. DAP-SHAM-NT; DC-OVX-NT vs. DAP-
OVX-NT; DC-OVX-T vs. DAP-OVX-T). #Diferenga em relacdo ao respectivo controle da ovariectomia (DC-SHAM-NT
vs. DC-OVX-NT; DAP-SHAM- NT vs. DAP-OVX-NT). 0‘Diferenga em relacdo ao respectivo controle do treinamento
(DC-OVX-NT vs. DC-OVX-T; DAP-OVX-NT vs. DAP-OVX-T), BDiferenga entre o grupo DAP— OVX— NT vs. DC-

SHAM-NT; YDiferenga do grupo DAP—-OVX-T vs. DC- SHAM—NT,ZDiferenga entre DC-OVX-T vs. DC-SHAM-NT,
n= 6 para todos 0s outros grupos, exceto para a variavel epifise da tibia para os grupos DC-OVX-T (n=4) e DAP-
OV-T (n=5). SHAM: animais submetidos a cirurgia sham. OVX: animais submetidos a cirurgia de ovariectomia. NT:
animais nao treinados. T: animais treinados. As figuras referentes a esta tabela estdo no apéndice 18. Fonte:
resultado do préorio autor.

Em resumo, para os animais alimentados com a DC, o treinamento fisico atenuou a
osteoporose nas veértebras L1-L3 e na metafise da tibia (DC-OVX-T>DC—OVX-NT,;
DC-OVX-T<DC-SHAM-NT), reverteu a osteoporose nas vértebras L4-L6, no fémur
proximal e no osso nasal (DC-OVX-T>DC-SHAM-NT/DC-OVX-T>DC-OVX-NT) e
nao alterou o tecido ésseo trabecular na metafise do fémur, na metafise do umero e
nas vértebras toracicas — TABELA 4. Para as ratas alimentadas com a DAP, o
treinamento fisico, apesar de néo ter alterado o tecido 6sseo das ratas DAP—OVX-T
em relacdo as ratas DAP—OVX-NT, atenuou a osteoporose nas vértebras L1-L3, na
metafise da tibia, no fémur proximal e nas vértebras T8-T13 (DAP-OVX-T=DC-
SHAM-NT; DAP-OVX-NT<DC-SHAM-NT; DAP-OVX-T=DAP-OVX-NT) e no
0SsO nasal, os animais treinados apresentaram maiores percentuais de trabécula
O0ssea em relacdo ao grupo DC-SHAM-NT. O treinamento fisico nao alterou a
osteoporose das ratas obesas e castradas nas vértebras T1-T7, na metafise do
fémur distal e na metafise do Umero proximal (DAP-OVX-T=DAP-OVX-NT/DAP-
OVX-T<DC-SHAM-NT) — TABELA 5.
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TABELA 4: Efeito do treinamento fisico sobre o tecido 6sseo trabecular de diferentes sitios 6sseos de ratas ndo obesas e com osteoporose

Sitio 6sse0 DC-OVX-T DC-OVX-T DC-OVX-NT
(DC-OVX-T vs. DC-OVX-NT) (DC-OVX-T vs. DC-SHAM-NT) (DC-OVX-NT vs. DC-SHAM-NT)

Vértebras L1-L3 Aumenta Menor que DC-SHAM-NT Menor que DC-SHAM-NT
Vértebras L4-L6 Aumenta Similar ao DC-SHAM-NT Menor que DC-SHAM-NT
Vértebras T1-T7 N&o altera Menor que DC-SHAM-NT Menor que DC-SHAM-NT
Vértebras T8-T13 Nao altera Menor que DC-SHAM-NT Menor que DC-SHAM-NT
Fémur proximal Aumenta Similar ao DC-SHAM-NT Menor que DC-SHAM-NT
Osso nasal Aumenta Maior que DC-SHAM-NT Menor que DC-SHAM-NT
Metéfise da tibia Aumenta Menor que DC-SHAM-NT Menor que DC-SHAM-NT

Epifise da tibia Nao altera Similar ao DC-SHAM-NT N&o altera
Metéfise do fémur distal Nao altera Menor que DC-SHAM-NT Menor que DC-SHAM-NT

Epifise do fémur distal Nao altera Similar ao DC-SHAM-NT N&o altera
Metéfise do Umero Nao altera Similar ao DC-SHAM-NT Menor que DC-SHAM-NT

Epifise do umero Nao altera Similar ao DC-SHAM-NT Nao altera

DC-SHAM-NT (Dieta controle, cirurgia sham e néo treinado). DC-OVX-NT (Dieta controle, ovariectomia e néo treinado). DC-OVX-T (Dieta
controle, ovariectomia e treinado). Fonte: resultado do préprio autor.
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TABELA 5: Efeito do treinamento fisico sobre o tecido 6sseo trabecular de diferentes sitios 6sseos de ratas obesas e com osteoporose

Sitio 6ss€0 DAP-OVX-T DAP-OVX-T DAP-OVX-NT
(DAP-OVX-T vs. DAP-OVX-NT) (DAP-OVX-T vs. DC-SHAM-NT) (DAP-OVX-NT vs. DC-SHAM-NT)

Vértebras L1-L3 Nao altera Similar ao DC-SHAM-NT Menor que DC-SHAM-NT
Vértebras L4-L6 Nao altera Similar ao DC-SHAM-NT Similar a DC-SHAM-NT
Vértebras T1-T7 Nao altera Menor que DC-SHAM-NT Menor que DC-SHAM-NT
Vértebras T8-T13 Nao altera Similar ao DC-SHAM-NT Menor que DC-SHAM-NT
Fémur proximal Nao altera Similar ao DC-SHAM-NT Menor que DC-SHAM-NT
Osso nasal Nao altera Maior que DC-SHAM-NT Maior que DC-SHAM-NT
Metéfise da tibia Nao altera Similar ao DC-SHAM-NT Menor que DC-SHAM-NT
Epifise da tibia Nao altera Maior que DC-SHAM-NT Maior que DC-SHAM-NT
Metéfise do fémur distal Nao altera Menor que DC-SHAM-NT Menor que DC-SHAM-NT
Epifise do fémur distal Nao altera Maior que DC-SHAM-NT Maior que DC-SHAM-NT
Metéfise do Umero Nao altera Similar ao DC-SHAM-NT Similar a DC-SHAM-NT
Epifise do umero Aumenta Maior que DC-SHAM-NT Maior que DC-SHAM-NT

DC-SHAM-NT (Dieta controle, cirurgia sham e nédo treinado). DAP—-OVX-NT (Dieta de alta palatabilidade, ovariectomia e nao treinado). DAP-

OVX-T (Dieta de alta palatabilidade, ovariectomia e treinado). Fonte: resultado do préprio autor.



4.6 DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho mostram que o treinamento fisico altera de forma sitio-
dependente o esqueleto axial e apendicular das ratas com osteoporose, tanto das
obesas, quanto das eutroficas. Além disso, o treinamento fisico resultou em reducéo
da massa corporal e da concentracdo tecidual de TNF-alfa, apesar de néo ter
induzido alteracbes na adiposidade, no indice HOMA e nas concentracdes séricas
de leptina e de insulina.

Conforme discutido no segundo capitulo, a ovariectomia aumenta a massa corporal,
a area dos adipécitos e a inflamacdo no tecido adiposo. Neste experimento, o
treinamento fisico reduziu a massa corporal e a concentragéo tecidual de TNF-alfa
nas ratas castradas e alimentadas com a dieta de alta palatabilidade, entretanto, nao
alterou o peso dos coxins adiposos e o peso do gastrocnémio (GRAFICO 1A e
APENDICE 16). GLOY et al. (2011) encontraram que o aumento da adiposidade
induzido pela castracdo é menor para o tecido adiposo visceral em relacdo ao
subcutaneo. SHINODA et al. (2002) mostraram que o treinamento fisico reduziu o
peso do tecido adiposo subcutédneo de ratas castradas. Apesar de, no presente
trabalho esse tecido néo ter sido avaliado, € possivel especular que a reducdo na
massa corporal tenha ocorrido em funcdo de uma diminuicdo no tecido adiposo
subcutaneo, ja que ndo houve diferenca para o peso dos coxins adiposos e para o
gastrocnémio. Em relacédo as alteracbes no TNF-alfa, € conhecido que a expansao
dos adipdcitos que ocorre na obesidade aumenta a migracéo para o tecido adiposo
de macréfagos que produzem citocinas pro-inflamatérias (SCHENK et al., 2008).
Isso foi evidenciado pela maior concentracao tecidual de TNF-alfa e IL-6 encontrada
nas ratas alimentadas pela dieta de alta palatabilidade (TABELA 2). O treinamento
fisico reduziu a concentragéo tecidual de TNF-alfa no grupo DAP-OVX-T em relacéo
a DAP-OVX-NT. Dentre os mecanismos que podem explicar esse resultado,
destaca-se o aumento da concentragdo de citocinas antiinflamatorias induzido pelo
exercicio fisico, tais como a IL-6 derivada do musculo esquelético, a interleucina 10
(IL-10) e o antagonista do receptor de interleucina 1 (IL1ra), pois estas inibem a
producdo de TNF-alfa - (PETERSEN e PEDERSEN, 2005; 2006). Além disso, a

hipoadiponectinemia que ocorre na obesidade € associada com o aumento da
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concentracédo de TNF-alfa (SWARBRICK e HAVEL, 2008; VU et al., 2007). Como o
treinamento fisico pode aumentar a producdo de adiponectina, trabalhos futuros
devem ser conduzidos para explicar se a maior sintese desta adipocina contribuiu
para a reducao do TNF-alfa encontrada no grupo DAP-OVX-T (VU et al., 2007).

O treinamento fisico ndo promoveu alteracbes na adiposidade, na area dos
adipécitos, nas concentracbes séricas de triglicérides, leptina e de insulina
(GRAFICO 1A, TABELA 2 e APENDICE 16). De acordo com o que foi discutido no
primeiro capitulo, o fornecimento de alimento de maneira ad libitum e nao
intermitente favorece aos roedores tornarem se hiperalimentados (MARTIN et al.,
2010). Assim, mesmo com a realizacdo do treinamento fisico, o balanco entre a
ingestdo alimentar e o custo energético ndo foi suficiente para promover um maior
gasto caldrico e reduzir a adiposidade visceral. Além disso, destaca-se que a dieta
de alta palatabilidade apresenta maior quantidade de sacarose (TABELA 3 -
capitulo 1) - nutriente que pode atuar como sinalizador, aumentando a expressao de
fatores que estimulam enzimas lipogénicas, tais como o ChREBP e as vias de
sinalizacdo que promovem resisténcia a insulina (HAO et al., 2012; SHENK et al.,
2008; RUTLEDGE e ADELLI, 2007; UYEDA e REPA, 2006; ISHII et al., 2004; IRITANI
et al., 1992). Assim, como os animais DAP, mesmo com a realizacdo do
treinamento fisico, permaneceram ingerindo a dieta de alta palatabilidade, o estimulo
da propria sacarose em aumentar a adiposidade, a producdo de leptina e a de
triglicérides podem ter suplantado o efeito do treinamento fisico.

Quando o animal é submetido a um protocolo de exercicio fisico, o tecido 6sseo é
modulado por vias de sinalizacéo, tanto as que dependem diretamente do estresse
mecanico sobre o tecido, derivado do impacto mecanico, quanto aquelas indiretas,
mediadas por fatores hormonais. O efeito do treinamento fisico sobre apenas um
sitio 6sseo e a avaliagdo somente por densitomeria 0ssea é insuficiente para
estabelecer conclusbes sobre a resposta de todo o esqueleto (OCARINO e
SERAKIDES, 2006). Assim, a analise histolégica de diferentes ossos é fundamental
para melhor compreenséo dos efeitos do exercicio fisico sobre todo o esqueleto, ja
gue 0s 0ssos tém metabolismo diferenciado e podem apresentar respostas distintas
aos variados estimulos, sejam eles hormonais ou fisicos (OCARINO e SERAKIDES,

2006). Como evidenciado no segundo capitulo desta dissertacdo a ovariectomia
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causou osteoporose de forma sitio-dependete nos esqueletos axial e apendicular,
com excecgdo das epifises dos ossos longos. O treinamento fisico, iniciado apoés trés
meses de castracdo, (neste periodo os animais ja apresentavam osteoporose -
OCARINO et al., 2007) promoveu, nos animais alimentados com a dieta controle,
atenuacdo da osteoporose nas vértebras L1-L3 e na metafise da tibia proximal,
reversdo da osteoporose nas vértebras L4-L6, no fémur proximal e no osso nasal e
nenhuma alteracéo do tecido 6sseo trabecular na metafise do fémur, na metafise do
umero e nas vertebras toracicas. Ja nos animais alimentados com a dieta de alta
palatabilidade, o treinamento fisico, embora néo tenha alterado o percentual de osso
trabecular dos grupos DAP-OVX-T vs. DAP-OVX-NT, parece ter atenuado a
osteoporose nas vértebras L1-L3, na metafise da tibia proximal, no fémur proximal e
nas vertebras T8-T13. Essa afirmacéo parece plausivel porque nesses sitios, houve
osteoporose no grupo néo treinado (DAP-OVX-NT < DC-SHAM-NT) e o percentual
de trabéculas ésseas do grupo que realizou o treinamento foi igual ou até maior em
relacdo ao grupo DC-SHAM-NT.

Como pode ser observado, os efeitos do treinamento fisico ocorreram nos animais
alimentados com ambas as dietas, entretanto, foram menos pronunciados nas ratas
obesas e castradas em relacdo as ndo obesas ovariectomizadas. Uma das
tentativas de explicar estes resultados conduz o olhar para os dados que mostram a
maior inflamagéo apresentada pelos animais alimentados pela dieta de alta
palatabilidade. Considerando que a homeostasia do tecido ésseo depende do
balanco entre fatores anabdlicos - tais como a leptina e a insulina - e catabdlicos -
tais como as citocinas pro-inflamatorias e os glicocorticéides - o estado final do 0sso
dependera da interacéo entre estes fatores (ZHAO et al., 2007). Apesar da reducéo
da concentracéo tecidual de TNF-alfa apresentada no grupo DAP-OVX-T em relacéo
ao grupo DAP-OVX-NT, nao houve diferenca nesta comparacéo para a IL-6. Essa
citocina aumenta a osteoclastogénese e inibe a formacéo ossea (JILKA et al., 1992;
POLI et al., 1994; YHIHIU et al., 2000). Assim, sugerimos que a maior inflamacao
encontrada nos animais obesos dificultou o aumento da formacgédo 6ssea induzida
pelo treinamento fisico. O protocolo de treinamento fisico do presente estudo foi
escolhido baseando em OCARINO et al. (2007; 2008; 2009), por ser conhecido por
promover adaptacfes dsseas nos tecidos com e sem osteoporose que foi 0 objeto

principal de estudo desta dissertacao. Entretanto, estudos indicam que se a duragao
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e/ou intensidade do exercicio fossem maiores, poderiam ter ocorrido outras
alteracbes metabolicas, dentre elas a reducdo da producdo de IL-6, o que
favoreceria, nos animais obesos, o anabolismo 0sseo decorrente do treinamento
fisico (LEMOS et al., 2009).

Para ambas as dietas, as diferengas na sensibilidade hormonal e as variagdes na
magnitude do impacto mecénico podem ter contribuido para que os resultados
encontrados no presente estudo fossem sitio-dependentes (OCARINO e
SERAKDIES, 2006; IWAMOTO et al., 2005). Além disso, destaca-se que uma das
funcdes do estrogeno é aumentar a sensibilidade do osso ao impacto mecanico,
sendo que esta resposta pode variar de acordo com o sitio do esqueleto avaliado
(LEE e LANYON, 2004; OCARINO, 2004). Logo, o hipogonadismo associado com
as divergéncias de aplicacdo das forcas mecanicas no esqueleto pode ter
contribuido para os efeitos sitio-dependnetes do treinamento fisico.

Dentre as causas para o desenvolvimento da osteoporose, destacam-se a
deficiéncia estrogénica e o sedentarismo. Em acordo com o raciocinio evolutivo
discutido nesta dissertacdo, € possivel assentirmos que o treinamento fisico pode
prevenir, atenuar ou até mesmo reverter a osteoporose (IWAMOTO et al., 2005;
OCARINO et al., 2007; 2009), ja que as forcas mecéanicas aumentam a diferenciacao
osteogénica e estdo associadas a maior resisténcia 6ssea, ao aumento da
quantidade de trabéculas e ao espessamento da cortical induzido pela atividade
fisica (OCARINO et al., 2007; 2008A; KOSTENUIK et al., 1997). Diferentemente do
bipede, que apresenta maior impacto mecéanico em toda extremidade inferior, para o
quadrupede a incidéncia das forcas mecanicas durante a marcha sobre 0s 0ssos
longos, tais como a tibia e o fémur sdo maiores em relagéo as vértebras lombares
(IWAMOTO et al., 2005). Apesar disso, o treinamento fisico atenuou e/ou reverteu a
osteoporose em ambos o0s sitios. Assim, parece que, além do impacto mecanico,
outros fatores podem ter influenciado o efeito anabdlico do treinamento fisico sobre
0 tecido 6sseo. Em concordancia com isso, observou-se que o grupo DC-OVX-T
nao somente reverteu a osteoporose, como também aumentou a espessura do 0Sso
nasal para valores superiores ao grupo DC-SHAM-NT (GRAFICO 5). Como o
impacto mecéanico desencadeado sobre 0 0sso nasal € menor em comparacao a

todos os outros sitios (OCARINO et al., 2007), sugere-se que os fatores hormonais e
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que os efeitos de vibracdo induzidos pela movimentacdo da corrida também
contribuiram para as alteracdes no tecido 6sseo (OCARINO et al., 2007; OXLUND et
al., 2003). Durante o exercicio fisico, ocorre aumento da liberacdo do horménio do
crescimento (GH), que apresenta efeitos anabdlicos diretos sobre o tecido 0sseo e
indiretos mediados pelo fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1). A partir
disso, sugerimos que para alem dos efeitos da mecanotransducao, esses hormonios
possam ter influenciado o esqueleto das ratas treinadas (OCARINO e SERAKDIES,
2006).
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4.7 CONCLUSOES

Independente da dieta, o treinamento fisico atenuou ou até mesmo reverteu as
alteracbes Osseas induzidas pela osteoporose de forma sitio-dependente.
Entretanto, esses efeitos foram menos evidentes nas ratas obesas, sendo que este

resultado pode estar associado com a maior inflamacéo encontrada nesses animais.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Como evidenciado nos trés capitulos deste trabalho, a obesidade aumenta a
quantidade de osso trabecular de forma sitio-especifica e causa osteopetrose nas
vértebras L1-L3. A visdo classica apresentada pela literatura estabelece que a
“obesidade protege contra a osteoporose”, sendo esta conclusdo € baseada apenas
em analises de densitometria 6ssea de um uUnico sito do esqueleto. Realmente,
nossos resultados mostram que as ratas obesas apresentam maior quantidade de
trabéculas em relacdo as eutroficas. A primeira vista, esses dados corroborariam a
visdo epidemiolégica de que “a obesidade é benéfica para o osso”. Entretanto,

alguns aspectos necessitam ser considerados.

No capitulo 1, mostramos que a avaliacdo das caracteristicas qualitativas do tecido
0sseo associada com a analise de todo o esqueleto é necessaria para que, de fato,
possamos concluir o efeito da obesidade sobre o o0sso. Este trabalho mostra pela
primeira vez que o maior percentual de trabéculas 6sseas dos animais obesos foi
acompanhado, a partir da andlise qualitativa, do desenvolvimento de osteopetrose
nas vértebras lombares. Dessa forma, questionamos até que ponto a maior
densidade 6ssea encontrada em mulheres obesas realmente representa um aspecto
vantajoso. Além disso, no capitulo 2, mostramos que independente da dieta, a
ovariectomia induziu a osteoporose. Logo, é necessario ter cautela na afirmacéo de
que a “obesidade é benéfica para o 0sso0”, ja que as ratas obesas também
apresentaram osteoporose, embora em menor intensidade e extensao que as ratas
eutréficas. Além disso, ressaltamos que as alteracdes enddcrinas e metabdlicas
avaliadas no presente estudo e a adiposidade foram potencializadas na interacao
entre obesidade e ovariectomia, 0 que sugere que essa associacado pode ser mais

dispendiosa para o individuo do que benéfica.

O desenvolvimento da obesidade e da osteoporose esta diretamente associada as
alteracdes no estilo de vida dos individuos. Considerando que os animais foram
evolutivamente selecionados para se exercitar, € possivel especular que o
treinamento fisico possa promover atenuar ou até mesmo reverter as alteracdes

induzidas por estas patologias. Para os animais eutroficos, o presente estudo
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corrobora a literatura ao mostrar que o treinamento fisico aumenta a quantidade de
tecido 6sseo trabecular de forma sitio-especifica. J& nos animais obesos e nédo
castrados, este trabalho mostra um resultado inédito que € a reversdo da
osteopetrose induzida pela obesidade e a restauracédo do equilibrio entre aposicéo e

reabsor¢cdo 6ssea.
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APENDICE 1

InformacbBes complementares acerca da descri¢cdo dos grupos experimentais
e do delineamento experimental

Os trés experimentos apresentados nesta dissertacdo foram coletados
simultaneamente. Foram utilizadas 48 ratas Wistar com idade de 21 dias
provenientes do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (CEBIO) da
UFMG. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais de polipropileno (30 x 20 x
19cm) em uma sala da Escola de Veterinaria da UFMG sob um ciclo claro/escuro de
12 horas com agua e racdo ad libitum. A temperatura do ambiente foi registrada
diariamente (25,4°C +3,4) e as ratas foram divididas em 8 grupos experimentais
(FIGURA 1).

e Grupo 1 (DC-SHAM-NT): Animais que se alimentaram com a dieta
controle, submetidos a cirurgia - sham e que néo realizaram o treinamento;

e Grupo 2 (DC-SHAM-T): Animais que se alimentaram com a dieta controle,
submetidos a cirurgia - sham e que realizaram o treinamento;

e Grupo 3 (DC-OVX-NT): Animais que se alimentaram com a dieta controle,
que foram submetidos a cirurgia de ovariectomia e que ndo realizaram o
treinamento;

e Grupo 4 (DC-OVX-T): Animais que se alimentaram com a dieta controle,
que foram submetidos a cirurgia de ovariectomia e que realizaram o
treinamento;

e Grupo 5 (DAP-SHAM-NT): Animais que se alimentaram com a dieta de
alta palatabilidade, submetidos a cirurgia - sham e que néo realizaram o
treinamento;

e Grupo 6 (DAP-SHAM-T): Animais que se alimentaram com a dieta de alta
palatabilidade, submetidos a cirurgia - sham e que realizaram o
treinamento;

e Grupo 7 (DAP-OVX-NT): Animais que se alimentaram com a dieta de alta
palatabilidade, que foram submetidos & cirurgia de ovariectomia e que nédo

realizaram o treinamento;
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e Grupo 8 (DAP-SHAM-T): Animais que se alimentaram com a dieta de alta
palatabilidade, que foram submetidos a cirurgia de ovariectomia e que

realizaram o treinamento;

Para fins didéaticos, os grupos foram distribuidos em trés experimentos que foram
apresentados nesta dissertacdo em trés capitulos como mostrado na figura 2.

Como a coleta do segundo capitulo foi realizada concomitante ao experimento do
primeiro capitulo, os grupos que nao realizaram o treinamento fisico foram utilizados
como grupos controle deste experimento. O grupo dieta controle ndo treinado do
primeiro capitulo foi denominado no segundo capitulo como grupo dieta controle
submetido a cirurgia sham e o grupo dieta de alta palatabilidade néo treinado do
capitulo 1 foi chamado no capitulo 2 de grupo dieta de alta palatabilidade submetido
a cirurgia sham (DC-NT = DC-SHAM / DAP-NT = DAP-SHAM).

A coleta do terceiro capitulo foi realizada concomitante aos experimentos do capitulo
1 e 2. Dessa forma, os grupos que foram ovariectomizados no capitulo 2 foram
utilizados como controles. O grupo dieta controle ovariectomizado do segundo
capitulo foi denominado, no terceiro capitulo, de grupo dieta controle que néo realiza
o treinamento fisico; e o grupo dieta de alta palatabilidade ovariectomizado do
capitulo 2 foi chamado, no capitulo 3, de grupo deita de alta palatabilidade que néo
realizou o treinamento fisico (DC-OVX = DC-NT / DAP-OVX = DAP-NT).

Delineamento experimental

Foram utilizadas ratas Wistar com 21 dias de idade que foram distribuidos
aleatoriamente em dois grupos: animais que se alimentaram com rag&do controle
(DC) ou com racédo de alta palatabilidade (DAP). Ao completarem dois meses de
idade, vinte e quatro ratas foram submetidas a ovariectomia bilateral e vinte quatro
ratas a cirurgia - sham (controle). Apds a castracédo, os animais foram mantidos no
biotério durante trés meses, para a inducédo da osteoporose (OCARINO et al, 2007,
2008). Trés meses apds a ovariectomia, as ratas castradas ou que realizaram a

cirurgia sham foram distribuidas aleatoriamente em dois grupos: animais que
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realizaram o treinamento fisico (T) ou animais que ndo realizaram o treinamento
fisico (NT). Inicialmente, foi realizada a familiarizacdo a corrida na esteira. Em
seguida, os animais realizaram o primeiro teste progressivo (TP) para avaliacdo da
do trabalho realizado (W), do tempo total de exercicio (TTE) e da velocidade maxima
inicial (Vmax), sendo que a partir deste ultimo valor, foi calculada a intensidade de
exercicio de cada animal e iniciado o treinamento fisico por treze semanas. Os
animais do grupo nao treinado eram levados a sala onde era realizado o exercicio e
mantidos em suas respectivas gaiolas em repouso sob mesmas condicbes
ambientais. No final da quarta, oitava e décima segunda semana de treinamento, foi
realizado o teste progressivo para adequacao da intensidade de exercicio. Setenta e
duas horas depois da ultima sesséo de treinamento foi realizado um teste oral de
tolerancia a glicose. Dois dias posteriores a esse procedimento, foi realizado o ultimo
teste progressivo para avaliagdo do trabalho, do tempo total de exercicio e da
velocidade méaxima apds o periodo de treinamento. Setenta e duas horas apds 0s
animais foram eutanasiados apOs jejum noturno. Este delineamento experimental

esta representado na figura 3.

A coleta dos trés experimentos desta dissertacéo foi realizada concomitantemente.
Como as ratas do capitulo 2 foram utilizadas como grupo controle no experimento do
capitulo 1, foi necessario que a cirurgia — sham fosse realizada também nos grupos
submetidos ao treinamento fisico do capitulo 1. A eutandsia dos animais nos trés
experimentos foi realizada seis meses ap0s a cirurgia — sham, logo néo é esperado

que o estresse cirurgico possa ter influenciado os resultados desta dissertacao.
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FIGURA 1. Representacdo esquematica dos grupos experimentais DC: Dieta controle. DAP: Dieta de alta palatabilidade. SHAM: Cirurgia - sham.
OVX: Cirurgia ovariectomia. NT: ndo treinado. T: treinado. G1: grupo 1. G2: grupo 2. G3: grupo 3. G4: grupo 4. G5: grupo 5. G6: grupo 6. G7:
grupo 7. G8: grupo 8. Fonte: criacdo do proprio autor.



Experimento 1:

Efeito do treinamento fisico sobre o tecido 6sseo de ratas obesas

Dieta controle
(DC)

y

Dieta de alta
palatabilidade (DAP)

v

N\

G5 G6

Experimento 2:

Efeito da ovariectomia sobre o tecido 6sseo de ratas obesas

Dieta controle

(DC)
{
[ sHAM | | ovx |
G1 G3

Experimento 3:

Efeito do treinamento fisico sobre o tecido d0sseo de ratas obesas com osteoporose

Dieta controle

(DC)

y

oVX
L
G3 G4
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palatabilidade (DAP)
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Dieta de alta
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FIGURA 2. Representacdo esquematica dos grupos experimentais DC: Dieta controle. DAP: Dieta de alta palatabilidade. SHAM: Cirurgia —
sham. OVX: Cirurgia ovariectomia. NT: néo treinado. T: treinado. G1: grupo 1. G2: grupo 2. G3: grupo 3. G4: grupo 4. G5: grupo 5. G6: grupo 6.
G7: grupo 7. G8: grupo 8. Fonte: criacdo do préprio autor.




Idade dos animais

21 1 2 3 4 5 6 7 8 meses | | 8 meses 8 meses 8 meses
dias mes meses meses | | meses meses meses meses e Hdias | [e 12 dias e 14 dias] |e 16 dias
- Distribuic&o dos Vv
grupos em animais Chareciom s - Familiariz.agéo 2°TP 3°TP 4°TP 2°TOTG 5 TP Eutanasia
DC ou DAP ou cirurgia - ao exercicio na
shan esteira
- Inicio do periodo
de tratamento -1°TP
destes animais com
asrespectivas - Inicio do :
dietas treinamento: 13 7
semanas
- Coleta sanguinea
DC: Dieta controle - Coleta dos tecidos
DAP: Dieta de alta palatabilidade - Coleta do esqueleto
TP: Teste progressivo
TOTG: Teste oral de tolerancia a glicose
FIGURA 3. Representacdo esquematica do delineamento

experimental. Fonte: criagdo do préprio autor.
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APENDICE 2.
A. Protocolo de Coloracéo de laminas do Tecido Adiposo

Procedimentos Duracao
Estufa Minimo 1h
Xilol | 5 min
Xilol 11 5 min
Xilol 1l 8min
Alcool absoluto | 1min
. ~ Alcool absoluto Il 1 min
Hidratag&o Alcool 90 1min
Alcool 80 1 min
Alcool 70 1min
Agua corrente 5 min
Hematoxilina 50seg
Lavar em agua corrente -
Eosina 1 min 30seg
Lavar 0 excesso em agua -
Secar em temperatura
ambiente
Alcool 70 Mergulhar 3 x
Alcool 80 Mergulhar 3 x
Alcool 90 Mergulhar 3 x
Alcool 1| Mergulhar 3 x
Desidratac&o Alcool | Mergulhar 3 x
Xilol | 5 min
Xilol 1 5 min
Xilol Il 8 min
Montar o balsamo -

Fonte: criacdo do préprio autor.
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. Protocolo de processamento do Tecido adiposo

Procedimentos Duracao
Alcool 70 30min
Alcool 80 30min
Alcool 90 30min
Alcool 95 30min

Alcool absoluto | 30min
Alcool absoluto I 30min
Alcool absoluto Il 30min
Xilol 11 30min
Xilol 1l 30min

Parafina 66°

Aproximadamente 30min
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C. APENDICE 3.

Protocolo de coloragédo do tecido 6sseo

amero Procedimentos Duracéo

1 Estufa 15min

2 Xilol | 10min

3 Xilol 11 10min

4 Alcool absoluto | 05min

5 Alcool absoluto Il 05min

6 Alcool absoluto IlI 05min

Hidratagdo 7 Alcool 90 05min

8 Alcool 80 05min

9 Agua destilada 03min

10 Hematoxilina 20 segundos

11 Agua corrente 15min

12 Eosina 10 segundos

13 Lavar o excesso em

agua ]

14 Alcool 95 | 20 segundos

15 Alcool 95 || 30 segundos

16 Alcool absoluto | 10 minutos
Desidratacéo 17 Alcool absoluto I 10 m?nutos

18 Alcool absoluto IlI 10 minutos

19 Xilol | 02 minutos

20 Xilol 11 02 minutos

21 Montar em balsamo -

Fonte: criacdo do préprio autor.

139




APENDICE 4.
Quantidade de campos avaliados por sitio 6sseo na histomorfometria
0ssea

TABELA 3: Quantidade de campos avaliados por sitio 6sseo na andlise de histomorfometria

Sitio avaliado NUumero de campos Total de pontos
Osso nasal 30 -
Fémur proximal 3-4 363 - 484
Epifise dos ossos longos (fémur distal, 3-4 363 - 484
umero e tibia)
Metéfise dos ossos longos (fémur 8-10 968 - 1210
distal, umero e tibia)
Vértebras lombares 8-10 968 - 1210
Vértebras toracicas 7-8 848 - 968

Fonte: criacdo do préprio autor.
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APENDICE 5.
Representacdo esquemaética da analise do tecido 6sseo

Eutanasia

Descalcificagao em acido
formico: 35 - 40 dias

Fixagao em
formoaldeido 10%

Agua |

Processamento

corrente

[ Desidratagéo |

| Diafanizacao I

| Impregnagao em

parafina

|In

clusao em
parafina

Preparacao das laminas
Histomorfometria 6ssea

|
!
]

|Minimo 7| Lo | | 15° dia | 35°-40°
dias dia

—

|

Faixa de duragao desse
procedimento: 7-120 dias

<

| 41° dia | 42°-43°
dia

I

[

- 2h élcool 70%

- 2h alcool 80%

- 2h o alcool 90%
- Overnight alcool

Vértebras:

- -

Ossos Nasais:

Ossos longos:

=

Fémur: proximal

-

absolutousado
-2h alcool ak

- Ossos nasais =
15-20min

- Ossos longos =
40-45min

- Vértebras=1h

- Ossos nasais = 10
min

- Ossos longos =
30 min

- Vértebras = 40min

novo

[

I
| 8 meses I

Cortes no
micrétomo
4-5um

Coloragao em
eosinae
hematoxilina

|

FIGURA 1. Protocolo de processamento do tecido 6sseo.
Fonte: criacao do préprio autor.
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APENDICE 6.
Resultados complementares do capitulo 1

TABELA 1. Massa corporal, varidveis séricas complementares, peso dos coxins adiposos e do

gastrocnémio

Dieta controle Dieta de alta palatabilidade

Variaveis NT T NT T
Massa corporal pos- 315,2+20,1 351,7+18,9 391,9+57 4* 400,9+51,8"
treinamento fisico (g)
Massa corporal pre- 300,5+18,5 325,5+17,0 357,6+24,6* 344,7+35 47*
treinamento fisico (g)
Colesterol total (mg.dl™) 154,5+£31,7 176,4+40,4 162,5+£39,0 191,4+68,2
HDL-C (mg.dI'™) 7,229 8,0+3,0 5,8+2,0 10,8+4,2°
Triglicérides (mg.dI™) 245,4+59,1 365,5+178,2 511 46+296 5* 538,7+195 4

Corticosterona (pg/ml) 36755,0+£19313,8 35193,1+12567,2 60342,1+19616,3* 47500,8+11087,7

Adiponectina (ng/ml) 24997,4+8008,4 20124,5+11396,5 32355,0+5947,7 33774,0+9621,6*
Estradiol (pg/ml) 20,8+3,0 20,9+3,9 18,5+4,8 21,2+4,6
TAP (g) 1,66+0,3 1,9310,5 3,79+0,4% 3,87+1,0""
TAR (Q) 1,9740,1 1,55+0,1 2,79+0,2* 2,59+0,2*"
TAM (g) 0,91+0,1 1,2+0,6 1,84+1,2* 1,43+0,3*
Gastrocnémio (g) 4,1+0,2 4,6+0,4 4,5+0,4 4,2+0,6

*Diferenca em relacdo ao respectivo controle da dieta (DC-NT vs. DAP-NT; DC-T vs. DAP-T).
“Diferenca em relacdo ao respectivo controle do treinamento (DC-NT vs. DC-T; DAP-NT vs. DAP-T).
'Diferenca entre o grupo DAP — T vs. DC-NT. TAP: tecido adiposo periuterino. TAR: tecido adiposo
retroperitonial. TAM: tecido adiposo mesentérico. NT: ndo treinado; T: treinado. A concentracdo serica
de corticosterona foi determinada pelo método ELISA e as concentracdes seéricas de triglicérides,
colesterol total e HDL-C foram determinadas por métodos colorimétricos. Fonte: resultado do préprio
autor.
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Os tecidos adiposos periuterino (TAP), retroperitonial (TAR) e mesentérico
(TAM), todos relativizados pela massa corporal, foram maiores nas ratas
alimentadas com a dieta de alta palatabilidade: DC-NT vs. DAP—-NT; DC-T vs.
DAP-T. O treinamento fisico ndo alterou a massa dos tecidos adiposos TAP,
TAR e TAM, todos relativizados pela massa corporal (DC-NT vs. DC-T; DAP-
NT vs. DAP-T). Nao houve diferenca entre 0s grupos para a concentracao
sérica de colesterol total e para o peso do gastrocnémio. A corticosterona foi
maior para o grupo DAP-NT em relacdo ao grupo DC-NT, p=0,4). Os grupos
DAP-NT e DAP-T apresentaram concentracfes maiores de triglicérides
quando comparado ao DC-NT. Nao houve diferenca entre o grupo DC-T e
DAP-T (p=0,07), bem como nas comparacdes referentes ao efeito do
treinamento (DC-NT vs. DC-T / DAP-NT vs. DAP-T, p=0,6 - 0,8). O HDL-C foi
maior no grupo DAP-T e nédo foi houve diferenca para o restante das

comparacoes — TABELA 1.
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APENDICE 7.
Gréficos ao longo do tempo do TOTG no capitulo 1
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GRAFICO 1. Teste oral de tolerancia a glicose. A) Comparacgéo referente ao grupo DC - NT vs. DAP - NT. B) Comparacdo
referente ao grupo DC - T vs. DAP - T. C) Comparacéo referente ao grupo DC - NT vs. DC - T. D) Comparacéo referente ao
grupo DAP - NT vs. DAP - T. E) Area sob a curva da concentracdo sanguinea de glicose. * Diferenca entre 0s grupos nos
respectivos tempos indicados (gréfico A, B, C e D) e entre as barras horizontais para o gréfico E, “Diferenca em relacdo ao
basal. n=5 para o grupo DC-T e n=6 para o restante dos grupos. NT: ndo treinado; T: treinado. Para as comparacdes ao longo
do tempo, foi utilizado um ANOVA two way com medidas repetidas considerando como fonte de variagcdo o tempo e a dieta
(grafico 1A e 1C) ou o tempo e o treinamento fisico (grafico 1B). Fonte: resultado do préprio autor.



APENDICE 8.
Figuras complementares do capitulo 1

A. Vértebras T1-T7
DC-NT DC-T DAP-NT DAP-T

B. Vértebras T8-T13
DC-NT DC-T DAP-NT DAP-T

. LA ) K A 5 ¥ . A

FIGURA 1. Andlise histologica de secgbes das veértebras toracicas e epifise do fémur distal.
Barra=594um. DC-NT (Dieta controle e nao treinado); DC-T (Dieta controle e treinado); DAP-NT (Dieta
de alta palatabilidade e néo treinado); DAP-T (Dieta de alta palatabilidade e treinado). Fonte: resultado

do préprio autor.



APENDICE 9.
Concentracdao sérica de calcio, ingestdo alimentar e ingestdo de minerais
do capitulo 1

Para certificar que os efeitos decorridos da dieta apresentados no tecido 6sseo
ndo foram devido & maior ingestdo diaria de célcio e fésforo, foi realizada a
analise quantitativa desses minerais apresentadas na racdo. Durante as sete
Gltimas semanas de experimento a ingestdo alimentar foi avaliada
semanalmente como a diferengca entre a quantidade de racdo ofertada
diariamente e a quantidade restante na gaiola dos animais. Foi calculada a
média das sete semanas e esse valor foi utilizado como ingestdo alimentar
diaria total. A partir da determinacdo do percentual de célcio e fosforo de
ambas as racdes e do célculo da ingestédo alimentar diaria total, foi avaliada a
quantidade de célcio e fésforo ingerida diariamente pelos animais. A ingestao
alimentar foi maior no grupo DAP — NT quando comparada ao grupo DC-NT.
N&o houve diferenca na comparacéao entre os grupos DC-T vs. DAP -T, p=0,3.
A racdo de alta palatabilidade possui menor quantidade de calcio e fosforo
quando comparada com a racao controle (célcio: 1,4% e fésforo: 1,04% na DC
vs. calcio: 1,0% e fésforo: 0,63% na DAP). Dessa forma, os grupos DAP
apresentaram menor ingestdo desses minerais, quando comparados ao
controle, mesmo que a ingestdo alimentar total diaria tenha sido maior nos
grupos DAP (DC-NT vs. DAP-NT, p<0,01 para ambas as comparacdes). A
concentragdo sérica de céalcio também foi avaliada e ndo houve diferenca entre

0S grupos.
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TABELA 1: Concentracdo sérica de calcio, ingestdo alimentar e de minerais

Dieta controle Dieta de alta palatabilidade
Parametros NT T NT T
Ingestéo alimentar diaria (g/dia) 17,9+0,6 20,3+1,7% 21,342, 7% 21,3+1,6
Ingestéo de calcio diaria (g/dia) 0,26%0,01 0,27+0,03% 0,21+0,01* 0,21+0,02*
Ingestao de fosforo diaria (g/dia)  0,18+0,06 0 21+0,01“ 0,13+0,01* 0,13+0,01*
Concentracao sérica de célcio 11,0+0,3 11,3+0,9 11,8+1,0 12,5+1,9

(mg/dl)

*Diferenca em relac&o ao respectivo controle da dieta (DC-NT vs. DAP-NT; DC-T vs. DAP-T). 0(Diferenga em
relag@o ao respectivo controle do treinamento (DC-NT vs. DC-T; DAP-NT vs. DAP-T), n=5 para o grupo DC-
T e n=6 para o restante dos grupos. TAP: tecido adiposo periuterino. NT: ndo treinado; T: treinado. A
concentracdo sérica de célcio foi avaliada por meio de um método enzimatico. Fonte: resultado do préprio
autor.
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APENDICE 10.
Percentuais de trabécula 6ssea dos sitios 6sseos apresentados em
gréficos do capitulo 1

TABELA 1. Percentuais de trabécula 6ssea das vértebras lombares, da metafise da tibia

proximal, do osso nasal, metéfise do fémur distal e fémur proximal

Dieta controle Dieta de alta palatabilidade
Variaveis (%) NT T NT T
Vértebras L1-L3 40,143,2 45,1+4,0 54,1+ 4,3* 452+ 43"
Vértebras L4-L6 40,1+4,2 51,0+5,4 ° 47,9+6,3* 46,2+4,6*
Metéfise da tibia proximal 35,9+9,8 40,8+9,7 44.6+7,3* 46,3+5,3*
Osso nasal 15,6+2,4 30,2#4,3 33,9+3,0* 34,8+2,8*
Metéfise do fémur distal 39,0£3,2 39,4+7,8 49,4+6,4* 50,4+8,2*
Fémur proximal 49,4+ 6,2 59,7+7,3 % 49,2+10,1 59,645,7 *

*Diferenca em relacdo ao respectivo controle da dieta (DC-NT vs. DAP-NT; DC-T vs. DAP-T). ¢ Diferenca

em relacdo ao respectivo controle do treinamento (DC-NT vs. DC-T; DAP-NT vs. DAP-T). yDiferen(;a entre

0 grupo DAP — T vs. DC-NT, n=5 para o grupo DC-T e n=6 para o restante dos grupos. NT: ndo treinado;
T: treinado. Fonte: resultado do préprio autor.
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APENDICE 11.
Resultados complementares do capitulo 2

TABELA 1. Massa corporal, variaveis séricas complementares, peso dos coxins adiposos e do

gastrocnémio

Dieta controle Dieta de alta palatabilidade

Variaveis SHAM OVvX SHAM OVvX
Massa corporal (g) 315,2+20,1 398,2+46,6" 391,9+57,4* 489,9+66,5*"
Colesterol total (mg.dl™) 154,5+£31,7 183,7+20,7 162,5+39,0 240,91162,8*#
HDL-C (mg.dI™Y) 7,2+2,9 10,9+8,5 5,8+2,0 11,7+7,5
Triglicérides (mg.dI™) 245,4+59,1 244,9+70,1 503,7+308,2* 482,7+243 4%
Corticosterona (pg/ml) 36755,0£19313,8 52281,4+26185,3 60342,1+19616,3 50089,3+49330,1
Adiponectina (ng/ml) 24997,4+8008,4  44824,5+18368,6°  32355,0+5947,7 58945 7+18987,3"
Estradiol (pg/ml) 20,8+3,0 19,3+2,5 18,5+4,8 20,3+2,5
TAP (9) 1,6+0,3 2,5+0,5 3,7+0,4* 3,2+0,7*
TAR (9) 1,9+0.1 2,4+0,6 2,740,2* 3,4+0,7*
TAM (9) 0,9+0,1 1,3+0,4 1,8+1,2* 1,9+1,0
Gastrocnémio (g) 4,1+0,2 4,6+0,4 4 5+0,4 4,2+0,6

*Diferenca em relacdo ao respectivo controle da dieta (DC-SHAM vs. DAP-SHAM; DC-OVX vs. DAP-
OVX). *Diferenca em relacdo ao respectivo controle da ovariectomia (DC-SHAM vs. DC-OVX; DAP-
SHAM vs. DAP-OVX), n=6 para todos os grupos e comparacfes. AMC: variagcdo da massa corporal,
TAP: tecido adiposo periuterino; TAR: tecido adiposo retroperitonial; TAM: tecido adiposo
mesentérico.SHAM: cirurgia sham; OVX: cirurgia de ovariectomia. Para a concentracdo sérica de
corticosterona foi necessaria a transformacdo logaritima ara a normalidade dos dados. A
concentracdo sérica de corticosterona foi determinada pelo método ELISA e as concentragbes
séricas de triglicérides, colesterol total e HDL-C foram determinadas por métodos colorimétricos.
Fonte: resultado do préprio autor.

149



Os tecidos adiposos periuterino e retroperitonial, todos relativizados pela
massa corporal, foram maiores nos grupos dieta de alta palatabilidade (DC-
SHAM vs. DAP-SHAM; DC-OVX vs. DAP-OVX). Para o tecido adiposo
mesentérico, ndo houve diferenca no grupo DC-OVX vs. DAP-OVX (p=0,1). Ao
avaliar o efeito da ovariectomia no peso dos coxins adiposos, ndo houve
diferenca em nenhuma das comparagdes (DC-SHAM vs. DC-OVX, p=0,07 para
o TAP; p=0,2, para o TAR e p=0,08 para o TAM; DAP-SHAM: vs. DAP-OVX,
p=0,1 para os trés sitios). O colesterol total foi maior no grupo DAP-OVX em
relacdo ao grupo DC-OVX e ao grupo DAP-SHAM. Os animais alimentados
pela dieta de alta palatabilidade apresentaram maiores concentra¢des sericas
de triglicérides quando comparados aos seus controles da dieta (DC-SHAM vs.
DAP-SHAM; DC-OVX vs. DAP-OVX). Nao houve diferenca na comparacao
referente ao efeito da ovariectomia (DC-SHAM vs. DC-OVX, p=0,8; DAP-
SHAM vs. DAP-OVX, p=0,9), bem como para o peso do gastrocnémio, a
concentragdo serica de HDL-C e de corticosterona (TABELA 1).
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APENDICE 12.
Gréficos ao longo do tempo do TOTG no capitulo 2
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Gréfico 1. Teste oral de tolerancia a glicose. A) Comparacéao referente aos grupos DC-OVX vs. DAP-OVX.
B) Comparacao referente aos grupos DC-SHAM vs. DC- OVX. C) Comparagdo referente aos grupos
DAP-SHAM vs. DAP-OVX. D) Area sob a curva da concentracdo sanguinea de glicose. DC - SHAM
(Dieta controle e cirurgia SHAM); DC - OVX (Dieta controle e cirurgia de ovariectomia); DAP-SHAM (Dieta
de alta palatabilidade e cirurgia SHAM); DAP-OVX (Dieta de alta palatabilidade e cirurgia de ovariectomia).
*Diferenca entre 0s grupos nos respectivos tempos indicados (grafico A, B e C) e entre as barras
horizontais para o gréafico D, *Diferenca em relacdo ao basal, n=5 para o grupo DC-OVX e n= 6 para 0
restante dos grupos. SHAM: cirurgia sham; OVX: cirurgia de ovariectomia. Para as comparagdes ao longo
do tempo, foi utilizado um ANOVA two way com medidas repetidas considerando como fonte de variacédo
o tempo e a dieta (grafico 1A ou o tempo e a ovariectomia (grafico 1B e 1C). Fonte: resultado do préprio
autor.

151



APENDICE 13.
Figuras complementares do capitulo 2

A. Vértebras T1-T7

3/ 4

DAP-SHAM DAP-OVX

A . e 7

FIGURA 1. Analise histolégica de seccdes das vértebras toracicas e epifise do fémur distal. Barra= 594pm. A)
Vértebras toracicas T1-T7. B: Vértebras toracicas T8-T13. C: Epifise do fémur distal. DC-SHAM (Dieta controle e
cirurgia sham); B: DC-OVX (Dieta controle e cirurgia de ovariectomia); C: DAP-SHAM (Dieta de alta palatabilidade e
cirurgia sham); D: DAP-OVX (Dieta de alta palatabilidade e cirurgia de ovariectomia). Fonte: resultado do proprio autor.



APENDICE 14.
Percentuais de trabécula 6ssea dos sitios 6sseos apresentados em
gréficos do capitulo 2

TABELA 1. Percentuais de trabécula 6ssea das vértebras lombares, da metafise da tibia proximal, do

0sso nasal, metéfise do fémur distal e fémur proximal

Dieta controle Dieta de alta palatabilidade
Variaveis (%) SHAM oVX SHAM ovX
Vértebras L1-L3 40,1%3,2 25,145,3" 54,1+ 4,3* 32,8+4,1* P
Vértebras L4-L6 40,1%4,2 25,6+3,5" 47,9+6,3* 35,4+4,9%"
Metéfise da tibia proximal 35,9+9,8 16,4£6,0" 44,6+7,3* 257+7,2%" P
Osso nasal 15,6+2,4 12,3+1,0" 33,9+3,0* 21,6+1,7% P
Metafise do fémur distal 39,0£3,2 15,5¢4,5" 49,446 4% 26,3+8,7%" P
Fémur proximal 49,4+ 6,2 40,0+7,7" 49,2+10,1 42,3+8,4" P

*Diferenca em relacdo ao respectivo controle da dieta (DC-SHAM vs. DAP-SHAM; DC-OVX vs. DAP-OVX).
#Diferenga em relagdo ao respectivo controle da ovariectomia (DC-SHAM vs. DC-OVX; DAP-SHAM vs. DAP-

OVX), BDiferen(;,a entre o grupo DAP-OVX vs. DC-SHAM, n=6 para todos os grupos e comparagfes. SHAM:
Cirurgia sham; OVX: Cirurgia de ovariectomia. TAP: tecido adiposo periuterino. Fonte: resultado do préprio autor.
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APENDICE 15.
Concentracdao sérica de calcio, ingestdo alimentar e ingestdo de minerais
do capitulo 2

Conforme verificado no experimento 1, os animais que ingeriram a dieta de alta
palatabilidade submetidos a cirurgia sham apresentaram maior ingestao
alimentar comparados aos animais submetidos a dieta controle sham. Este
resultado também foi encontrado nas ratas ovariectomizadas alimentadas com
a dieta de alta palatabilidade (DC-OVX vs. DAP-OVX, p=0,02). Ndo houve
diferenca da ovariectomia na ingestdo alimentar dos animais (DC-SHAM vs.
DC-OVX, p= 0,5 e DAP-SHAM vs. DAP-OVX, p=0,6). Apesar da maior ingestao
alimentar total, os animais do grupo dieta de alta palatabilidade e castrados
apresentaram menor ingestdo de calcio e fésforo quando comparados aos
animais DC-OVX (DC-OVX vs. DAP-OVX, p<0,01 para todas as
comparacdes). Nao houve diferenca para a concentracdo sérica de calcio em

nenhum dos grupos.

154



TABELA 1: Concentracao sérica de calcio, ingestao alimentar e de minerais

Dieta controle Dieta de alta palatabilidade

Variaveis SHAM OVvX SHAM OVX
Ingestdo alimentar diaria 17,9+0,6 18,5+1,4 21,3+2,7* 20,9+1,4*
(g/dia)
Ingestédo de célcio diaria 0,26+0,01 0,25+0,01 0,21+0,01* 0,20+0,0*
(g/dia)
Ingestado de fésforo diaria 0,18+0,06 0,1940,01 0,13+0,01* 0,13+0,09*
(g/dia)
Concentragao sérica de calcio 11,0+0,3 11,1+1,6 11,8+1,0 12,1+2,3
(mg/dl)

*Diferenca em relagédo ao respectivo controle da dieta (DC-SHAM vs. DAP-SHAM; DC-OVX vs. DAP-OVX),
n=6 para todos os grupos e comparacbes. SHAM: Cirurgia sham; OVX: Cirurgia de ovariectomia. Para a
variavel concentracao sérica de célcio foi necessaria a transformacao radicial para a normalidade dos dados.
A concentracdo sérica de calcio foi avaliada por meio de um método enzimatico. Fonte: resultado do proprio

autor.
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APENDICE 16.

Reciiltadns comnlementares dn canitiilan R

TABELA 1. Massa corporal, variaveis séricas complementares, peso dos coxins adiposos e do gastrocnémio

Dieta controle Dieta de alta palatabilidade

Parametros SHAM-NT OVX-NT OVX-T SHAM-NT OVX-NT OVX-T
Massa corporal (g) 315,2+20,1 398,2+46,6" 381,5+46,0 391,9+57,4% 489,0+66,5%" F 429,7+58,9*
Colesterol total (mg.di™) 154,5+31,7 183,6+20,4 177,5+22,7 162,5 + 39,0 240,0+162,8*" B 201,2+31,3
HDL-C (mg.dll) 72+29 10,9+8,5 7,1+4,6 5,812,0 11,7£7,5 8,3+1,8
Triglicérides (mg.dI™) 245,4+59,1 244,9+70,1 248,2+88,3 503,4+308,2* 482,7+243.0* B 356,4+179,1
Corticosterona 36755,0£19313,8 52281,4+26185,3 61223,1+43360,1 60342,1+19616,3 50089,3+49330,1 49024,9+25290,6
(pg/ml)
Adiponectina (ng/ml) 24997,4+8008,4 44824,5118368,6# 54276,4+18569,5 32355,0+5947,7 58945,7118987,3# 42363,1+37582,6
Estradiol (pg/ml) 20,8£3,0 20,9+£3,9 18,9+2,8 21,2+4.6 21,2+4.6 17,542
TAP (g) 1,6+0,3 2,5£0,5 2,2+0,5 3,7+0,4* 3,2+0,7* 3,6+0,4*
TAR (Q) 1,9+ 0,1 2,4+0,6 1,9+0,6 2 7+0,2% 3,4+0,7* 3,2+40,9%
TAM (9) 0,940,1 1,3+0,4 1,0+0,2 1,8+1,2* 1,9+1,0 1,4+0,2*
Gastrocnémio(g) 4,1+0,2 4,6x0,6 4,5+0,4 4,5+0,4 5,0+0,4 4,5+0,4

*Diferenca em relacdo ao respectivo controle da dieta (DC-SHAM-NT vs. DAP-SHAM-NT; DC-OVX-NT vs. DAP-OVX-NT; DC-OVX-T vs. DAP-
OVX-T). #Diferenga em relacdo ao respectivo controle da ovariectomia (DC-SHAM-NT vs. DC-OVX-NT; DAP-SHAM- NT vs. DAP-OVX-NT).
“Diferenca em relacédo ao respectivo controle do treinamento (DC-OVX-NT vs. DC-OVX-T; DAP-OVX-NT vs. DAP-OVX-T), B Diferenca entre o
grupo DAP—-OVX-NT vs. DC-SHAM-NT. " Diferenca entre DAP-OVX-T vs. DC-SHAM-NT, n= 6 para todos os outros grupos TAP: tecido adiposo
periuterino. TAR: tecido adiposo retroperitonial. TAM: tecido adiposo mesentérico. SHAM: animais submetidos a cirurgia sham. OVX: animais

submetidos a cirurgia de ovariectomia. NT: animais néo treinados. T: animais treinados. A concentracao sérica de corticosterona foi determinada
pelo método ELISA e as concentragfes seéricas de triglicérides, colesterol total e HDL-C foram determinadas por métodos colorimétricos. Fonte:

resultado do préprio autor.



N&o houve efeito de treinamento fisico para as comparacdes referentes ao
peso dos coxins adiposos (TABELA 1). A concentracdo sérica de colesterol e
triglicérides foi similar entre os grupos que realizaram o treinamento e seus
respectivos controles. Entretanto, como evidenciado nos capitulos anteriores
houve efeito da dieta, pois estas variaveis foram maiores nos grupos DAP-
OVX-NT e DAP-SHAM-NT em relagcdo aos seus respectivos controles. O
grupo DAP-OVX-NT apresentou maiores concentragcdes em relacdo ao DC-
SHAM-NT (p<0,001 para ambas as variaveis) e o grupo DAP-OVX-T ndao foi
diferente do grupo DC-SHAM-NT (p=0,06 para o colesterol e p=0,2 para o
triglicérides). Em relacdo aos efeitos da ovariectomia o grupo DAP—OVX-NT
apresentou maiores concentracdes séricas de colesterol total em comparacao
ao grupo DAP-SHAM-NT e nao houve diferenca para as triglicérides. O HDL-
C, a concentracdo sérica de corticosterona e o peso dos gastrocnémio néo

foram diferentes entre os grupos — (TABELA 1).
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APENDICE 17.
Gréficos ao longo do tempo do TOTG no capitulo 3

—O— DC-OVX-NT —A— DAP-OVX-NT
—&— DC-OVX-T

A B —A— DAP-OVX-T
225 4 225 4

200 #

175 H

200

175 4

150 o 150 4

125 4 125 4

100 4 100 +

75 4 75 A

Concentragdo sanguinea de glicose (mg/dl)
Concentragao sanguinea de glicose (mg/dl)

50 T T T T T T T T T 1 50 T T T T T T T T T 1
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 0 15 30 45 60 75 90 105 120 135

Tempo (min) Tempo (min)

—O— DC-OVX-T
225 # —@— DAP-OVX-T 25000 -

200

20000 -
175 4

15000 + L

125 4

100 4
10000 -

75 4

Concentragao sanguinea de glicose (mg/dl)
Area sob a curva da concentragado de
glicose sanguinea ao longo do tempo

50 T T T T T T T T T 1 5000
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 NT NT NT T NT

Tempo (min) Dieta Dieta de alta Dieta Dieta de alta
controle  palatabilidade controle palatabilidade

— SHAM —] — Ovariectomia —

GRAFICO 1. Teste oral de tolerancia a glicose. A) Comparacéao referente ao grupo DC-OVX-NT vs. DC—-
OVX-T. B) Comparacao referente ao grupo DAP-OVX-NT vs. DAP-OVX-T. C) Comparacéo referente ao
grupo DC—-OVX-T vs. DAP-OVX-T. D) Area sob a curva da concentracdo sanguinea de glicose. DC - OVX
- NT (Dieta controle, ovariectomizado e nédo treinado); DC-OVX-T (Dieta controle, ovariectomizado e
treinado); DAP - OVX - NT (Dieta de alta palatabilidade, ovariectomizado e néo treinado); DAP- OVX -T
(Dieta de alta palatabilidade, ovariectomizado e treinado). *Diferenca entre 0s grupos nos respectivos
tempos indicados (grafico A, B e C) e entre as barras horizontais para o gréafico D, “Diferenca em relacéo ao
basal., n=5 para o grupo DC-OVX-NT e n= 6 para todos os grupos e comparacdes. NT: ndo treinado. T:
Treinado. Para as comparacdes ao longo do tempo, foi utilizado um ANOVA two way com medidas
repetidas considerando como fonte de variacdo o tempo e a dieta (grafico 1A e 1C ou o tempo e o
treinamento fisico (grafico 1B). Fonte: resultado do proprio autor.



APENDICE 18.
Figuras complementares do capitulo 3

A. Vértebras T1-T7

DC-OVX-NT

B. Vértebras T8-T13

DC-SHAM-NT

% N\ RN A0 e ') { ey ¢ A ) e Yoas iy ? o P & 3 ..:.:‘Z i v ¢ 7 N
FIGURA 1. Analise his cicas, Ba (Dieta controle, cirurgia sham e néo treinado). DAP-
SHAM-NT (Dieta de alta palatabilidade, cirurgia sham e nao treinado). DC-OVX-NT (Dieta controle, ovariectomia e nado treinado). DC—OVX-T (Dieta
controle, ovariectomia e treinado). DAP-OVX-NT (Dieta de alta palatabilidade, ovariectomia e ndo treinado). DAP- OVX-T (Dieta de alta palatabilidade,
ovariectomia e treinado). As setas indicam as trabéculas 6sseas. Fonte: resultado do proprio autor.



Epifise do fémur distal
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FIGURA 2. Analise histolégica de secc¢bes da epifise do fémur distal. Barra= 613um. DC-SHAM-NT (Dieta controle, cirurgia sham e nao treinado). DAP-
SHAM-NT (Dieta de alta palatabilidade, cirurgia sham e néo treinado). DC-OVX-NT (Dieta controle, ovariectomia e ndo treinado). DC-OVX-T (Dieta
controle, ovariectomia e treinado). DAP-OVX-NT (Dieta de alta palatabilidade, ovariectomia e néo treinado). DAP-OVX-T (Dieta de alta palatabilidade,
ovariectomia e treinado). As setas indicam as trabéculas 6sseas. Fonte: resultado do proprio autor.
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APENDICE 19.
Percentuais de trabécula 6ssea dos sitios 6sseos apresentados em
graficos do capitulo 3

TABELA 1. Percentuais de trabécula 6ssea das vértebras lombares, da metéfise da tibia proximal, do
0sso nasal, metafise do fémur distal e fémur proximal

Dieta controle Dieta de alta palatabilidade
Variaveis (%) SHAM-NT _ OVX-NT _ OVX-T __ SHAM-NT OVX-NT OVX-T

Vértebras L1-L3 401#32  198+53" 325+42%  541:43%  32,8x41*"P 38,0¢3,17
Vértebras L4-L6 40,1#42  256:35" 33,7:+55%"  47,9+6,3* 35,4+4,9%" 38,9+3,0
Metafise da tibia 35,949,8 16,416,0# 2905+145%  44,6+7,3* 25,717,2*# B 29,2+9,4
proximal

Osso nasal 156424 123+10% 0220457  33,9+43,0F  21,6+1,7% P 20,0441
Metafise do fémur distal ~ 39.032 15545  194+53%  49,446,4* 26,3+8,7*" P 29,5+5,8"
Fémur proximal 49,4+6,2  40,9+7,7" 54,24¢46%  492+101 42 3+g4"%P 49,8+8,1

*Diferenca em relacdo ao respectivo controle da dieta (DC-SHAM-NT vs. DAP-SHAM-NT; DC-OVX-NT vs. DAP-
OVX-NT; DC-OVX-T vs. DAP-OVX-T). *Diferenca em relacdo ao respectivo controle da ovariectomia (DC-SHAM-
NT vs. DC-OVX-NT; DAP-SHAM- NT vs. DAP-OVX-NT). °Diferenca em relacdo ao respectivo controle do
treinamento (DC-OVX-NT vs. DC-OVX-T; DAP-OVX-NT vs. DAP-OVX-T), ? Diferenca entre o grupo DAP—OVX-NT
vs. DC-SHAM-NT. ” Diferenca entre DAP-OVX-T vs. DC-SHAM-NT,*Diferenca entre DC — OVX-T vs. DC-
SHAM-NT, n= 6 para todos 0s outros grupos, exceto para a variavel epifise da tibia para os grupos DC-OVX-T
(n=4) e DAP-OVX-T (n=5). SHAM: animais submetidos a cirurgia sham. OVX: animais submetidos a cirurgia de
ovariectomia. NT: animais nao treinados. T: animais treinados. Fonte: resultado do préprio autor.
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APENDICE 20.
Concentracdao sérica de calcio, ingestdo alimentar e ingestao de minerais
do capitulo 3

Conforme evidenciado nos experimentos anteriores o0s animais DAP
apresentaram maior ingestdo alimentar diaria em relacdo aos seus respectivos
controles, entretanto menor ingestéo diaria de calcio e fésforo. No experimento
3, 0 grupo DAP-OVX-T também apresentou esta resposta (DC-OVX-T vs. DAP
—OVX-T, p=0,05 para a ingestdo total diaria, p<0,001 para a ingestdo dos
minerais) e ndo houve diferenca para o treinamento fisico, bem como para as

concentracdes séricas de célcio.

TABELA 1: Concentracao sérica de calcio, ingestédo alimentar e de minerais

Dieta controle Dieta de alta palatabilidade
Parametros SHAM-NT OVX-NT OVX-T SHAM-NT OVX-NT OVX-T
Ingestao alimentar
17,9+0,6 18,5+1,4 17,7+2,6 21,3+2,7* 20,9+1,4* 19,8+1,2*

diaria (g/dia)
Ingestdo de célcio
o _ 0,26+0,01 0,25+#0,01 0,24+0,03 0,21+0,01* 0,20+0,01* 0,19+0,01*
diaria (g/dia)
Ingestado de fésforo
o _ 0,18+ 0,06 0,19+0,01 0,18+#0,02 0,13+0,01* 0,13+0,09* 0,12+0,01*
diaria (g/dia)

Concentragao sérica 11,0+0,3 11,3+0,9 11,0+0,7 11,8+1,0 12,5+1,9 11,8+1,7
de calcio (mg/dl)

*Diferenca em relacdo ao respectivo controle da dieta (DC-SHAM-NT vs. DAP-SHAM-NT; DC-OVX-NT vs.
DAP-OVX-NT; DC-OVX-T vs. DAP-OVX-T). n= 6 para todos os outros grupos. SHAM: animais submetidos a
cirurgia sham. OVX: animais submetidos a cirurgia de ovariectomia. NT: animais ndo treinados. T: animais
treinados. Para a variavel concentracdo sérica de célcio, foi necessaria a transformacao logaritmica para a
normalidade dos dados. A concentragcdo sérica de célcio foi avaliada por meio de um método enzimatico.
Fonte: resultado do proprio autor.
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