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EFEITOS DO TREINAMENTO DE FORCA SOBRE A DINAMICA OSSEA
EM RATAS INDUZIDAS A OVARIO POLICISTICO

RESUMO

A sindrome do ovario policistico (SOP) é um distarbio enddcrino caracterizada por anovulagao
cronica e hiperandrogenismo, tanto em mulheres como em modelos animais. Atualmente, o
tratamento para a SOP ndo esté restrito apenas a abordagens reprodutivas, como infertilidade,
anovulacdo e hirsutismo. Tem-se orientado as pacientes para a promocao e prevencao da saude,
além de modificaces no estilo de vida, principalmente relacionadas a atividade fisica. Estudos
demonstram que 50% das mulheres com SOP sdo obesas e apresentam alteracbes metabdlicas
como resisténciaainsulina, hiperinsulinemia e dislipidemia, aumentando o risco de desenvolver
o diabetes mellitus e doencas cardiovasculares. Além disso, a SOP pode induzir modificacGes
na dindmica d6ssea. O presente trabalho procurou estabelecer relagdes entre os possiveis
beneficios do treinamento de forca com alteracGes dsseas relacionadas a SOP. Foram utilizadas
60 ratas Wistar adultas induzidas @ SOP com dose Unica de valerato de estradiol (VE), 2mg/0,2
mL/rata (i.m.). Ap6s a inducdo as ratas foram divididas em 4 grupos: controle, controle/treino,
SOP, SOP/treino. Cada grupo foi composto por 5 animais (n=5). O treinamento utilizado foi a
escalada em escada com peso fixado a cauda das ratas, 3x/semana. Os tempos experimentais
foram definidos em 30, 45 e 60 dias apds a inducdo. Os resultados mostram que o VE induziu
a formacdo de cistos ovarianos nas ratas SOP e SOP/treino. A massa corporal das ratas controle
e controle/treino foi maior do que das ratas SOP e SOP/treino. Houve reducdo da massa
ovariana e do indice gonadossomatico (IGS) nas ratas SOP e SOP/treino em relacdo as controle
e controle/treino. As ratas controle/treino conseguiram escalar a escada com carga maxima
maior que as ratas SOP/treino. Houve reducdo no volume 6sseo das ratas SOP e SOP/treino em
relacdo as ratas controle e controle/treino. Finalmente, a densidade mineral 6ssea (DMO) das
ratas SOP e SOP/treino foi maior comparada as controle e controle/treino e a carga maxima
Ossea das ratas SOP/treino foi maior que a das ratas SOP. Os resultados sugerem que o0 modelo
animal utilizado tem caracteristicas morfofuncionais relacionadas a SOP e que a dinamica
0ssea, tanto em dados biofisico quanto biomecéanicos foram alterados pela inducéo da sindrome.
Além disso, o exercicio fisico da escalada em escada alterou o volume 06sseo, a densidade 6ssea
e a carga maxima oOssea. Contudo, estudos enddcrinos, moleculares e genéticos deverdo ser
realizados para que se possa melhorar a compreensdo das inter-relacdes entre 0s ovarios e 0s
0SS0S.

Palavras Chave: sindrome do ovario policistico, modificacdes morfofisioldgicas, tecido
0sseo, treinamento de forga.



EFECTS OF FORCE TRAINING ON BONE DYNAMICS IN FEMALE RATS
INDUCED TO POLYCYSTIC OVARIAN

ABSTRACT

Polycystic Ovarian Syndrome (PCOS) is an endocrine disorder characterized by chronic
anovulation and hyperandrogenism both in woman and animals. Currently, treatment for PCOS
is not restricted only to reproductive approaches, as infertility, anovulation and hirsutism.
Patients not only have been advised as to health promotion and prevention, but also changes in
life style and specially, physical activity. Studies show that 50% of women with PCOS are
obese and have metabolic dysfunctions such as insulin resistance, hyperinsulinaemia, and
dyslipidaemia, increasing the risk of diabetes mellitus and cardiovascular diseases. Moreover,
POCS may induce alterations in bone dynamics. The present work aims at stablishing
connections between possible benefits of strength training and bone alterations related to POCS.
Sixty female Wistar rats induced to POCS by an only dose of estradiol valerate (EV), 2mg/0,2
mL/rat (m.i.) were used. After induction, the rats were sorted into 4 groups: control,
control/training, POCS, POCS/training. Each group was composed by 5 animals (n=5). The
chosen training method was stairs climbing with weight attached to the rats’ tails, three times a
week. Experimental periods were defined in 30, 45 and 60 days after induction. Results show
that EV induced ovarian cysts in POCS and POCS/training rats. Mass reduction and
gonadosomatic index (GSI) were assessed in relation to control and control/training rats. The
control/training rats were able to climb stairs with maximum load higher than the load of
POCS/training rats. Bone volume reduction in POCS and POCS/training rats was observed in
relation to control/training rats. Finally, POCS/training rats’ bone mineral density (BMD) was
higher than in POCS rats. Results suggest that the animal model used has morphofunctional
characteristics related to POCS and also that bone dynamics, both in biophysical and
biomechanical data were altered by the syndrom induction. Furthermore, stairs climbing altered
bone volume, bone density and bone maximum load. However, endocrine, molecular and
genetic studies must be carried out in order to improve understanding of relation between

ovaries and bones.

Keywords: polycystic ovarin, bone tissue, morfhological change, resistance training.
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1. INTRODUCAO

1.1. TECIDO OSSEO

O tecido 6sseo desempenha importantes atividades dindmicas, tanto nos aspectos
biomecénicos como metabdlicos. Participa ativamente na regulacdo de alguns eixos da
homeostase sitémica do organismo ao longo de toda a vida por meio de interacbes com Vvarios
outros tecidos, orgdos e sistemas. Exerce funcdes de sustentacdo do corpo, protecdo, locomocao
e hematopoiese. E um tecido metabolicamente ativo e esta envolvido no controle do equilibrio
mineral do célcio, magnésio e fosfato (MACKIE, TATARCZUCH, MIRAMS, 2011). Em
modelos murinos, o papel enddcrino do osso é evidenciado no controle do metabolismo
energético por meio da osteocalcina (CLEMES, KARSENTY, 2011).

Os 0ss0s estdo continuamente em processos de formacao e degradagdo, num mecanismo
denomiado remodelamento 6sseo. O remodelamento 6sseo serve a dois propésitos: reparacao
tecidual e manutenco das concentragdes séricas de fons calcio (Ca?"), fosfato (Pi) e magnésio
(Mg?"), essenciais para diferentes fungdes do organismo (TORTORA, 2010). No esqueleto em
desenvolvimento, essa atividade é primariamente voltada para a formacdo e o crescimento
0sseos, processos pelos quais 0 0sso atinge sua forma e tamanho ideais. No adulto, a atividade
metabolica envolve, predominantemente, a remodelacdo (KATCHBURIAN et al., 1999), um
processo fisioldgico continuo no qual a formacdo Gssea € correspondente a reabsor¢do, sendo
regulada por diversos fatores, como mecanismos intracelulares, influéncia hormonal, fatores
locais e externos. Alteracdes nesse processo podem resultar em diferentes disturbios, entre
eles a osteoporose (NAJJAR et al., 1977).

O processo de remodelacdo 6ssea ocorre em pequenos conjuntos de células chamadas
de unidades multicelulares basicas de remodelacdo 6ssea (BMU), sendo caracterizado pelo
acoplamento das fungdes dos osteoclastos e osteoblastos. Cada BMU é geografica e
cronologicamente separada de outros conjuntos celulares (FROST, 1991; BORELLI, 1994),
sugerindo que a sequéncia de ativacao de eventos celulares responsaveis pela remodelacao
seja também controlada localmente por fatores gerados no microambiente 6sseo (FROST,
1991). Os sinais que iniciam a remodelacéo 6ssea ndo estdo completamente identificados, mas
é evidente que forcas mecénicas podem ser capazes de alterar a arquitetura 6ssea local
(TURNER et al., 2004).

A acdo de compresséo, tensdo, tor¢ao ou cisalhamento dos musculos esqueléticos sobre

0S 0SS0S Sa0 0s principais mecanismos que levam ao ganho de massa e resisténcia 6ssea durante
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as atividades com cargas, e ndo a forga da gravidade sobre o peso corporal. Essa teoria, descrita
por Harold Frost, é conhecida como “The Mechanostat” (FROST, 1987) e preconiza que 0s
0ss0s submetidos a tensdo/compressdo sdo biologicamente estimulados, aumentando a
formacéo Ossea.

Estudos indicam importante relacdo entre o controle glicémico e a atividade de
osteoblastos e osteoclastos (PARHAMI, 2003). A insulina, por sua vez, é capaz de estimular a
expressao do fator ligante nuclear kappa | (RANKL) e reduzir a expressdo de osteoprotegerina
(OPG), estimulando a atividade de osteoclastos (ACKERT- BICKNELL, 2001). Estudos
genéticos revelam que proteinas da via de sinalizagdo intracelular Wnt, € a principal reguladora
da massa Ossea e esta envolvida na fisiopatologia de doencas distintas como a osteoporose,
pseudoglioma e condi¢cbes com alta densidade 6ssea (WILLIANS, 2011). Ademias
componentes da familia, Wnt5b e a Wnt10b, se encontram associados a doencas enddcrinas,
como diabetes tipo 2 e obesidade (TAMASI, 2003; HAMRICK, 2009).

1.2. SINDROME DO OVARIO POLICISTICO (SOP)

A SOP é uma desordem enddcrina heterogénea observada entre 6 a 21% das mulheres
em idade reprodutiva (YILDIZ; BOZDAG; YAPICI et al., 2012). Dessa porcentagem, 50% das
pacientes com SOP séo obesas (LIM; NORMAN; DAVIS et al., 2012) e na maioria dos casos,
a SOP promove alteracbes metabolicas como resisténcia a insulina (RI), hiperinsulinemia e
dislipidemia, aumentando o risco de desenvolver o diabetes mellitus e doencas cardiovasculares
(DIAMANTI-KADARAKIS; DUNAIF, 2012), hipertenséo arterial sistémica (CIBULA et al.,
2000), disfuncdo endotelial (PARADISI et al., 2001), obesidade central (LORD et al., 2006),
e marcadores pro-inflamatdrios crénicos (KELLY et al., 2001), além de baixa aptidao fisica
(ORIO et al., 2006).

Foi descrita pela primeira vez por Stein e Leventhal em 1935, que relataram um quadro
com sinais e sintomas correlacionados a anovulagdo. Neste contexto, foram incluidas mulheres
gue apresentavam histérico de infertilidade, disturbios menstruais, hirsutismo e obesidade,
juntamente com a demonstracdo de ovario aumentado de volume com cistos e hipertrofia do
estroma. Posteriormente denominada Sindrome dos Ovarios Policisticos (SOP), considerada
como um disturbio hormonal complexo de base funcional, caracterizada pela anovulgéo cronica
hiperandrogénica, repercutindo na reproducao, estética e metabolismo (MARCONDES et al.,
2007). O que antes tinha como diagndstico apenas manifestacdes clinicas e anatdmicas, passou

a incorporar critérios bioquimicos e ultrassonograficos (MARCONDES et al., 2011).



16

Seu diagnostico, segundo o Consenso Rotterdam, depende da presenca de dois dos trés
fatores: anovulacéo crénica; sinais clinicos e/ou bioquimicos de hiperandrogenismo e presenca
de padrao ultrassonogréafico de ovario policistico (ROTTERDAM, 2004). Em 2009, a Androgen
Excess and PCOS Society determinou como obrigatoria presenca de heperandrogenismo
(clinico e ou/ bioquimico) e oligoanovulacdo e/ou ovario(s) policistico(s) na ultrassonografia
como critério diagnostico para a SOP, ap0s a exclusdo de outras causas. (AZZIZ et al., 2009).
Os distarbios do ciclo menstrual e, da mesma forma, distdrbios da fisiologia menstrual podem
causar varios estados patoldgicos, incluindo infertilidade, aborto recorrente e neoplasias
malignas (BRAERWALD et al., 2012).

Os objetivos do tratamento para SOP néo se restringem a abordagem das repercussées
reprodutivas, como infertilidade, anovulacdo e hirsutismo; eles também sdo direcionados para
a promocdo e prevencdo da saude cardiovascular. Nesse sentido, tem sido dado destaque as
medidas ndo farmacoldgicas, especialmente a orientagdo nutricional e a pratica regular de
exercicio e/ou atividade fisica. Apesar das estratégias de tratamento de longa duracdo para a
SOP ndo serem totalmente conhecidas (HOEGER et al., 2004), parece ser fato que mudancas
no estilo de vida, como modifica¢cdes na dieta (BRUNER; CHAD; CHIZEN, 2002; NORMAN
et al., 2007), pratica regular de exercicio fisico e perda de peso (ESHRE, 2004; NORMAN et
al., 2007; PALOMBA et al., 2008; ROESSLER et al., 2013), sejam mandatdrias, somado a
cessacdo do tabagismo, controle do estresse e consumo moderado de &lcool (NORMAN et al.,
2007).

No entanto, estudos em mulheres portadoras da SOP apresentam dificuldades que
prejudicam a evolucdo dos conhecimentos por varios motivos: elevado tempo de vida média
para estudos longitudinais, dificuldade de acesso ao orgao alvo (hipotdlamo, hipéfise, ovario e
tecido 6sseo), heterogeneidade da sindrome e dificuldade de manipulacdo genética (ARAUJO,
2017). Assim, a utilizacdo de modelos animais pode trazer contribuicdes importantes para o
conhecimento dos mecanismos fisiopatolégicos da SOP e, possivelmente, para estratégias
terapéuticas de prevencdao desta sindrome.

Modelos de estudos que utilizam ovelhas e primatas com caracteristicas semelhantes as
pacientes humanas com SOP, tem-se mostrado invidveis devido aos elevados custos. Os
modelos animais com roedores podem exibir disturbios reprodutivos e metabdlicos similares a
SOP em humanos, além de apresentarem periodo de vida reprodutiva mais curto e facilidades
na manutencao e no manuseio dos animais (WALTER et al., 2012). Ratas induzidas a SOP com

androgenos, estrogenos, inibidores de aromatase, antiprogestagenos, influéncias ambientais e
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modificacfes genéticas tém sido utilizadas com resultados relevantes (FRANKS, 2012; SHI;
VINE, 2012).

Ratas expostas a elevados niveis de androgenos e estrégenos ao longo do periodo
neonatal apresentaram diferentes caracteristicas reprodutivas durante a vida adulta, inclusive
anovulacéo e cistos ovarianos (MARCONDES et al., 2015). Tais resultados corroboram com
outros estudos que mostraram que ratas submetidas a elevadas concentracGes de estradiol e
progestona apresentaram anovulacao cronica (ALEXANDERSON et al., 2010; MAHAMED et
al., 2011).

Desde o inicio da maturidade sexual (por volta de 3 meses) até a idade de 12 meses, a
duracdo média do ciclo estral em ratas é de 4 dias. Esta curta duracdo faz com que ratas sejam
bons modelos animais para se investigar alteragdes que ocorrem durante o ciclo reprodutivo
(MARCONDES, 2007). Sendo assim, ratas Wistar induzidas a SOP com valerato de estradiol
demonstram ser um modelo viavel e promissor para mimetizar os efeitos patologicos da SOP
em mulheres (BROWER, 1986; PEREIRA et al., 2014; MONTREZOR et al., 2015).

1.3. TREINAMENTO DE FORCA

O exercicio resistido é caracterizado por contracbes musculares realizadas contra
resisténcias, podendo-se utilizar pesos, aparelhos de resisténcia hidraulica, eletromagnética,
molas e elasticos. O treinamento fisico é definido como treinamento resistido ou de forca
guando o programa de treino utiliza os exercicios resistidos, havendo assim fortalecimento e
hipertrofia musculares promovem beneficios a densidade mineral 6ssea (DMO), melhorias
para a coordenacéo e a estabilidade (WILHELM et al., 2012).

O treinamento de forca tem demonstrado ser eficiente em adaptar o sistema
neuromuscular em diversas populacdes (KREMER et al., 2002; ROTAMESS et al., 2009).
Entretanto, a elaboracdo de tais programas demanda a correta e individual manipulacdo das
variaveis de treinamento (ZATSIORSKY, KRAMER, 2008; PRESTES et al., 2016). O
aumento do volume de treinamento por meio do aumento periédico do nimero de séries para
0 mesmo grupo muscular na sessdao ou o aumento da frequéncia semanal de estimulos, tém sido
as principais formas de atender ao principio da sobrecarga progressiva sem alterar a capacidade
fisica predominante (CHANDLER, BROWN, 2003).

Embora seja relativamente facil estudar os efeitos do exercicio fisico em humanos,
torna-se dificil determinar as adaptacfes musculares fenotipicas em resposta aos diferentes

modelos de treinamento fisico. Esta limitacdo é primariamente devido a natureza invasiva das
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biopsias musculares e ao risco inerente a utilizagdo de humanos. Considerando a
heterogeneidade, uma pequena amostra poderia ndo refletir acuradamente a resposta muscular.
Além disso, estudos em humanos podem ser influenciados pela motivacdo, técnica de
movimento durante o treinamento, testes fisicos e estilo de vida dos sujeitos. Para evitar estes
problemas inimeros modelos animais tém sido utilizados (GANYEA, 1976; BALDWIN et al.,
1977; LAURENT et al., 1978; SHIGUEMOTO et al., 2007).

Recentemente, foi sugerido que as sessGes de menor duracdo em e maior frequéncia
maximizam as adaptacGes neuromusculares em humanos, isso pode ser devido a manutencgéo
da sintese proteica (DANKEI et al., 2016). Entretanto, as orientagdes quanto a frequéncia de
treinamento ainda diferem da pratica (HACKETT, JOHNSON, CHOW, 2013). Ao longo de
seis meses de dieta e exercicios aerobios, pacientes foram capazes de sustentar melhora no
metabolismo de carboidratos confirmando a hipdtese de que é possivel melhorar a
sensibilidade insulinica e restaurar a funcdo menstrual e a fertilidade em mulheres obesas com
SOP (HUBER-BUCHHOLZ, CAREY, NORMAN, 1999).

Na mesma linha de investigacdo Thomson et al. (2008), avaliaram os efeitos dos
exercicios fisicos aerdbios e resistidos combinados com dietas de restricdo caldrica e
concluiram que a prética de exercicios providenciou mudancas benéficas na composi¢do
corporal, com aproximadamente 45% de reducdo de massa gorda e 60% de preservagédo de
massa magra, mas ndo houve beneficios adicionais nos fatores de risco cardiovasculares, niveis
hormonais e funcéo reprodutiva em relagdo ao grupo que seguiu apenas uma dieta restritiva. E
consensual que atividades fisicas de maior sobrecarga decorrente da massa corporal, bem como
o treinamento de forca, causem estimulos osteogénicos devido ao aumento do estresse
mecanico localizado nos 0ssos (CREIGHTON et al., 2001). Tem-se estudado que programas
de exercicios fisicos em humanos, bem como experimental em animais, tém demostrado que
guando realizados exercicios de alta intensidade e que apresentem grande impacto sobre as
estruturas 6sseas, sdo recomendados para promover carga mecanica suficiente para deformar
e estimular a neoformagdo Ossea (SHIGUEMOTO, 2007). Entretanto, 0S processos
fisiologicos responsaveis pelas respostas a esse esforgo ndo séo claramente explicados.

Uma possivel justificativa para o aumento da densidade mineral dssea com o
treinamento de forca é o efeito piezoelectrico 0sseo. Isso é sugerido pela presenca de sinais
bioquimicos possivelmente decorrentes da sobrecarga aplicada ao 0sso. Essa teoria se aplica a
qualquer deformacdo ou sobrecarga Ossea causada por compressdo, tensdo, tor¢do ou

cisalhamento desse tecido. Essas acGes mecanicas geram diferengas no potencial elétrico dos
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0SS0S, que agem como um campo elétrico, estimulador da atividade celular, levando a deposicéao
de minerais nos pontos de estresse (MENKES et al., 1993).

A preservacdo da massa magra em mulheres com SOP tem importancia potencial na
manutencdo e promoc¢do continua da reducdo de massa corporal e do metabolismo basal
(VIGORITO et al.,, 2007, THOMSON et al., 2011). Segundo Cosar et al. (2008), a taxa
metabolica basal diminui com a idade, diminuindo a porcentagem de massa magra. A
obesidade/excesso de peso tem efeitos deletérios sobre a funcéo reprodutiva onde o exercicio
fisico e o controle dietético sdo recomendados como intervencdes clinicas de primeira linha
para o tratamento clinico das mulheres com SOP, especialmente para aquelas com excesso de
peso e obesidade (THYFALT, 2008). Mudancas no estilo de vida e exercicio fisico restauram
a funcdo ovulatoria, diminuem a producdo de androgenos ovarianos, diminuem o estado
inflamatdrio e diminuem a sensibilidade a insulina em mulheres com SOP (THOMSON et al.,
2011). Independente da reducdo da massa corporal, o exercicio fisico é capaz de melhorar a
sensibilidade a insulina no masculo estriado esquelético em individuos com Rl (COKER et al.,
2009). Assim, a préatica de exercicios fisicos pode influenciar mudancas positivas na
composicao corporal e no condicionamento fisico de mulheres com SOP.

Ha& novas ideias sobre os mecanismos moleculares subjacentes aos efeitos protetores do
exercicio fisico contra uma miriade de doencas, incluindo deméncia, cancer, obesidade e doenca
da retina. Contudo, ainda ndo estéo esclarecidos comos esses mecanismos podem melhorar tais
doencas (FEBBRAIO, 2016). Kogure (2011), sugere que o treinamento de forca resistido (TFR)
praticado regularmente pode ser considerado um tratamento ndo farmacoldgico de primeira
linha em mulheres com SOP, representando uma opc¢éo terapéutica que promove alteracdes na

composicdo corporal, restaura a funcao reprodutiva, e aumenta os niveis de forca maxima.

1.4. MODULACAO DO TECIDO OSSEO A PARTIR DO TREINAMENTO DE
FORCA NA SOP

De acordo com a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) a SOP ocorre em 4-8% das
mulheres em todo o mundo. O Instituto Nacional de Saide Americano documentou que a
sindrome afeta aproximadamente 5 milhdes de mulheres em idade reprodutiva nos Estados
Unidos (OMS, 2011). O desequilibrio hormonal é importante caracteristica em muitas mulheres
com sindrome do ovério policistico. Alem disso, a influéncia de varias doencas enddcrinas e
suas relevancias para 0s 0ssos tém sido documentadas. As concentracfes plasmaticas do

horménio liberador de gonadotrofina (GnRH), insulina, hormonio foliculo estimulante (FSH),
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hormdnio luteinizante (LH), andrégenos, estrogenos, horménio do crescimento (GH), cortisol,
paratormonio (PTH), calcitonina, insulina, cortisol, vitamina D, estdo alterados em pacientes
com SOP, estes hormonios influenciam o metabolismo 0sseo direta e indiretamente o
desequilibrio nas concentracdes plasmaticas desses hormdnios resulta em maior prevaléncia de
osteoporose em mulheres com SOP (KRISHNAN, MUTHUSAMI, 2017).

A hiperinsulinemia associada a resisténcia a insulina desempenha funcdo vital no
desenvolvimento de SOP. A hiperinsulinemia pode aumentar as concentracdes plasmaticos de
androgenos, que por sua vez pode aumentar a resisténcia a insulina; assim, a sinalizacao da
insulina pode atuar aumentando a reabsorcdo Ossea, diminuindo a expressdo de
osteoprotegerina e aumentando expressaio RANKL. Portanto, é possivel que o aumento nas
concentracdes séricas de insulina em mulheres que sofrem com a SOP pode modular as
atividades de osteoblastos, reduzindo a formacao éssea (KRISHNAN, MUTHUSAMI, 2017).

Segundo Tortora (2010), a tensdo em um 0sso altera-se em resposta a atividade fisica
vigorosa e repetida, e pode ser influenciada por fraturas ou pela deformidade fisica. Assim, a
organizacdo dos Osteons ndo € estatica, se altera com o tempo e em resposta a pressdo e/ou
estresse submetidos ao esqueleto. Desta forma, pode-se afirmar que varias condi¢fes
endocrinas, como hiperglicemia e diabetes mellitus, e componentes da sindrome metabdlica,
tais como a obesidade e a resisténcia a leptina apontam mecanismos fisiopatoldgicos comuns e
interdependentes com doencas ésseas (MARCONDES, 2017).

Os efeitos adversos da inflamacdo cronica na remodelacdo 6ssea e na qualidade Gssea
sdo cada vez mais reconhecido (MANOLAGAS, 2010). Além da disfuncdo enddcrina, as
mulheres com SOP estdo em maior risco de inflamacéo subclinica crénica (MURRI et al., 2013)
e potencialmente em maior risco de disturbios endécrinos (MURRI et al., 2013), a forca 6ssea
foi atenuada em mulheres com SOP e associadas a inflamagdo, que, por sua vez, foi
positivamente predita por relacdo cintura-altura aumentada e o corrente uso de contraceptivos
orais. As questdes de salde das mulheres com SOP devem levar em consideracdo o impacto
tanto da condicdo, quanto do tratamento na saude oOssea a longo prazo (KRISHNAN,
MUTHUSAMI, 2017).

2. JUSTIFICATIVA
Mulheres com SOP tém maior incidéncia de sobrepeso e obesidade, dislipidemia,

hiperinsulinemia, diabetes mellitus tipo Il e, consequentemente, maior risco de doengas

cardiovasculares e problemas 0sseos. Além disso, por apresentarem anovulacao,
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hiperandrogenemia e resisténcia a insulina, a composicao corporal proporcional entre musculo
estriado esquelético e tecido adiposo pode ser modificada, alterando o metabolismo 6sseo.
Assim, a préatica de exercicio fisico resistido, por apresentar gasto caldrico e tenséo 6ssea pode
trazer beneficios no controle dos disturbios 6sseos e metabdlicos causados pela SOP. Desta
forma, analisar possiveis efeitos da pratica de exercicios fisicos resistidos com o metabolismo
0sseo em ratas Wistar adultas induzidas & SOP, como modelo experimental, pode contribuir
para a compreensdo de mecanismos fisiopatoldgicos interrelacionados a esses eventos

organicos

3. HIPOTESE

Ratas induzidas a SOP com VE tem maior probabilidade desenvolver distdrbios no

metabolismo 6sseos.

4. OBJETIVOS

4.1. Geral

O presente trabalho procurou estabelecer relacGes entre o treinamento de forca com

alteracOes Osseas relacionadas a SOP.

4.2. Especificos

- Induzir SOP em ratas Wistar adultas;

- Submeter as ratas ao treinamento de forga;

- Realizar dosagens de Fosfatase alcalina;

- Realizar dosagens plasmaticas de glicose;

- Analisar as alteracfes biomecénicas (carga maxima, rigidez e ponto de fratura na carga
maxima) e biofisicas (volume 6sseo, densidade Ossea e densidade mineral) dos fémures das

ratas induzidas a SOP.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Animais

Foram utilizadas 60 ratas Wistar adultas com trés meses, pesando entre 150g e 200g no
inicio dos experimentos, obtidas no Biotério Central da Faculdade de Medicina de Ribeiréo
Preto — FMRP - USP. Os animais foram mantidos no Biotério da Universidade de Araraquara
- UNIARA, em condicdes controladas de temperatura (22 £ 2° C) e luminosidade (ciclos 12h x
12h). Agua e ragdo foram oferecidas ad libitum. Os animais foram pesados inicialmente e todos
0s procedimentos experimentais foram realizados seguindo as normas vigentes do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovado pelo Comite de Etica
no Uso de Animal (CEUA — UNIARA), sob protocolo nimero 025/16.

Os ciclos estrais foram verificados manualmente por meio da coleta do lavado vaginal
com auxilio de uma pipeta. Um volume aproximado de 1,5 mL de solugdo salina 0,9% foi
introduzido e aspirado das vaginas das ratas. Este liquido foi colocado em uma lamina
histoldgica e o conteudo presente foi examinado ao microscopico de luz para identificar as fases
do ciclo estral (proestro, estro, metaestro e diestro). A caracterizacdo de cada fase do ciclo é
baseada na proporcéo entre os elementos observados no lavado vaginal: células epiteliais, células
queratinizadas, muco e leucocitos (MARCONDES, BIANCHI, TANNO, 2002; SOARES
2014). A verificacdo do ciclo estral teve a periodicidade de 3x/semana ao longo dos tempos
experimentais. Apds a inducdo a SOP, a verificacdo dos ciclos estrais continuou até a realizacao
da eutanésia dos animais, conforme o tempo de duracdo dos grupos experimentais: 30, 45 e 60
dias. Além disso, os animais foram pesados semanalmente a partir da inducao a SOP e no final
de cada etapa experimental (BRAWER, 1986; MONTREZOR et al., 2015).

5.2. Inducéao da SOP

A inducdo para ovério policistico foi realizada com dose Unica de valerato de estradiol
(Sigma-Aldrich). O horménio foi dissolvido em 6leo mineral e administrado intramuscular na
dose de 2 mg/0,2 ml/rata (BRAWER et al., 1986; PEREIRA et al., 2014; MONTREZOR et al.,
2015). Os animais controle receberam injecao intramuscular de 0,2 ml de 6leo mineral. Apds a
injecdo hormonal, os animais foram divididos em grupo 30 dias apds indugéo; grupo 45 dias
apos inducéo e grupo 60 dias apds inducdo. Para cada grupo de animais tratados, havia um grupo

de animais controle. Os tempos propostos apés a inducdo fazem referéncia ao tempo necessario
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para que seja instalada a SOP (BRAWER, 1986; PEREIRA et al., 2014; MONTREZOR et al.,
2015).

5.3. Protocolo de Treinamento

O protocolo de treinamento foi realizado de acordo com Hornberger, Farrar et al., (2004).
Inicialmente as ratas foram condicionadas ao treinamento de forga com escalada em escadas,
sem carga, por uma semana, com descanso de 120 segundos no topo da escada (1,1 x 0,18 m,
degrau de 2 cm, inclinacdo de 80° (Fig.1). Posterior ao condicionamento, as cargas foram
fixadas na porcdo proximal da cauda dos animais com uma tira autoadesiva e a escalada na
escada na fase inicial, quando nescessario, era estimulada por um toque manual no dorso do
animal. No topo da escada as ratas encontraram uma gaiola (20 x 20 x 20 cm) onde descansaram
por 120 segundos.

O procedimento foi repetido até que as ratas subissem as escadas trés vezes consecutivas,
sem o toque no dorso. Nos trés dias seguintes ao condicionamento, as ratas iniciaram o
protocolo de treinamento de forgca progressiva. A primeira sessdo de treinamento consistiu
em escalar a escada 8 vezes, com tempo meédio de 12 segundos por subida, carregando
progressivamente cargas mais pesadas.

Na primeira sesséo, foi utilizada carga equivalente a 75% da massa corporal do animal.
No topo da escada elas descansaram por 120 segundos. Posteriormente, um peso de 30 gramas
foi adicionado a cauda da rata e o processo de escalada foi repetido. Este procedimento foi
repetido sucessivamente até que a carga alcancada ndo permitiu que a rata consiguisse subir a
escada. Entdo, a carga transportada com sucesso até o topo da escada foi considerada a carga
maxima para a sessdo. O protocolo de treinamento foi realizado durante os tempos da pesquisa
(30, 45, 60 dias), 3 vezes por semana com 8 escaladas por treino, sendo realizados testes de

carga ao final de cada semana de treinamento para ajustes das cargas.
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Figura. 1. Imagem das ratas em treinamento de forca em escalada na escada.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

5.4. Eutanasia

Ao final de cada periodo experimental os animais foram sacrificados com anestesia

geral injetavel (Pentobarbital sddio 3%, 0,6 ml/100g de peso corporal).

5.5. Obtengéo do Plasma

Imediatamente apds a eutanasia, foi coletado sangue por meio de puncéo cardiaca e/ou
arco adrtico com seringas de 5 mL e agulhas 30x0,7mm, acondicionado em tubos vacutainer
de 10 mL com heparina e mantidos em gelo. O sangue foi centrifugado (300 rpm x 20 minutos)
para a separac¢ao do plasma que foi acondicionado em eppendorfs e congelado a -80° C para
posteriores analises de glicose e fosfatase alcalina.
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5.6. Dosagens plasmaticas de glicose e fosfatase alcalina

As dosagens glicémicas foram realizadas em espectrofotdmetro semi-automatico da marca
Bio Plus — Bio- 2000, utilizando o kit comercial Labtest e foi seguindo as recomendac6es do
fabricante, o processo, baseia-se na absorc¢do da radiacdo nos comprimentos de onda entre o
ultravioleta e o infravermelho. O aparelho permite selecionar o comprimento de onda (1) da
radiacdo adequado a analise de um determinado componente, bem como determinar a
concentracdo de uma espécie em solucdo, verificando a variacdo de absorbancia (ou
transmitancia) em funcdo da concentracdo de varias solug¢fes-padréo.

As dosagens plasmaticas de fosfatase alcalina foram realizadas em analisador automatico
Cobas Integra 400 (Roche), por ensaio colorimétrico, utilizando-se kit comercial Labtest (Belo
Horizonte, MG, Brasil), em conformidade com as recomendacdes do International Federation
of Clinical Chemistry (IFCC), de acordo com o seguinte principio: em presenca dos ions
magnésio e zinco, o p-nitrofenil fosfato é clivado pelas fosfatases em fosfato e p-nitrofenol. O
p-nitrofenol liberado é diretamente proporcional a atividade catalitica da fosfatase alcalina,

determinada plea medida do aumento da absorbancia a 409 nm (IFCC, 1984).

5.7. Analise morfol6gica dos ovarios

Imediatamente apds a eutanasia, foi realizada laparotomia e os ovarios foram retirados,
dissecados, pesados e fixados em solucdo de formaldeido 4% (preparada a partir do
paraformaldeido) em tampéo fosfato de sédio 0,1 M, pH 7.2, em temperatura ambiente por 24
horas. Posteriormente, foram lavados em agua corrente por 2 horas, desidratados em alcool (70°,
80°, 90° e 100° GL), diafanizados em xilol, infiltrados e incluidos em parafina.

Para as analises morfoldgicas em microscopia de luz, para a comprovacdo da formacéo
dos cistos ovarianos, foram realizados cortes histol6gicos de 5 micras de espessuras nos blocos
de parafina e corados com Hematoxilina-Eosina (HE). As laminas foram confeccionadas na
Faculdade de Medicina da Universidade Estadual Paulista — UNESP, Botucatu.
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5.8. Indice Gonadossomatico (IGS)

Imediatamente antes da eutanasia os animais foram pesados e, apds a eutanasia, 0S
ovarios foram retirados, dissecados e pesados, como descritos anteriormente. Ambos 0s pesos
foram utilizados para a determinacdo do indice gonadossomatico: [(massa dos ovarios/massa
corporal) x100]. Logo ap6s, os ovarios foram fixados (formaldeido 10%) para posteriores

confeccdes de ldaminas histologicas.

5.9. Analises da qualidade do tecido 6sseo

Os fémures direitos de cada animal foram retirados cirurgicamente, adequadamente
dissecados, etiquetados e mantidos em freezer (- 80° C) para posteriores analises. Os fémures
foram testados mecanicamente, até sua fratura completa, em teste de flexdo em 3 pontos a
velocidade de 0,05 mm/s (3 mm/min) no equipamento mecanico MTS (modelo TESTSTAR
I1), com célula de carga de 100 Kgf (Fig. 2) (AKHTER et al., 2001, ROBERTSON et al., 2006).
A forca foi aplicada na superficie anterior porque ha maior estabilidade do osso com o aparato
mecanico, minimizando a rotacdo durante o teste (BUHL et al., 2001). Os dados de forca (carga
ou load) e deslocamento (deformacéo absoluta ou displacement) foram obtidos diretamente do
sistema MTS e registrados pelo software do computador acoplado a maquina de ensaio. Os
registros destes dados foram utilizados para aquisicdo e calculo das propriedades estruturais:
forca maxima (maximum load), forca no limite elastico (yieldload) e rigidez extrinseca ou
estrutural (stiffness). A rigidez extrinseca foi calculada como sendo a inclinagdo da por¢do mais
linear da regido elastica da curva forca-deslocamento (AKHTER et al., 2001; HUANG et al.,
2003). Os fémures foram utilizados para a determinacédo da densidade mineral 6ssea e para o
conteddo mineral 6sseo (CMO). A DMO do fémur direito foi calculada usando o Principio de
Archimedes, isto é, obtendo a medida da massa do 0sso no ar e medindo novamente 0 peso apos
submergir num volume especifico de agua destilada. A partir desses dois parametros, a
densidade foi entdo calculada utilizando-se a féormula: (MUHAMMAD et al., 2013).

D=(wl/wl-w2)xP(1).
Onde: D = densidade,
W = peso (w1 - peso no ar e w2 - peso na agua)

P = densidade da 4gua em determinada temperatura, expressa em g/cm?.
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A composicéo de todo o fémur direito foi determinada pelas diferentes pesagens do 0sso.
Para essa analise, foi feita a consideracdo de que o mesmo é basicamente composto por trés
principais elementos: 4gua, matriz organica e matriz mineral. Dessa forma, os fémures passaram
por um processo de retirada total do ar em seu interior, ficando 24 horas submersos em agua
destilada, sob vacuo, os fémures foram pesados ao serem retirados da 4gua, enquanto saturados
com a 4gua destilada (peso umido - mw). Posteriormente, foram colocados em estufa a 100° C
durante 24 horas para evaporacdo de toda agua e, no dia seguinte, foram pesados novamente
(peso seco - md). Finalmente, para obtencdo da massa mineral, os fémures foram levados ao
forno a 800° C (mufla), durante 48 horas, acondicionados em barcas de ceramica, das quais
foram feitas pesagem inicial, antes de serem colocadas no forno e pesagem final, ap6s o
resfriamento das mesmas. A diferenca entre essas duas pesagens é o peso da matéria mineral
(peso das cinzas - ma) (MUHAMMAD et al., 2013).
O percentual de &gua, matéria organica e mineral foram calculados da seguinte forma:
% &gua = % W= 100 (mw - md) /mw
% organica=%0= 100 (md - ma) /mw
% cinzas=%A= 100 ma/mw.
As propriedades biomecénicas dos fémures das ratas foram avaliadas pelo ensaio de
flexdo em 3 pontos. A tensdo de ruptura (N), a rigidez extrinseca (N/mm), a tenacidade (mJ) e
a resiliéncia (mJ) foram analisadas por software e calculadas a partir da curva de
carga/deflexdo, registrados a parametros padronizados de célula de carga a 2000 N de
capacidade a velocidade de 5mm/min (MARTIN,1990).
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Figura. 2. Imagem do equipamento mecanico MTS (modelo TESTSTAR Il) para o0s testes
biomecéanico.Magquina de Ensaio Universal Instron (Modelo 4444) utilizda para ensaio de flexdo a trés pontos em fémures de
ratos. A: painel de controle B: célula de carga ligada a ponte de extenciometrioa (1kN); C: base cilindrica para a aplicagdo da
carga (Forga); D: 0sso (Fémur de rato); E:suporte.

5.10. Modelo de estudo

Estudo caso controle, com duracdo de 30, 45, 60 dias. As ratas foram divididas nos
seguintes sub-grupos: Controle (Cont), Controle treino (Cont/treino), SOP e SOP/treino. Os
tempos experimentais apds a inducdo da SOP foram de 30, 45 e 60 dias. Cada grupo foi

composto por 5 animais (n =5).

5.11. Anélise estatistica

Os dados obtidos foram analisados utilizando-se o software Graph Pad Prism (2005, San
Diego, CA) versdo 7.1. Para os dados ndo-paramétricos a significancia estatistica dos diferentes
grupos foi determinada por ANOVA de uma via, seguida por post hoc teste de Tukey ou
ANOVA de duas vias seguida por post hoc teste de Bonferroni, quando aplicavel. Os resultados
foram expressos em média + desvio padrdo da média (DPM). Em todos os casos foi considerada

diferencga significativa quando p<0.05.
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6. RESULTADOS

Os resultados das variacbes médias da massa corporal das ratas do grupo 30 dias séo
observados na figura 3. Observa-se que ndo houve diferenca significante de massa corporal

entre os grupos controle, controle/treino, SOP e SOP/treino.

Figura 3 - Variagdo média da massa corporal (em gramas) das ratas dos grupos 30 dias: controle, controle/treino,
SOP e SOP/treino. Os resultados sao apresentados em médias £ DPM.
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Observa-se na figura 4A que ndo houve variagdes significantes entre as médias das
massas totais dos ovarios. Quando comparou-se as massas médias entre 0s ovarios, houve
reducdo da massa dos ovarios esquerdos do grupo SOP/treino em relacdo ao grupo controle

(Fig. 4B).
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Figura 4 —Variacdo média da massa ovariana total (A) e entre ovarios direitos e esquerdos (B) (em gramas) das
ratas dos grupos 30 dias: controle, controle/treino, SOP e SOP/treino. Os resultados sdo apresentados em médias

+ DPM. *p<0.05.
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As variagdes médias dos indices gonadossomaticos das ratas do grupo 30 dias estdo

demonstradas na figura 5. N&o houve diferenca estatistica entre os grupos estudados.
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Figura 5 — Variacdo média do indice gonadossomatico (IGS) em porcentagem (%) das ratas do grupo 30 dias:
controle, controle/treino, SOP e SOP/treino. Os resultados séo apresentados em médias £ DPM.
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A variacdo da média da glicemia para as ratas do grupo 30 dias estd demonstrada na

figura 6. Nao houve diferenca significante entre os grupos analisados.
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Figura 6 — Variacdo média da glicemia (mg/dL) das ratas do grupo 30 dias: controle, controle/treino, SOP e
SOP/treino. Os resultados sao apresentados em médias £ DPM.
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Observa-se na figura 7 a variacdo plasmatica média da fosfatase alcalina para as ratas

do grupo 30 dias. N&o houve diferenca significativa entre os grupos analisados.

Figura 7 - Variacdo plasmatica média da fosfatase alcalina (FA) (U/L) das ratas do grupo 30 dias: controle,
controle/treino, SOP e SOP/treino. Os resultados sdo apresentados em médias + DPM.
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Observa-se na figura 8 as variagcbes médias da carga maxima (A) e carga maxima voluntaria
carregada (CMVC) (B) entre os grupos controle/treino e SOP/treino. Ndo houve diferencas
significante entre os tratamentos.

Figura 8 — Variacdo média da carga maxima (A) e carga maxima voluntéria carregada (CMVC) das ratas do
grupo 30 dias: controle/treino, SOP/treino. Os resultados sdo apresentados em médias + DPM.
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Pode-se observar na figura 9 as varia¢fes biométricas dos fémures das ratas do grupo
30 dias. A densidade 6ssea do grupo controle/treino foi menor em relagdo ao grupo controle
(Fig. 9B). Nao foram observadas diferencas significante para o volume 6sseo (Fig. 9A) nem

para a densidade mineral (Fig. 9C) entre os grupos estudados.

Figura 9 - Variacdo média dos dados biométricos dos fémures das ratas do grupo 30: controle, controle/treino,
SOP e SOP/treino. (A) volume dsseo, em centimetro clbico (cm?®). (B) Densidade dssea, em gramas por centimetro
cuibico (g/cmq). (C) densidade mineral, em gramas por centimetro ctbico (g/cm?). Os resultados sdo apresentados
em média + DPM. *p<0.05.
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Na figura 10 estdo representadas as variagdes biomecénicas dos fémures das ratas do
grupo 30 dias. Ndo foram observadas diferencas significativas para nenhum dos parametros
analisados: carga maxima (Fig. 10A), rigidez (Fig. 10B) e carga maxima no ponto de fratura
(Fig. 10C).
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Figura 10- Variacdo média dos dados biomecanicos dos fémures das ratas do grupo 30 dias: controle,
controle/treino, SOP e SOP/treino. (A) carga maxima, em kilonewton (KN). (B) rigidez, em Newton por milimetro
(N/mm). (C) ponto de fratura na carga maxima em Kilonewton (KN). Os resultados séo apresentados em média +
DPM. *p< 0,05.
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Na figura 11 sdo apresentadas as variagdes médias da massa corporal para o grupo 45
dias. Ao final deste periodo experimental houve diferencas significantes entre todos os
tratamentos. As ratas do grupo controle apresentaram a maior massa corporal (316,05 + 46,13
), seguidas do grupo controle/treino (297,40 + 43,26 g), SOP/treino (265,50 + 27,31 g) e SOP
(246,85 + 26,03 Q).
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Figura 11 - Variacdo média da massa corporal (em gramas) das ratas dos grupos 45 dias: controle, controle/treino,
SOP e SOP/treino. Os resultados sio apresentados em médias + DPM. *. #. ©. + p<0.05.
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As variacdes médias das massas ovarianas totais e para ambos 0s ovarios dos grupos 45
dias sdo apresentadas na figura 12. Nao foram observadas diferencas estatisticas entre as massas
ovarianas totais (Fig. 12A). Contudo, os ovarios direitos do grupo SOP apresentaram menor

massa comparados aos do grupo controle (Fig. 12B).
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Figura 12 — Variacdo média da massa ovariana total (A) e entre ovarios direitos e esquerdos (B) (em gramas)
das ratas dos grupos 45 dias: controle, controle/treino, SOP e SOP/treino. Os resultados séo apresentados em
médias £ DPM. *p<0.05.
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As variacGes médias dos indices gonadossmaéticos das ratas do grupo 45 dias estdo

demonstradas na figura 13. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos estudados.
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Figura 13 — Variacdo média do indice gonadossomatico (IGS) em porcentagem (%) das ratas do grupo 45 dias:
controle, controle/treino, SOP e SOP/treino. Os resultados sdo apresentados em médias + DPM.
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As variaces médias da glicemia para as ratas do grupo 45 dias estdo representadas na

figura 14. N&o houve diferenca significante entre os grupos estudados.

Figura 14 — Variacdo média da glicemia (mg/dL) das ratas do grupo 45 dias: controle, controle/treino, SOP e
SOP/treino. Os resultados sdo apresentados em médias + DPM.

800+
_
o 600
o
E
s 400
5 [
o
= 200+
O]
0= T T
@ Q Q Qo
& & %° &S
Q S S
o O \
O Q R
® %

Na figura 15 observa-se as varia¢fes plasmaticas da fosfatase alcalina para as ratas do

grupo 45 dias. Nao houve diferenca significante entre os grupos estudados.
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Figura 15 - Variacdo plasmatica média da fosfatase alcalina (U/L) das ratas do grupo 45 dias: controle,
controle/treino, SOP e SOP/treino. Os resultados sdo apresentados em médias £ DPM.
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Pode-se observar na figura 16 as variacfes médias da carga maxima (A) e as variagdoes
média da CMVC (B) entre as ratas dos grupos 45 dias. N&o houve diferengas significantes entre

0s grupos analisados.

Figura 16 — Variagdo média da carga maxima (A) e carga maxima voluntéria carregada (CMVC) das ratas do
grupo 45 dias: controle/treino, SOP/treino. Os resultados sdo apresentados em médias + DPM.

A
3000 -
a — —
X
© 2000
E
x
\@©
IS
© 1000
(@]
©
O
0= T
.\(\0
<
S
Q




40

500 = -®— Cont/treino

- Sopl/treino
400 =

3004

4_ Inducéo

CMVC (g)

200+

100+

0 1 2 3 4 5 g SeEmManas

As variacOes biométricas dos fémures das ratas do grupo 45 dias estdo demonstradas na
figura 17. Observa-se que o volume 6sseo dos grupos SOP e SOP/treino foram menores em
relacdo ao grupo controle, e o volume 6sseo grupo SOP também foi menor que do grupo
controle/treino (Fig. 17A). Em relacdo a densidade Ossea, 0s grupos SOP e SOP/treino
apresentaram maiores densidades comparados aos grupos controle e controle/treino (Fig. 17B).
Né&o foram observadas diferencas significantes para a densidade mineral dos grupos analisados
(Fig. 17C).

Figura 17 - Variacdo média dos dados biométricos dos fémures das ratas do grupo 45 dias: controle,
controle/treino, SOP e SOP/treino. (A) volume ésseo, em centimetro clbico (cm®). (B) Densidade éssea, em
gramas por centimetro cubico (g/cm®). (C) densidade mineral, em gramas por centimetro ctibico (g/cm?®). Os
resultados séo apresentados em média + DPM. *p<0.05.
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Na figura 18 pode-se observar as varia¢fes biomecanicas dos fémures das ratas do grupo
45 dias. Nota-se que a carga maxima do grupo SOP foi menor do que no grupo SOP/treino (Fig.
18A). Nao foram observadas variacGes significativas nem da rigidez (Fig. 18B) nem da carga
maxima no ponto de fratura (Fig. 18C).

Figura 18 - Variacdo média dos dados biomecénicos dos fémures das ratas do grupo 45: controle,
controle/treino, SOP e SOP/treino. (A) volume dsseo, em centimetro ciibico (cm?®). (B) Densidade dssea, em
gramas por centimetro ctbico (g/cm?®). (C) densidade mineral, em gramas por centimetro ctbico (g/cm?®). Os
resultados sdo apresentados em média + DPM. *p<0.05.
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Observa-se na figura 19 as variacbes médias das massas corporais das ratas dos grupos
60 dias. Houve diferencas significante entre todos os tratamentos propostos e o grupo controle.
A maior massa corporal foi observada no grupo controle/treino (332,24 + 45,36 g), seguido do
grupo controle (327,96 + 42,10 g), grupo SOP/treino (291,68 + 32,05 g) e grupo SOP (279,88
+ 36,16 g)

Figura 19 - Variacdo média da massa corporal (em gramas) das ratas dos grupos 60 dias: controle, controle
treinadas, SOP e SOP treinadas. Os resultados s&o apresentados em médias + DPM. *. #. ©. + p<0.05.
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Na figura 20 estdo representadas as varia¢cbes medias das massas ovarianas das ratas do
grupo 60 dias. Nota-se que os grupos SOP e SOP/treino apresentaram menores massas
ovarianas totais comparados ao grupo controle. Além disso, o grupo SOP/treino apresentou
menor massa total comparado ao grupo controle/treino (Fig. 20A). Quanto as massas de cada

ovario, observa-se que, para ovarios direitos, 0s grupos SOP e SOP/treino apresentaram
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menores médias comparados aos grupo controle e controle/treino (Fig. 20B). Em relacdo aos
ovarios esquerdos, o grupo SOP/treino apresentou menor massa comparado ao grupo

controle/treino (Fig. 20B).

Figura 20 - Variagcdo média da massa ovariana total (A) e entre ovarios direitos e esquerdos (B) (em gramas) das
ratas dos grupos 60 dias: controle, controle/treino, SOP e SOP/treino. Os resultados sdo apresentados em médias
+ DPM. *p<0.05.
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As variagdes médias do I1GS sdo apresentadas na figura 21. Nota-se que 0s grupos SOP
e SOP/treino apresentaram menores IGS comparados ao grupo controle/treino.

Figura 21 - Variagdo média do indice gonadossomatico (IGS) em porcentagem (%) das ratas do grupo 60 dias:
controle, controle/treino, SOP e SOP/treino. Os resultados sdo apresentados em médias + DPM. p<0.05.
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As variagOes da glicemia das ratas do grupo 60 dias estdo demonstradas na figura 22.

Né&o foram observadas variacgdes significante entre os grupos estudados.

Figura 22 - Variagdo média da glicemia (mg/dL) das ratas do grupo 60 dias: controle, controle/treino, SOP e
SOP/treino. Os resultados sédo apresentados em médias + DPM.
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Na figura 23 estdo representados os resultados das concentragcGes plasmaéticas de
fosfatase alcalina do grupo 60 dias. Ndo foram observadas variagdes signficantes entre os

grupos estudados.

Figura 23 - Variagdo plasmatica média da fosfatase alcalina (U/L) das ratas do grupo 60 dias: controle,
controle/treino, SOP e SOP/treino. Os resultados sdo apresentados em médias + DPM..
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Pode-se observar na figura 24 as variacdes médias da carga maxima e da CMVC entre
as ratas dos grupos 60 dias. Nota-se que o grupo SOP/treino apresentou menor carga maxima
comparado ao grupo controle/treino (Fig. 24A). Foi observadas diferencas significantes para a

CMVC entre os dois grupos (Fig. 24B).
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Figura 24 - Variacdo média da carga maxima (A) e carga maxima voluntaria carregada (CMVC) das ratas do
grupo 60 dias: controle/treino, SOP/treino. Os resultados sdo apresentados em médias + DPM.. *p<0.05.
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Na figura 25 estdo demonstradas as variagdes biométricas dos fémures das ratas do
grupo 60 dias. A densidade 6ssea dos grupos SOP e SOP/treino foram maiores do que o grupo
controle (Fig. 25B). Nao foram observadas diferengas significantes para o volume 6sseo (Fig.

25A) nem para a densidade mineral (Fig. 25C).
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Figura 25 - Variacdo média dos dados biométricos dos fémures das ratas do grupo 60 dias: controle,
controle/treino, SOP e SOP/treino. (A) volume ésseo, em centimetro clbico (cmd). (B) Densidade éssea, em
gramas por centimetro cubico (g/cm?). (C) densidade mineral, em gramas por centimetro ctbico (g/cm?®). Os
resultados séo apresentados em média + DPM. *p<0.05.
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Os dados biomecéanicos das ratas do grupo 60 dias estdo demonstrados na figura 26. Nao
foram observadas diferencas significativas para nenhuma variavel analisada: carga maxima
(Fig. 26A), rigidez (Fig. 26B) e carga maxima no ponto de fratura (Fig. 26C).
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Figura 26 - Variacdo média dos dados biomecanicos dos fémures das ratas do grupo 60: controle, controle/treino,
SOP e SOP/treino. (A) volume dsseo, em centimetro clbico (cm?). (B) Densidade dssea, em gramas por centimetro
cuibico (g/cmq). (C) densidade mineral, em gramas por centimetro clbico (g/cm3). Os resultados sdo apresentados
em média + DPM. *p<0.05.
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Observa-se na figura 27 as fotomicrografias ilustrando os ovarios das ratas para todos
0s grupos ao longo dos tempos experimentais. H& maior nimero de foliculos e corpos lteos
nos ovarios das ratas dos grupos controle e controle/treino (A a F) e maior nimero de cistos nos
grupos SOP e SOP/treino (G a K).
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Figura 27 - Fotomicrograficas ilustrando os ovarios das ratas dos grupos Controle (A - 30dias, B - 45 dias e C -
60 dia); Controle/treino (D - 30 dias, E - 45 dias e F - 60 dias); SOP (G - 30 dias, H - 45 dias e | - 60 dias) e
Sop/treino (J - 30 dias, K— 45 dias e L — 60 dias). F = foliculo. CL = corpo liteo. Setas indicam os cistos foliculares,

Coloragdo: HE. Aumento inicial: 400
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7. DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho mostram que houve a formacéao de cistos ovarianos
nas ratas que receberam valerato de estradiol e sugerem que as massas corporais e ovarianas, 0
indice gonadossomatico, a carga maxima, o volume 6sseo, a densidade Gssea e a carga maxima
Ossea foram alteradas em decorréncia dos efeitos do treinamento, da alteragdo ovariana e dos
tempos experimentais.

A SOP é um tipo de sindrome metabolica feminina, que pode predispor a glicemias
elevadas e perfil lipidico anormal, os quais estdo muitas vezes associados a este quadro clinico
(McDOWELL, 2006). Estas alteracbes metabolicas costumam ocorrer tanto em pacientes
obesas quanto magras (COOK et al., 2011). A predisposicao para obesidade, diabetes mellitus
tipo 2 (DM2), hipertensdo arterial, dislipidemia e, possivelmente, doenca cardiovascular tém
origem na resisténcia insulinica que pode ser observada em graus variados nas mulheres
afetadas (TEHRANI et al., 2011).

No presente estudo, as ratas dos grupos SOP e SOP/treino apresentaram as menores massas
corporais em relacéo aos grupos controle e controle/treino, para os tempos 45 e 60 dias. Sendo assim,
sugere-se que mesmo treinando, as ratas induzidas a sindrome tiveram reducdes em suas massas
corporais. Ndo ha consenso na literatura em relacdo a alteraces na massa corporal de animais
induzidos a SOP. Ratas induzidas a SOP com DTH (dihidrotestosterona) apresentaram aumentos
significativos em suas massas corporais magra e gorda em relacdo as controle. Além disso, foram
observados aumentos significativos na composicao histoldgica e no peso total do tecido adiposo
abdominal nos animais SOP (CALDWELL et al., 2014; CALDWELL et al., 2017). A SOP induzida
com excesso de DHT em camundongos também promoveu aumento na massa corporal e nos
depositos de tecido adiposo (van HOUTEN et al., 2012; MARCONDES et al., 2017). Por outro lado,
também utilizando um modelo de inducdo com DHT, um estudo demonstrou que ndo houve diferenca
entre a massa corporal dos animais induzidos em relacéo aos controle, sugerindo que sobrepeso e
obesidade ndo necessariamente estéo associados com infertilidade (MA et al., 2017).

No presente trabalho ndo foi observado anestro continuo nas ratas induzidas em relacéo as
controle (dados ndo mostrados) e ndo foram realizadas as dosagens dos esteroides ovarianos; contudo,
a observacéo de cistos ovarianos e a menor presenca de foliculos ovarianos e corpos lUteos nos ovarios
das ratas induzidas, sugerem comprometimento das fungdes ovarianas relacionadas a fertilidade.
Além disso, as ratas dos grupos SOP e SOP/treino tiveram alteragBes em suas massas ovarianas e
reducdes do IGS comparadas as controle. O treinamento de forca realizado néo reverteu a reducéo do

IGS nas ratas do grupo SOP. Alteracdes na morfologia dos ovarios, principalmente relacionadas a
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massa e ao tamanho, foram observadas em macacas (ABBOTT et al., 1998), roedoras (WU et al.,
2010) e ovelhas (WEST et al., 2001), com comprometimento da fertilidade. Shi e Vine (2012),
observaram que ratas induzidas a SOP com VE apresentaram reducdo das massas ovarianas,
alteracdes endocrinas e fertilidade reduzida. Por outro lado, ha estudos onde as massas ovarianas ndo
foram diferentes entre as fémeas induzidas a SOP e as fémeas controle, porém com presenca de cistos
ovarianos e diminui¢do no namero de foliculos pré-ovulatorios e corpos luteos (CALDWELL et al.,
2014; MA et al., 2017). A SOP é importante causa primaria de subfertilidade e infertilidade
associadas a anovulacdo em mulheres adultas (AZZIZ et al., 2016), independente da massa corporal
e do tamanho do ovario (JOHAM et al., 2015).

Exercicios fisicos podem ajudar na reducéo da massa corporal, porém a perda de massa
corporal em mulheres com SOP e que treinam é modesta, mesmo com programas de treinamentos
intensificados (HARRISON et al., 2011; HARRISON et al., 2012; AZZIZ et al., 2016). Estudos em
animais também demonstram que fémeas com ovarios policisticos tém maior massa corporal que as
controle (ALEXANDRE et al., 2007; TYNDALL et al., 2012). Os resultados deste trabalho sugerem
que o treinamento fisico de escalada em escada pode ser eficaz na reducdo da massa coporal em ratas
induzidas a SOP. Contudo, as ratas SOP que ndo treinaram tiveram massas corporais menores em
relacdo as SOP/treino, o que pode ser associado ao ganho de massa muscular adquirido durante 45 e
60 dias de treinamento, corroborando com Lee e Farrar (2003), que demonstraram que 0 exercicio
fisico resistido promove aumento da massa muscular. Apesar do treinamento de escalada em
escada ter reduzido a massa corporal das ratas SOP/treino em relacdo as controle/treino, a forca
maxima das ratas controle/treino foi maior, 0 que pode sugerir que alteracbes enddcrinas
ovarianas associadas ao ovario policistico podem comprometer a forca muscular estriada
esquelética.

A SOP é frequentemente associada a disfungdes metabdlicas, incluindo obesidade,
aumento da adiposidade obdominal, resiténcia a insulina, sindrome metabolica e DM-2,
predispondo aumento glicémico em mulheres, independente da massa corporal (FAUSER et
al., 2012). Apesar de vérios trabalhos demonstrarem aumentos nas concentragdes plasmaticas
de glicose em mulheres com SOP (DUNAIF etal., 1989; HARRISON et al., 2011; HARRISON
et al.,, 2012; STEPTO et al., 2013; AZZIZ et al.,, 2016) e em animais induzidos a SOP
(CALDWELL et al., 2016, MA et al., 2017), no presente trabalho ndo foram observadas
diferengas na glicemia entre ratas induzidas a SOP e ratas controle, independetemente do
treinamento de escala em escada. Tal observacéo pode estar associada a altera¢fes endocrinas,
relacionadas a insulina, leptina e esteroides ovarianos e/ou ao modelo de estudo utilizado. O

treinamento resistido estd associado com alteragdes metabolicas, modulando os niveis
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plasmaticos de insulina e glicose, redugdo da sensibilidade a insulina e alteragbes no perfil
lipidico (LEITE et al., 2013).

A fosfatase alcalina é considerada um marcador bioquimico da atividade 6ssea (GOES
et al., 2012), indicando atividade osteogénica (VIEIRA, 1999). Dados do nosso laboratorio
demostram elevacdes nas concentracdes plasmaticas de fosfatase alcalina em ratas induzidas a
SOP (BONFA, 2017), assim como variagdes nas concentragdes de fosfatase alcalina em meio
de cultura de osteoblastos desafiados com esteroides ovarianos (BRANCAGLIAO et al., 2017).
Ha relatos de efeitos de hormonios esteroides sobre a atividade da fosfatase alcalina e suas
relacbes com a sintese de osteocalcina e mineralizacdo da matriz extracelular (KAPUR e
REDDI, 1989). Contudo, no presente trabalho ndo houve variagdes significativas nas
concentracdes plasmaticas de fosfatase alcalina.

Estudos mostram que a SOP pode alterar a dindmica 6ssea, porém os resultados ainda
sdo controversos (ZBOROWSKI et al., 2000; CALDWELL et al.,, 2017; KRISHNAN |,
MUTHUSAMI, 2017). No presente trabalho foram analisados os dados biofisicos (volume
0sseo, densidade Ossea e densidade mineral) e biomecanicos (carga maxima 6ssea, rigidez e
carga maxima no ponto de fratura) de todos os animais com o objetivo de tentar estabelecer
correlacBes entre a SOP, o treinamento fisico e o tecido 6sseo. Os resultados relacionados ao
volume ésseo foram influenciados de maneira transitoria pela SOP e pelo tempo. Quarenta e
cinco dias apés a indu¢do, o volume 6sseo das ratas SOP foi menor comparado as ratas controle.
O mesmo foi observado para as ratas SOP/treino, que tiveram menor volume dsseo gue as ratas
controle. Sessenta dias apds a indu¢do a SOP, ndo houve diferenca entre os grupos. O
treinamento de escalada em escada ndo demonstrou interferéncia sobre o volume 6sseo.

A densidade Ossea das ratas SOP e SOP/treino foi maior comparada as ratas controle,
45 e 60 dias apos a inducdo, ndo havendo influéncia do treinamento. Contudo, o treinamento de
escalda em escada diminuiu a densidade 6ssea das ratas controle/treino em relacdo as ratas
controle, 30 dias apés a indugdo. Estudos demonstram aumento na densidade 6ssea em mulheres
com SOP em decorréncia do hiperandrogenismo (ZBOROWSKI et al, 2000; CASTELO-
BRANCO et al., 2003). Tais alteragbes sdo associadas a mudancas na dinamica 0ssea,
principalmente no equilibiro entre producgéo e absor¢do da matriz 6ssea e na diferenciacdo de
células tronco mesenquimais em osteoblastos e osteoclastos (SINGULANI, 2014). Por outro
lado, ratas induzidas a SOP com DHT demonstraram reducdo da densidade 6ssea (CALDWELL
et al., 2014). Estudos in vitro demonstram reducdo da viabilidade e da mineralizacdo de
osteoblastos desafiados por esteroides ovarianos (KLEIN-NULEND et al., 2015; BONFA,
2017; BRANCAGLIAO et al., 2017). Os resultados do presente estudo também mostram que a
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carga maxima dssea das ratas SOP/treino foi maior que as ratas SOP, 45 dias apds a inducdo. O
treinamento fisico para mulheres com SOP tém sido preconizado como parte do tratamento,
sem descricfes de efeitos sobre o metabolismo 6sseo (AZZIZ et al., 2016); contudo, séo
necessarios mais estudos para a compreensdo de mecanismos moleculares e genéticos que
estejam relacionados com a SOP e o tecido 6sseo.

Compreender as etiologias da SOP é essencial para identificar biomarcadores e novas
terapias e entender se a SOP é uma série de desordens diferentes com fendtipos comuns ou a
mesma desordem com fendtipos diferentes, ou a combinacdo de ambas. Apesar de diversos
estudos utilizarem pacientes humanas portadoras de SOP, é crescente a busca por modelos
animais que possam ser utlizados para que se possa realizar manipulacdes genéticas,
compreender os mecanismos moleculares e estudar as fisiopatologias de 6rgéos e sistemas que
ndo podem ser realizados em humanos. Sabemos que 0 nosso modelo para estudos de interacdes
entre 6rgdos em ratas induzidas a SOP com VE, néo é o modelo ideal; contudo, pode-se sugerir,
diante dos nossos resultados, que o modelo utilizado tem caracteristicas morfofuncionais
relacionadas a SOP e que a dindmica 0ssea, tanto em dados biofisico quanto biomecanicos
foram alterados pela inducéo da sindrome. Além disso, o exercicio fisico da escalada em escada
alterou o volume 6sseo, a densidade Gssea e a carga maxima éssea. Porém, estudos enddcrinos,
moleculares e genéticos deverdo ser realizados para que se possa melhorar a compreensao

desses mecanismos entre 0S OVArios e 0S 0SS0S.
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8. CONCLUSOES

- O valerato de estradiol induziu a formacéo de cistos ovarianos carcteristicos
de SOP;

- O treinamento de forca de escalada em escada promoveu aumentou da carga
méaxima total e carga maxima voluntéria carregada das ratas Cont/treino em
relacdo as ratas SOP/treino;

- N&o houve variagdes significantes nas concentracdes plasmaticas de glicose e
de fosfatase alcalina;

- A SOP induziu reducéo no volume ésseo e aumento na densidade ¢ssea das
ratas;

- O treinamento aumentou a carga maxima 0ssea entre os animais SOP 45 dias.
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COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Parecer do projeto sob o protocolo: ne. 025/16

Titulo do Projeto: Efeitos do treinamento de forca sobre a dinimica 6ssea em ratas induzidas a
sindrome do ovirio policistico

Pesquisador responsavel: Vilson Donizete Matias

PARECER

0O Projete de Pesquisa intitulado “Efeitos do treinamento de forga sobre a dindmica 6ssea
em ratas induzidas 3 sindrome do ovirio policistico®, sob sua orientagdo e com a participagio do
docente Luis Henrique Montrezor foi analisado por este Comité,

0 trabalho tem por objetivo estabelecer relagbes entre os possiveis beneficios do trelnamento
fisico resistido com as alteragies metabédlicas relacionadas 3 sindrome do ovério policistico. 0 método
inclui a indugdio para o ovério policistico e andlise apés a 30, 45 e 60 dias apés a injecdo de valerato de
estradiol associado ao treinamento de forga com escalada em escadas. Ap6s a eutandsia serdo
coletados os ovdrios, o fémur direito de cada animal e dosagens plasmdticas de progesterona,
testosterona, estradiol, leptina, osteocalcina, fosfatase alcalina, glicose e insulina.

E sugerido que seja realizada as alteragdes dos itens 5.4 (invasividade dos grupos
experimentais) e do item 5.5 (nimero de animais por caixa) no formulério. No item 7 a referéncia que
justifica a escolha por aprofundamento da anestesia pentobarbital nio estd no artigo sugerido, mas
consta no guia de eutandisia dos animais.

Este Comité apresenta parecer aprovado com recomendagbes.

Os autores, a0 concluirem o trabalho devem encaminhar ao CEUA-UNIARA o Relatério Final de
Atividades, na integra contendo os resultados e concluses obtidas.

Araraquara, 31 de agosto de 2016,



