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RESUMO

SHIMANO, R. C. Efeitos do exercicio de alto impacto nas propriedades fisicas de ossos
de ratas ovariectomizadas submetidas a dieta hiperprotéica, 2017. 88p. Tese (Doutorado)
— Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2017.

Uma nutrigdo adequada ¢ de extrema importancia na manutengdo dssea, especialmente nas
mulheres apds a menopausa, nas quais a incidéncia de doengas osteometabodlicas € maior. Em
grande maioria, apenas uma nutricdo apropriada ndo ¢ capaz de suprir os efeitos deletérios
causados no tecido 6sseo pelo déficit hormonal. Os exercicios fisicos sdo altamente indicados
como prevencdo e tratamento por gerarem estimulos necessarios aos 0ssos com minimos
efeitos colaterais. Sendo assim, o objetivo foi avaliar os efeitos do exercicio fisico de alto
impacto como meio profilatico e teraputico em ossos osteopénicos de ratas submetidas a
ovariectomia (OVX) e dieta hiperprotéica (DH). Foram utilizados 64 ratas Wistar, totalizando
oito grupos (n=8), tratadas por 12 semana: os ratos submetidos a OVX foram divididos nos
seguintes subgrupos: OVX, sedentarias e dieta padrdo (DP); OVXE, treinadas e DP; OVXP,
sedentarias e DH; OVXEP, treinados ¢ DH; e os ratos submetidos a cirurgia simulada
(SHAM): SH, sedentario ¢ DP; SHE, treinados e DP; SHP, sedentarias e DH; SHEP, treinadas
e DH. Foram realizadas no sangue as analises de imunoabsor¢do enzimatica (RANKL e
OPG), no figado a glutationa reduzida (GSH), malondialdeido (MDA) e vitamina E, e no
tecido Osseo densitometria, ensaio mecanico, histologia e imunoistoquimica (Osteocalcina e
Osteopontina). Os dados foram analisados por teste estatistico em modelo linear generalizado
(p<0,05) e teste complementar de Bonferroni. Os niveis de OPG nao apresentaram diferencas
estatisticas, j4 RANKL os grupos SHAMs apresentaram concentragdes mais elevadas em
relacdo aos grupos ovariectomizados (p=0,003). No figado, a GSH nao apresentou diferencas
estatisticas. Nos niveis de MDA, a DH (p=0,001) e o exercicio (p=0,016) foram menores que
os controles e para vitamina E, DH maior que DP, OVXs menores que SHAMs (p=0,001).
Na densitometria, DH com maiores resultados que DP (p=0,049), ¢ OVXs menores que
SHAMs (p<0,001). No ensaio mecanico, somente a forca maxima apresentou diferengas
estatisticas, a DH (p=0,026) foi menor que a DP, e os grupos treinados (p<0,001) maiores que
os grupos sedentarios. No trabeculado d6sseo, OVXs apresentaram valores menores que
SHAMs (p=0,001), na variavel cirurgia a DH foi menor que a DP (p=0,023). Na
imunoistoquimica, a osteocalcina na variavel cirurgia (p=0,004) OVXs com maiores valores
que os grupos SHAMs e nos de niveis de osteopontina, na variavel dieta os grupos DP
menores que DH (p=0,005), e na varidvel exercicio os treinados menores que sedentarios
(p=0,017), na variavel cirurgia os OVXs maiores que SHAMs (p=0,010). Neste modelo
experimental, concluimos que a ovariectomia parece interferir negativamente o tecido dsseo, e
a dieta hiperproteica capaz de prejudicar a microarquitetura Ossea e resisténcia mecanica,
apesar de promover aumento na DMO. O exercicio fisico de alto impacto, apesar de
isoladamente melhorar as propriedades biomecanicas, ndo foi capaz de suprir os efeitos
deletérios causados pela dieta hiperproteica e ovariectomia.

Palavras — Chave: Doenga 6sseo metabolica, Ovariectomia, Salto e Nutrigao



ABSTRACT

SHIMANO, R. C. Effects of high impact exercise on the physical properties of bones of
ovariectomized rats submitted to protein diet. 2017. 88p Thesis (Doctoral) — Ribeirao
Preto Medical School, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2017.

Proper nutrition is very important in maintaining bone, especially in women after menopause,
in which the incidence of bone metabolic diseases is higher. In most, only proper nutrition is
not able to supply the deleterious effects on bone tissue by hormonal deficit. Physical
exercises are highly indicated as prevention and treatment because they generate necessary
stimuli to bones with minimal side effects. Thus, the aim of this study was to evaluate the
effects of high-impact physical exercise as a prophylactic and therapeutic means in osteopenic
bones of rats submitted to ovariectomy and protein diet intake. We studied 64 Wistar rats
divided into ovariectomized or subjected to sham surgery, during 12 weeks. The
ovariectomized rats were divided into the following sub-groups: OVX, sedentary; OVXE,
jump; OVXP, protein diet; and OVXEP, jump and protein diet. The rats subjected to sham
surgery were divided into the following sub-groups: SH, sedentary; SHE, jump; SHP, protein
diet; and SHEP, jump and protein diet. The blood was evaluated by enzymatic
immunoabsorption (RANKL and OPG), in the liver by reduced glutathione (GSH),
malondialdehyde (MDA) and vitamin E, the bone structure was evaluated by densitometry,
mechanical tests, histomorphometric and immunohistochemical (Osteocalcin and
Osteopontin) analyses. Data were analyzed by statistical test in generalized linear model (p
<0.05) and Bonferroni complementary test. OPG levels did not present statistical differences,
already RANKL the SHAM groups had higher concentrations in relation to the
ovariectomized groups (p=0.003). In the liver, GSH showed no statistical differences. At the
MDA levels, DH (p=0.001) and exercise (p=0.016) were lower than controls and for vitamin
E, DH higher than DP, OVXs lower than SHAMs (p=0.001). In densitometry, DH with
greater results than DP (p=0.049), and OVXs smaller than SHAMs (p<0.001). In the
mechanical test, just the maximum strength presented statistical differences, the DH
(p=0.026) was lower than the DP, and the trained groups (p<0.001) larger than the sedentary
groups. In the trabecular bone, OVXs showed lower values than SHAMs (p=0.001), in the
surgery variable the DH was lower than DP (p=0.023). In the immunohistochemistry, the
osteocalcina, in the surgery variable (p=0.004) OVXs with higher values than the SHAMs and
osteopontina levels, in the diet variable the DP less than DH (p=0.005), in the exercise
variable the trained less than sedentary (p=0.017) and in the surgery variable, the OVXs
greater than SHAMs (p=0.010). In this experimental model, we conclude that ovariectomy
seems to interfere negatively the bone tissue, and the high protein diet capable of impairing
bone microarchitecture and mechanical resistance, despite promoting increase in BMD. The
high-impact physical exercise improved the biomechanical properties; nevertheless it was not
enough to supply the deleterious effects caused by the protein diet and ovariectomy.

Keywords: Bone Diseases, Metabolic, Ovariectomy, Jump and Nutrition
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1. INTRODUCAO

O consumo de dietas com alto teor de proteina estd ganhando popularidade. Essas
dietas vém sendo recomendadas como estratégias para perda e controle de peso, ganho de
massa magra e recuperacao poés-exercicio (LACROIX et al., 2004; PICHON, 2008), porém,
ha uma enorme controvérsia sobre as consequéncias geradas por esta alta ingestdo de
proteinas. Uma nutri¢do equilibrada ¢ fundamental para manuten¢do da satde geral, em
especial, na mulher pds-menopausa, pois um desequilibrio alimentar constitui-se como um
fator de risco para o desenvolvimento de doencas prevalentes nessa fase da vida
(MONTILLA et al., 2004, MACEDO et al., 2016). Na menopausa, a densidade mineral dssea
(DMO) sofre declinios rapidos decorrentes da deficiéncia de estrogeno , levando as mulheres
a um maior risco de desenvolver osteoporose. Sendo assim, além da alimentacdo balanceada,
com o intuito de tratamento e preven¢ao, o exercicio fisico ¢ explorado pelo seu baixo custo e
auséncia de efeitos colaterais comparados aos tratamentos medicamentosos (SHIMANO et
al., 2014).

Por muitos anos, a alta ingestdo de proteinas estava associada a um aumento da
excrecdo urinaria de célcio, resultando na diminuicdo da massa 6ssea (DAWSON-HUGHES,
2003; MORAIS; BURGOS, 2007;). Porém, com o avango da pesquisa, j4 foi possivel
encontrar uma relacdo positiva das dietas ricas em proteinas com o tecido Osseo,
especialmente, quando associadas ao exercicio fisico (CHEVALLEY et al., 2014).

Diversos tratamentos sdo testados e idealizados para prevencdo de doengas
osteometabdlicas, entre eles estd a pratica regular de exercicios fisicos, nos quais o0s
beneficios no tecido dsseo ja sdo evidentes (BONNET et al., 2007). O exercicio de alto
impacto, em especial o salto, vem se destacando entre os demais, ja que geram uma alta
tensdo com uma maior taxa de deformagao (NIKANDER et al., 2010).

Apesar de alguns estudos associarem a dieta hiperproteica com exercicio fisico
(TAKEDA et al., 2012; ABIZANDA et al., 2015), ndo ha relatos da associagdo em modelos
experimentais com déficit de estrdgeno. Sendo assim, fica clara a necessidade de estudos
adicionais relacionando a pratica de exercicios fisicos com dietas hiperproteicas na

menopausa.
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1.1 Tecido osseo

O tecido 6sseo € complexo, organizado e composto de varios tipos celulares e uma
matriz acelular (ostedide) rica em coldgeno e outras proteinas, sendo o Uunico tecido
conjuntivo que possui um processo regulado e organizado de mineralizagdo (MANOLAGAS,
2000). Sao inumeras as fun¢des do tecido Osseo: oferecer estabilidade ao organismo, abrigar
a medula 6ssea, proteger os 6rgaos vitais, sustentar e deslocar o corpo e propiciar sistemas de
alavancas musculares (GUYTON, 2006; PORTINHO et al., 2008; DUTRA et al., 2012).

Macroscopicamente, o tecido 0sseo consiste em dois tipos: trabecular (esponjoso) e
cortical (compacto). O osso trabecular consiste em 20% do esqueleto e localiza-se na
extremidade dos ossos longos e no interior dos ossos irregulares e planos. As trabéculas de
tecido Osseo mineralizado se interconectam formando uma rede resistente as cargas
mecanicas, ¢ de maneira continua sdo remodeladas nas superficies endosteais e 0s espagos
vazios entre estas sdo preenchidos pela medula 6ssea (KALFAS, 2001). J4 o osso cortical esta
localizado na superficie externa dos ossos, formado por fibras de colageno e minerais. Suas
trabéculas tém orientacdo comum, colocando-se justapostas umas as outras de modo a formar
uma estrutura densa (OTT, 1990).

As principais células do tecido Osseo sdo responsaveis por diversas fungdes
metabolicas do osso (ERIKSEN, 2010), em especial o remodelamento 6sseo. O processo de
remodelacdo Ossea ¢ continuo e consiste na remoc¢ao do 0sso antigo e a substituicdo por uma
matriz dssea recém-formada (osteoide) que entdo passa por mineralizagdo para formar 0sso
novo, mantendo assim a integridade estrutural e a homeostasia mineral.

As principais células envolvidas na remodelacdo Ossea sdo: os osteoblastos
responsaveis pela formacdo 6ssea (KARSENTY; KRONENBERG; SETTEMBRE, 2009) e
osteoclastos responsaveis pela reabsorcao 6ssea (TEITELBAUM, 2007). A funcdo dessas
células ¢ fortemente acoplada e dependente, realizando reabsor¢do de osso antigo e formagao
de osso novo sequencialmente. As células adicionais envolvidas na remodelagdo dssea sdo os
ostedcitos, localizados na matriz 6ssea e responsaveis pela manutengdo de sua integridade
(BONEWALD; JOHNSON, 2008) e a célula do revestimento 0sseo responsavel pela protecao
das superficies 6sseas (ANDERSEN et al., 2009).

Por ser um tecido metabolicamente ativo, o tecido 6sseo € facilmente sensibilizado
por mudancas nutricionais, metabolicas e hormonais, o que pode gerar um desequilibrio

desses dois processos ocasionando doengas minerais 0sseas, cComo a 0steoporose.



21

1.2 Osteoporose

A osteopenia ¢ caracterizada por uma diminuicdo da massa Ossea e deterioragdo
Ossea devido a alteracio do remodelamento (NORDIN, 1983), podendo ter como
consequéncia a osteoporose (VAGAS et al., 2003; RENA, 2005).

A osteoporose ¢ considerada como um dos problemas de saude mais comuns, com
prevaléncia progressiva tanto em paises desenvolvidos como em desenvolvimento
(MAALOUF et al., 2007). A defini¢do de osteoporose com base nos critérios da Organizagao
Mundial da Satde consiste na diminuigdo da densidade mineral 6ssea (DMO) de 2,5 desvios-
padrdo abaixo da DMO méxima média de adultos jovens, quando medida por absor¢do de
raio-x de energia dupla (DXA), tendo como consequéncia um aumento da fragilidade dssea e
susceptibilidade a fraturas (SHAW; WITTZKE, 1998). A osteoporose tem etiologia
multifatorial, podendo ser influenciada pelo género, bidtipo, etnia, ingestdo de cafeina e
tabagismo, etilismo, sedentarismo e imobiliza¢gdo prolongada, menopausa, baixa ingestdo de
calcio, ingestdo exagerada de proteina e fosfato entre outros (ROBBINS et al., 2001).

Com o aumento da expectativa de vida e consequentemente da proporcdo de
mulheres idosas, grande enfoque ¢ dado a menopausa como indutora de alteracdes
fisiologicas. A osteoporose em mulheres acima de quarenta anos pode ser decorrente da
privacdo hormonal poés-menopausa, juntamente com a diminuicdo da atividade fisica
praticada nessa faixa etaria (MACEDO et al., 2016). Na p6s-menopausa, a densidade mineral
Ossea sofre declinios rapidos decorrentes da deficiéncia de estrogéno, levando as mulheres a
um maior risco de desenvolverem osteoporose em relacdo aos homens (HART et al., 2001). O
estrogéno possui fungdes de extrema importincia; nos osteoblastos ocorre o controle da
expressao que codifica o coldgeno tipo I, a fosfatase alcalina, a osteopontina, osteocalcina e a
osteonectina (OKAZAKI et al., 2002), aumenta a diferenciagdo dos osteoblastos e estimula a
sintese € a mineralizagdo da matriz 6ssea (BLAND, 2000), além de estimular a apoptose dos
osteoclastos e manter os ostedcitos viaveis (D’AMELIO et al., 2008).

Além de altos custos financeiros (BRAVO et al., 1997), a osteoporose também
diminui a qualidade de vida (DARGENT-MOLINA, 1998), com isso, ¢ importante que, com
o avango da ciéncia e o entendimento da osteoporose, cada vez mais, ela seja diagnosticada e

tratada precocemente.
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1.3 Exercicio Fisico

Intimeros tratamentos sdo idealizados a fim de propiciar uma prevengdo e um
tratamento adequado para a osteopenia e a osteoporose. Entre estes métodos, o exercicio
fisico tem se destacado por proporcionar estimulos adequados para melhorar a satde dssea,
além de aumentar a expressdo de fatores de crescimento, diminuir os efeitos de fatores
inflamatorios e induzir a perda de peso (IWAMOTO et al., 2004; ROBLING et al., 2006).

O exercicio fisico regular, no geral, acarreta uma variedade de beneficios para saude;
entretanto, nem todas as modalidades sdo igualmente osteogénicas. O preceito ¢ de que o
treinamento aerobico prolongado, como natacdo, ciclismo e caminhada, ¢ onipresente para os
sistemas do corpo, contudo, sem evidéncias empiricas, sugerindo que essas atividades ndo
fornecem um estimulo notdvel para o osso (MARTYN-ST JAMES; CARROLL, 2008;
PALIOLOGO et al., 2015).

A tensdo mecanica imposta pelo exercicio ¢ um estimulo para a formagdo Ossea e
possui fung¢do importante para diminuir a perda dssea em mulheres pos-menopausa
(BARENGOLTS et al., 1994) e em ratas ovariectomizadas (OKUBO et al., 2017). Martin
(2007), afirma que a remodelacdo Ossea ¢ determinada pela forma com que ¢ requisitada,
sendo assim, os 0ssos que sofrem maiores deformagdes, impacto ou compressdo teriam
melhor adaptagdo, adquirindo maior massa Ossea. Estudos anteriores indicaram que o
exercicio mais osteogénico sdo os com cargas de alta magnitude, dindmicas e multidirecionais
(CHENG et al., 2002; NIKANDER et al., 2005).

A pratica de exercicios como correr, escalar e saltar gera sobre o corpo a agdo da
energia do impacto, além do peso corporal, retratando-se como um grande aliado na
remodelagdo Ossea. Estudos com treinamento fisico em esteira apresentaram resultados
positivos na melhora da qualidade dssea em ratas ovariectomizadas (MACEDO et al., 2014,
SHIMANO et al., 2014). Com oito semanas de treinamento de escalada, autores concluiram a
eficdcia na prevengdo da perda Ossea e deterioracdo da microarquitetura dssea, mas nao
encontraram um efeito significante sobre a forca dssea cortical em ratos obesos (TANG et al.,
2016). Ja o exercicio de alto impacto demonstrou ser capaz de sensibilizar o tecido 6sseo na
puberdade, pré-menopausa e pés-menopausa (XU et al., 2016).

Os exercicios com salto, em especial, vém apresentando resultados satisfatorios para
o tecido dsseo, porém muito se discute sobre um protocolo ideal. A duracido, intensidade e
frequéncia dos exercicios sdo diretrizes essenciais para uma resposta positiva do tecido 6sseo
(NAVEGA et al., 2003).

Ju e colaboradores (2013), em seus estudos experimentais com o método de
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suspensdo da cauda para gerar o quadro osteopénico, concluiram que o exercicio de alto
impacto (30 saltos diarios) inibiu a perda déssea, aumentando a espessura € o numero de
trabéculas. Em outro estudo, autores avaliaram os efeitos do treinamento salto, com 20 saltos
diarios, na estrutura 6ssea antes e apds a osteopenia induzida pela ovariectomia, foi observado
um aumento da DMO e propriedades mecanicas, mostrando que o exercicio de alto impacto ¢
eficaz tanto na prevencdo quanto no tratamento da osteopenia (OKUBO et al., 2017).
Também com efeitos positivos, Honda et al., (2003) afirmam que 10 saltos didrios em ratos
osteopénicos de meia idade possuem efeitos benéficos na massa ossea.

Clinicamente, pesquisadores afirmaram que o exercicio de intensidade moderada e
de tempo ndo muito prolongado para mulheres pés-menopausa apresentam maiores beneficios
em relagdo aos exercicios de longa duragcdo como a maratona, que podem levar a uma reducdo
da densidade mineral 6ssea (HAGIHARA et al., 2005). Exercicios de endurance de alto
rendimento podem induzir uma perda dssea prematura, explicada pelos efeitos na homeostase
dos hormonios sexuais, gerando uma alteracdo no ciclo menstrual. A triade da atleta, uma
sindrome que consiste em disturbios alimentares, amenorreia e osteoporose, com todos inter-
relacionados, ¢ um exemplo. Essa triade ndo ocorre apenas em atletas, mas também em
mulheres ativas praticantes de diversas modalidades esportivas (YEAGER et al., 1993).

Apesar das mudangas que o exercicio gera no metabolismo ésseo niao serem
totalmente elucidadas, ¢ de consenso que o estresse mecanico induzido pelo salto ¢ eficaz
para melhoras estruturais e funcionais do sistema esquelético, sendo assim adequado para

estudar problemas relevantes como a perda d¢ssea na menopausa.

1.4 Dieta Hiperproteica

Além dos exercicios, outra variavel muito influente no tecido 6sseo, € a alimentagao.
Os nutrientes sdo de grande importancia durante as diversas fases da vida e sua ingestdo
adequada ¢ fundamental para manutencdo da saude geral, especialmente da massa dssea, €
consequente prevencdo de fraturas (NEW et al., 2000; CAMPOS et al., 2003; MORALIS;
BURGOS, 2007). Em especial, na mulher pés-menopausa, o consumo inadequado constitui-
se como um fator de risco para o desenvolvimento de doencas prevalentes nessa fase da vida
(MONTILLA et al., 2004). Com isso, a ingestdo adequada de calcio, fosforo, vitamina D,
proteinas e valor energético total da dieta desempenham func¢des importantes (CAMPOS et
al., 2003; MONTILLA et al., 2004; MORAIS; BURGOS, 2007).
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O aumento da ingestdo proteica ¢ uma das abordagens mais comuns para manejo
dietético da obesidade. As dietas ricas em proteinas parecem reduzir a ingestdo energética, o
ganho de peso corporal e a deposicdo de gordura (CRIBB et al., 2007; PICHON et al., 2008;
HAYES; CRIBB, 2008). A perda de peso, especialmente por meio de restricio de energia,
tem sido alvo de estudiosos por sugerirem perda 6ssea (PRITCHARD et al., 1996; REID,
2002).

A ingestdo de proteina pode ser expressa em porcentagem da ingestdo total de
energia ou em relagdo ao peso corporal (gramas por quilograma de peso corporal por dia). A
porcentagem de energia total pode ser usada para comparar a ingestdo de proteina com
ingestdo de gordura e carboidratos, que geralmente sdo apresentadas como porcentagem de
energia total. Uma vez que a necessidade de proteina estd intimamente relacionada ao
corpo/massa magra, a ingestdo de proteina ¢ descrita com mais frequéncia como gramas por
quilograma de peso corporal por dia.

A referéncia proteica ingerida por individuos ¢ variavel. Para a populagdo em geral ¢
de 0,8 g/kg diarios (OTTEN; MEYERS, 2006), ¢ nos individuos com treinamento fisico
regular essa quantidade ¢ maior, aproximadamente 1-7 g/kg didrios (CAMPBELL et al.,
2007; RODRIGUES et al., 2009).

As dietas com alta proteina foram testadas por varios grupos de pesquisas,
especialmente examinando a sua influéncia no tecido 6sseo, contudo produzindo respostas
conflitantes. Autores afirmam que o efeito acidogénico da dieta rica em proteinas pode
resultar em reabsor¢ao 6ssea (WEISS et al., 1981), porém esse efeito pode ser modificado por
alguns nutrientes (MASSEY, 2003). Estudos em ratos saudaveis relataram um efeito deletério
no tecido 6sseo (WEISS et al., 1981; TALBOTT et al., 2001), todavia ha estudos também
com roedores que afirmam ndo existir nenhum relacionamento da dieta rica em proteinas e o
tecido 6sseo (LACROIX et al., 2004; MARDON et al., 2008).

Segundo alguns autores, a ingestdo de proteina pode exercer tanto efeito positivo
quanto negativo no balanc¢o do célcio, gerando efeitos sobre a massa Ossea e risco de fraturas
dependentes da ingestdo concomitante de calcio (CAMPOS et al., 2003; MONTILLA et al.,
2004; RAJESHWARI et al., 2004; MORAIS; BURGOS, 2007). Um excesso de ingestdo
proteica acarreta a elevacdo da excrecao urindria de célcio (CAO; NIELSEN, 2010). Apesar
de um consenso de que a hipercalcitria induzida por proteinas ¢ justificada em parte pelo
aumento da taxa de filtrado glomerular e diminui¢do da reabsor¢do de célcio renal, ha estudos
sugerindo que uma grande ingestdo proteica esta associada a um aumento significativo da
absorcao intestinal, de modo que o célcio urindrio pode ser explicado pela absorc¢ao de calcio

melhorada e que, em curto prazo, ndo ha aumento no catabolismo esquelético (HUNT et al.,
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2009).

A acdo da dieta proteica sobre a massa 6ssea ¢ também influenciada por fatores de
crescimento, mais especificamente o hormdnio de crescimento, via acdo do fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-1). O aumento do nivel circulante de IGF-1 pode ser
observado em resposta ao aumento de proteinas ingeridas, na auséncia de fornecimento de
energia alimentar.

A ingestdo proteica aumenta o nivel sanguineo de IGF-1, o que constitui um
importante determinante do crescimento 6sseo e aquisicdo mineral (YAKAR et al., 2002). O
IGF-1 também pode melhorar a musculatura, aumentando a forga 6ssea. No tecido 0sseo,
alguns aminoacidos como a arginina pode desempenhar um efeito estimulador na producdo
local de IGF-1 por células osteoblasticas, aumentando assim a proliferacdo de células
osteobldasticas e a sintese de coldgeno (CHEVALLEY et al.,1998). Ademais, as elevagdes na
ingestdo de proteinas estimulam a taxa de filtragdo glomerular e, por isso, aumentam a
capacidade de excre¢do de acido liquido renal (REMER; MANZ, 1995; JEHLE et al., 2000).
Desse modo, o consumo elevado de proteinas pode impactar positivo na mineragao Ossea por
uma ag¢do renal dupla. O IGF-1 aumenta a producdo de calcitriol, a forma ativa de vitamina D,
que por sua vez, estimula a absor¢do intestinal de calcio e fosfato inorganico. Uma outra
forma, o IGF-1 a nivel renal, ¢ aumentar a reabsor¢do tubular de fosfato (Pi). Com a dupla
acdo do IGF-1, a concentragdo de célcio e Pi aumentam, influenciando positivamente a
mineralizacdo o6ssea (KERSTETTER et al., 2003).

Outro fator importante da relacdo tecido dsseo e excesso de ingestdo proteica € a
idade. Estudos apresentam uma relacdo positiva em criangas (HOPPE et al., 2000),
adolescentes (RIZZOLI, 1998) e mulheres jovens com idade entre 18 e 31 anos
(TEEGARDEN et al., 1998). Nas mulheres com idade avancada, ha uma preocupacdo maior,
j& que o tecido Osseo softre alteragdes hormonais, principalmente com o déficit de estrogeno.

Estudos com mulheres na pré-menopausa (KERSTETTER et al., 2005) e na pos-
menopausa (CAO; JOHNSON; HUNT, 2011) mostram que a diferenca correspondente no
estado hormonal dos individuos ndo deve influenciar de forma relevante a possivel influéncia
da proteina na absor¢do intestinal de célcio, todavia Nascimento da Silva e colaboradores
(2014) afirmam que a dieta proteica promove mudancas significativas no fémur e na
concentracdo de hormonios relacionados a formacdo ¢ manutengdo desse tecido. Estes
resultados podem sugerir que mulheres adultas, em especial aquelas na pré-menopausa e

menopausa, devem se atentar a falta de equilibrio alimentar.
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2. OBJETIVO

Avaliar os efeitos do exercicio fisico de alto impacto (Salto) como meio profilatico e

terapéutico em 0ssos osteopénicos de ratas submetidas a ovariectomia e dieta hiperproteica.






Materiais e Metodos
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3. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi elaborado de acordo com o "Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals" (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1996) e foi aprovado pela
Comissdo de Etica em pesquisa com animais da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sdo Paulo (FMRP — USP), protocolo n® 001/2014-1 (Anexo A).

Foram utilizadas 64 fémeas de Rattus norvegicus albinus, variedade Wistar, com
massa corporal entre 180 g e 200 g de 8 semanas. Os animais foram fornecidos pelo Servigo
de Biotério da Prefeitura do Campus de Ribeirdo Preto da USP e alojados no Biotério do
Laboratorio de Bioengenharia da FMRP/USP. O ambiente foi controlado com temperatura de
22°C + 2, umidade de 55% =+ 10 e controle de luminosidade 12 horas claro ¢ 12 horas escuro.

Nao houve restri¢ao de racao e agua.

3.1 Grupos experimentais

Os animais foram divididos em oito grupos experimentais (n=8). As caudas foram

identificadas individualmente com marcador permanente por algarismos romanos.

Foram estabelecidos os seguintes grupos de tratamento (Quadro 1):

* Grupo OVX: ratas submetidas a procedimento cirirgico de ovariectomia,
sedentérias e alimentadas com ragdo padrdo apds a cirurgia.

* Grupo OVXE: ratas submetidas a procedimento cirdrgico de ovariectomia,
treinamento fisico com salto e alimentadas com ragdo hiperproteica apds a
cirurgia.

* Grupo OVXP: ratas submetidas a procedimento cirirgico de ovariectomia,
sedentérias e alimentadas com ragdo hiperproteica apds a cirurgia.

* Grupo OVXEP: ratas submetidas a procedimento cirurgico de ovariectomia,
treinamento fisico com salto e alimentadas com ragdo hiperproteica apds a
cirurgia.

* Grupo SH: ratas submetidas a procedimento cirirgico “sham”, sedentarias e

alimentadas com rag@o padrdo apoés a cirurgia.
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* Grupo SHE: ratas submetidas a procedimento cirtrgico ‘“sham”, treinamento
fisico com saltos e alimentadas com rag@o padrao apos a cirurgia.

* Grupo SHP: ratas submetidas a procedimento cirurgico “sham”, sedentarias e
alimentadas com ragdo hiperproteica apds a cirurgia.

* Grupo SHEP: ratas submetidas a procedimento cirurgico “sham”, treinamento

fisico com salto e alimentadas com rac¢ao hiperproteica apds a cirurgia.

Quadro 1. Grupos experimentais

Grupos Cirurgia Exercicio Dieta
OovVX Padrao
Sedentério
OovXxPpP Hiperproteica
Ovariectomia
OVXE Padrao
Treinados com Salto -
OVXEP Hiperproteica
SH Padrao
Sedentario
SHP Hiperproteica
Sham
SHE Padrao
Treinados com Salto -
SHEP Hiperproteica
3.2 Dietas

A quantidade de ragdo oferecida foi sempre superior ao consumo estimado para que
os animais ndo tivessem restricdo alimentar. Eles foram alimentados com ragdo padrdo ou
racdo hiperproteica conforme cada grupo experimental. A dieta padrao utilizada foi a ragao
Rhosterlab de manutencdo, e a dieta hiperproteica foi manipulada pela empresa Rhoster
(Aragoiaba da Serra, Brasil), modificada de modo a conter aproximadamente 40% de proteina

(caseina) (Tabela 1).



Tabela 1. Composi¢do das Ragdes de manutencdo e Racdo 40% proteina

Tipos de dieta | Racao Rhosterlab de manutengcdo | Rag@o Rhosterlab 40% proteina
Perfil calodrico % massa % Kcal % massa % kcal
Proteina 21,25 24,52 38,65 443
Carboidrato 50,64 58,43 31,78 37,57
Gordura 6,57 18,13 7,03 18,13
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3.3 Técnica cirurgica

A técnica cirurgica aplicada nesse estudo seguiu a metodologia de Zarrow, Yochim e
MacCarthy (1964). Inicialmente os animais receberam anestesia composta por Ketamina (95
mg/Kg) e Xilazina (12 mg/Kg) no musculo gastrocnémo. Em seguida, foi realizada tricotomia
na regido ventral entre a reborda costal inferior e o inicio da pelve. Apds assepsia, uma
incisdo reta transversal de aproximadamente 1 cm de comprimento da pele e tecido celular
subcutdneo, a cerca de 1 cm da linha mediana foi realizada. A parede muscular foi
avulsionada até que se tivesse acesso a cavidade abdominal, localizando o ovario em meio a
uma massa gordurosa e, em seguida, foi realizada a evisceragcdo do corno uterino. A extragao
dos ovarios foram realizadas posteriormente a ligadura da extremidade da tuba uterina,
seccionando entre a ligadura e o ovario. Por fim, foi suturada a parede muscular e, em
seguida, a pele. Todo o procedimento foi realizado no lado contralateral.

O procedimento cirargico sham consistiu em quase todas as etapas realizadas nos
grupos ovariectomizados, exceto a ligadura das trompas uterinas e retirada dos ovarios. Apos
a exposi¢ao dos ovarios eles foram recolocados intactos juntamente com a trompa uterina na
cavidade abdominal.

Apos as cirurgia os animais receberam buprenorfina (0,03 mg/kg) via intramuscular

para analgesia pds-operatoria durante 5 dias.
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Figura 1. Etapas cirurgias do procedimento de retirada dos ovarios (ovariectomia)

Legenda: A) Rata posicionada em dectbito lateral, com tricotomia e assepsia realizadas; B)
Incisdo na pele, regido entre a crista iliaca e ultima costela; C) Exposi¢do da trompa uterina e
ovario e o estancamento através de uma ligadura da regido distal da trompa uterina; D)
Retirada do ovério; E) Sutura da parede abdominal; F) Sutura da pele.

3.4 Treinamento Fisico

Para a realizagdo do treinamento fisico de alto impacto, foi utilizada uma caixa de
madeira confeccionada pela Oficina de Precisdo da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto.

A caixa de madeira (Figura 2) foi confeccionada com dimensdes de 32 cm de largura
e 32 de comprimento, ja a altura da caixa foi realizada em duas partes para que fosse possivel
a adaptacdo dos animais, com altura inicial de 25 cm e a parte superior com 15 cm,
totalizando uma profundidade de 40 cm. No fundo da caixa foram colocados fios de aco para
sustentacdo dos animais e permissdo da transmissdo de corrente elétrica (gerador de choque
scrambler — Insight, Ribeirdo Preto/SP), que provocou a esquiva passiva dos animais. A
necessidade do estimulo elétrico foi somente nos primeiros dias, pois hd um condicionamento

do animal em saltar.
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Figura 2. Caixa de madeira
confeccionada para o salto dos
animais

O treinamento fisico foi iniciado apds 72 horas da cirurgia com saltos nos grupos
OVXE, OVXEP, SHE e SHEP. O protocolo de treinamento consistiu em 20 saltos/dia, 5
dias/semana (Falcai et al., 2015), durante 12 semanas.

Figura 3. Esquema representativo do treinamento salto (JU et al., 2014)

3.5 Controle da massa corporal semanal

A massa corporal dos animais foi mensurada semanalmente, por meio de uma
balanga da marca C&F® (Ribeirdo Preto, Brasil) com precisdo de 5g, pertencente ao
Laboratorio de Bioengenharia da FMRP/USP.
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3.6 Eutanasia, coleta e prepara dos animais para analises

Apds o periodo experimental, os animais foram eutanasiados por aplicacdo dos
anestésicos, doses excessivas de Xilazina e Quetamina (solucdo 1:1, 0,3 mL/100g).

O sangue foi coletado imediatamente ap6s a morte por meio de pungdo cardiaca (6 a
8 ml), armazenado em tubo Falcon, sem heparina, centrifugado em uma centrifuga refrigerada
Universal 320r (Hettich®, Tuttlingen, Alemanha) em 500G, durante 10minutos a 4°C. Parte
do soro foi congelada em -20°C, para analise do hormdnio foliculo estimulante (FSH) e a
outra parte em -80°C, para ensaios de imunoabsor¢do enzimdtica (ELISA) de
Osteoprotegerina (OPG) e Membro 11 da Superfamilia de Ligantes de Fatores de Necrose
Tumoral (TNFSF11/RANKL).

Apds a retirada do sangue, o figado foi coletado e armazenado em um pote de
plastico estéril e congelado em -20°C para posteriores andlises de Glutationa Reduzida
(GSH), Malondialdeido (MDA) e Vitamina E.

Por fim, os fémures esquerdos foram retirados, limpos das partes moles,
identificados individualmente, envoltos em gaze embebida de solucdo fisioldgica,
armazenado em criotubos de SmL e congelados em -20°C, destinados a densitometria e
ensaio mecanico. Ja os fémures do lado direto apds retirados e limpos das parte moles, foram
colocados diretamente em formol para fixacdo e inicio do procedimento histolégico e

imunoistoquimica.

3.7 Analise Do Hormonio Foliculo Estimulante

A concentragdo plasmatica de FSH foi determinada para confirmar a eficacia da
cirurgia ovariectomia. A analise foi realizada no Departamento de Fisiologia da FMRP/USP,
por meio do método de radioimunoensaio de duplo anticorpo, utilizando hormoénio de
iodacdo, anticorpo especifico para FSH e hormdnio padrao de referéncia, ambos obtidos pelo

National Hormone and Pepticle Program (Harbor-UCLA Medical Center, EUA).
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3.8 Analise Bioquimica do Sangue

Para a realizagdo das andlises, foram utilizadas uma lavadora de microplacas Atlantis
2 (Asys Hitech, Eugendorf, Austria), uma incubadora Shaker de bancada (Novatécnica,
Piracicaba, Brasil) e uma leitora monocanal de microplaca EZ Read 2000 (Biochrom®,
Cambrigde, Reino Unido), pertencentes ao Laboratorio de Bioengenharia.

Os niveis séricos de OPG foram avaliados pelo método ELISA utilizando o kit
Osteoprotegerin BioAssay'™ ELISA — Rat (US Biological Life Science, Swampscott, EUA).
Os niveis séricos de TNFSF11/RANKL também foram avaliados pelo método ELISA,
utilizando o kit RatTNSF11/RANKL/TRANCE ELISA for Rat (Life Span Bio Sciences, Inc,
Seattle, EUA).

3.9 Analise do Tecido Hepatico

Os figados foram analisados para concentracdes de MDA seguindo o método
sugerido por Gerard-Monnier e colaboradores (1998). A concentragdo de MDA foi calculada
comparando-a com uma curva de hidrolisado de 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP). A andlise
da GSH seguiu o método proposto por (SEDLAK et al., 1968). Os figados também foram
analisados quanto a vitamina E utilizando a determinacdo de a-tocoferol por
espectrofotometria. A andlise do tecido hepatico foi realizada no Laboratorio de Nutricdo e

Metabolismo da FMRP/USP.

3.10 Densitometria

Para a realiza¢do da densitometria (DMO), os fémures foram submetidos a protocolo
de descongelamento, permanecendo em geladeira por 12h, e depois levado a avaliacio DMO
em temperatura ambiente. Os fémures foram submersos em um recipiente plastico contendo
agua a 2,0 cm de profundidade, alinhados e, em seguida, escaneados através de um

densiotometro de absormetria de raios X de dupla energia, modelo DPX-1Q da marca Lunar®
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(USA). As imagens capturadas foram analisadas na regido de interesse utilizando o software
DPX versdao 4.7 e especial para pequenas amostras, de alta resolugdo, pertencente ao
Laboratorio de Bioengenharia da FMRP/USP. A regido analisada foi o colo femural (ROI:
0,09 cm’).

Figura 4. Imagem dos fémures no densitometro

3.11 Ensaio mecanico

Apds a DMO, realizou-se o ensaio mecanico de flexo-compressdo da cabeca do
fémur, com metodologia descrita por Shimano e Volpon (2009). Neste ensaio, buscou-se
avaliar as propriedade mecanicas de for¢a maxima (N) e rigidez relativa (N/mm). Para isso, a
regido distal do fémur foi incluida em resina acrilica em molde esférico, formando uma base
de fixagdo para manter o paralelismo e alinhamento durante o ensaio mecéanico. Apos a
inclusdo, o fémur foi posicionado na maquina universal de ensaios (EMIC®- DL10000),
pertencente ao Laboratdrio de Bioengenharia DA FMRP/USP. O ensaio foi realizado com a
célula de carga de 50 kg. Foi utilizada uma pré-carga de SN e 30 segundos de acomodagdo de.

A aplicacdo da forca foi com velocidade de 0,5mm/min sobre a cabeg¢a do fémur.
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Figura 5. Processo de inclusdo e ensaio mecanico do fémur
Legenda- (A) Fémur dissecado; (B) Inclusdo na resina acrilica, (C) Fémur pronto para o ensaio
mecanico e (D) Fémur posicionado na maquina universal de ensaio mecanico.

3.12 Analise histologica

Os fémures esquerdos foram mantidos em formol 10% durante 24 horas para
fixagdo, em seguida, descalcificados em &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 10% por
30 dias a temperatura ambiente, com troca da solugdo realizada a cada 2 dias. Em seguida
foram desidratados em serie crescente de alcoois: 70% (overnight), 80%, 90%, 95% e 100%
(uma hora em cada concentragdo). Feito isso os ossos foram colocados em partes iguais de
alcool e xilol (overnight) e diafanizados em xilol com trocas a cada uma hora (trés vezes), e
por fim foram confeccionados os blocos retangulares de parafina.

Os blocos foram seccionados em cortes longitudinais de 5 pm de espessura. Em cada
fémur foram coletados 48 cortes semi-seriados, em que apos a coleta de 5 cortes, os 10 cortes
subsequentes eram descartados e o procedimento era repetido. Os fragmentos foram
capturados em laminas de vidro com polilisina, sendo posicionados 2 cortes em cada lamina.
Das 24 laminas obtidas, 12 foram coradas pela técnica de Tricromico de Masson (ldminas
pares), e 4 destinada a imunoistoquimica (laminas 1,7,13 e 19).

Para o exame das laminas foi utilizado o microscopio Optico Axionlmager® Z2
(Zeiss, Germany) acoplado a uma camera digital (Zeiss®) pertencente ao Laboratorio de

Ciéncias Morfologicas da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto/ USP.
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3.13 Quantificacdo do osso trabecular

Por meio das laminas coradas com Tricrémio de Masson foi avaliada a area de osso
trabecular. Foi selecionada area de 3,5 x 2,5 mm, na objetiva de 5x, imediatamente abaixo do
disco epifisario. Por meio do programa Axionvision® foi selecionada a cor azul referente a
osso trabecular, toda a 4area foi demarcada e foram excluidas as regides que ndo
representavam 0sso trabecular abaixo do disco epifisario. A area foi expressa pela razdo da

area de osso pela area total (B.Ar/Tt.Ar - %) (PARFITT et al., 1987).

Figura 6. (A) Fotomicrografia da regido proximal do fémur (B) Area de

osso trabecular selecionada em verde a partir da demarcagao dos tons de

azul, excluindo o disco epifisario.
N, PIREE A GTA N

3.14 Analise Imunoistoquimica

Os cortes histologicos foram submetidos a remocgdo da parafina em xilol e hidratados
em série decrescente de etanol (100°, 100°, 100°, 90° e 70°). A recuperagdo antigénica foi
realizada através da imersdo das laminas histologicas em tampao Diva Decloaker® (Biocare
Medical, CA, USA), em camara pressurizada Decloaking Chamber® (Biocare Medical, CA,
USA), a 95°C, por 10 minutos. Apos lavagens em soluc¢ao de tampao de fosfato salina (PBS)
0,IM, pH 7,4, as laminas histoldgicas foram imersas em 3% de peroxido de hidrogénio
durante 1 hora, para o bloqueio da peroxidase enddgena. Em prosseguimento, depois das

lavagens em PBS, os cortes histologicos foram tratados em 3% de soro albumina bovino por
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12 horas, para bloqueio dos sitios inespecificos.

As laminas histologicas contendo amostras dos grupos experimentais foram
submetidas a incubagdo com um dos seguintes anticorpos primarios: anti-OC (osteocalcina)
do rato gerado em coelho (1:100; Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) e anti-OPN
(osteopontina) do rato gerado em coelho (1:100; Santa Cruz Biotechnology, CA, USA). Os
anticorpos primarios foram diluidos em PBS acrescido de 0,1% Triton X-100 (PBS-TX),
durante 24 horas, em camara imida. Nas etapas subsequentes empregou-se o Dako Labeled
(HRP) Streptavidin-Biotin Kit® (Dako Laboratories, CA, USA). Apds lavagens, as seccdes
histologicas foram incubadas no anticorpo secundario biotinilado, durante 2 horas, lavadas e
tratadas com estreptavidina conjugada com a peroxidase da raiz forte (HRP), por 1 hora.
Depois de trés lavagens em PBS-TX procedeu-se a revelagdo utilizando-se como cromédgeno
o 3,3’- tetracloridrato de diaminobenzidina (DAB chromogen Kit®, Dako Laboratories, CA,
USA). Ao término de uma série de lavagens em PBS, os cortes histologicos foram
contracorados com hematoxilina de Harris. Como controle negativo, as amostras foram
submetidas aos procedimentos descritos anteriormente suprimindo-se a utilizagdo dos

anticorpos primarios.

3.15 Quantificacio dos imunomarcadores

As éareas positivas de imunomarcagdo (OC-positivas e OPN-positivas) foram
expressas na aparéncia acastanhada. As regides proximais do fémures foram avaliadas com
um microscopio optico Axio Imager Z2® (Zeiss, Gottingen, Alemanha) com uma ampliagao
de 400x. Utilizando o software AxioVision 4.8 (Zeiss). Estas areas foram reconhecidas pela
cor e quantificadas. A propor¢do de areas positivas de imunomarcacdo por area total de

interesse foram avaliadas (YAMANAKA et al., 2017).



44

Figura 7. Fotomicrografia evidenciando o padrdo de imunomarcacgao de
Osteocalcina (A) e Osteopontina (B).

3.16 Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando IBM SPSS Statistics 20 (IBM
Corporation, Amonk, New York, USA). Foi realizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk
para testar se os dados pertenciam ou ndo a uma curva de distribuicdo normal. O modelo
linear de efeitos mistos foi utilizado para avaliar o peso corporal, para identificar as diferencas
significantes foi realizado pos-teste de Bonferroni. Para os demais resultados foram realizadas
as andlises de varidncia (ANOVA) com trés fatores, cada um com dois niveis. Todas as

comparagdes foram realizadas com ajuste de Bonferroni. Foi adotado nivel de significancia de

5% (p< 0,05).
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4. RESULTADO

4.1 Ganho de peso dos animais

A figura 8 apresenta a curva de massa corporal semanal dos grupos experimentais.
Todos os animais ganharam peso durante o experimento. Analisando o efeito dos tipos de
cirurgia, de tratamento e de dieta foi possivel observar que o tipo de cirurgia interferiu no
ganho de peso, com maior ganho para os grupos submetidos a ovariectomia (p<0,001). A
dieta hiperproteica também resultou em maior ganho de peso, quando comparado com os

grupos dieta padrao (p<0,001).

Figura 8. Grafico do ganho de peso (g) semanal dos grupos experimentais
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4.2 Dosagem de Hormonio Foliculo-Estimulante (FSH)

A andlise de FSH permitiu a comprovagao da eficidcia da ovariectomia. Apos 12
semanas da realizag¢do da cirurgia houve aumento significante dos niveis de FSH nos animais

ovariectomizados (p<0,001) em relagdo aos grupos SHAMs (Figura 9).
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Figura 9. Grafico da concentracdo de FSH (ng.mL)
FSH
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4.3 Analise bioquimica

4.3.1 OPG

Para as concentragdes séricas de OPG, ndo foi possivel observar diferengas

estatisticas (Figura 10) (Tabela 2).

Figura 10. Grafico da concentracdo sérica de OPG (ng/ml)
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4.3.2 RANKL

Nas concentragdes séricas de RANKL, na varidvel cirurgia, os grupos SHAMs
apresentaram concentracdes mais elevadas em relagdo aos grupos ovariectomizados.
(p=0,003). Na interacdo exercicio*cirurgia, os grupos treinados ovariectomia apontaram

menores concentracdes que os grupos treinados sham (p=0,014) (Figura 11) (Tabela 2).

Figura 11. Gréafico da concentragdo sérica de RANKL (ng/ml)
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4.4 Analise do Tecido Hepatico

4.4.1 Malonaldeido (MDA)

Para as concentragdes de MDA, ao comparar o efeito das varidveis, foi possivel
observar diferencas estatisticas para dieta (p=0,001), sendo a dieta hiperproteica com valores
menores que dieta padrdo. Na interacdo entre as variaveis dieta*exercicio, os grupos
sedentarios dieta padrio apresentaram valores maiores que os grupos sedentarios com dieta
hiperproteica e grupos treinados dieta padrdo (p=0,016). Ja na interagdo
dieta*exercicio*cirurgia (p=0,005) foi possivel observar maiores niveis no grupo SH quando

comparados com os niveis dos grupos SHP, SHE e OVX (Figura 12) (Tabela 2).
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Figura 12. Grafico da concentragdo de MDA (nmol/g)
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4.4.2 Glutationa Reduzida (GSH)

Em relagdo aos valores de GSH, ndo foi possivel observar diferengas estatisticas

(Figura 13) (Tabela 2).

Figura 13. Gréafico da concentragdo de GSH (nmol/g)
GSH
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4.4.3 Vitamina E

Nas concentragdes de vitamina E, ao comparar as variaveis, foi possivel observar

diferengas estatisticas para dieta (p=0,001), sendo a dieta hiperproteica maior que a dieta
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padrdo. Também foi observado efeito significante para cirurgia (p=0,001), sendo os grupos
ovariectomizados com valores menores que SHAMs. Na interacdo dieta*cirurgia, os grupos
dieta hiperproteica ovariectomia apresentou valores menores que dieta hiperproteica sham
(p=0,001), os grupos dieta padrdo ovariectomia apontaram valores menores que dieta
hiperproteica ovariectomia (p=0,001), e os grupos dieta padrdo sham os valores foram
menores que dieta hiperproteica sham (p=0,001). Na interagcdo dieta*exercicio*cirurgia, o
grupo OVX menor que OVXP (p=0,001) e SH (p=0,043). J& o grupo SHP indicou valores
maiores que SH (p=0,001) e OVXP (p=0,001). O grupo SHE menor que SHEP (p=0,001) e o
grupo OVXEP menor que SHE (p=0,001) (Figura 14) (Tabela 2).

Figura 14. Grafico da concentragdo de Vitamina E (nmol/g)
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4.5 Densitometria 0ssea

A andlise estatistica da DMO do colo do fémur apresentou diferengas estatisticas
entre as dietas (p=0,049), sendo a dieta hiperproteica com valores maiores que a dieta padrao.
Na variavel cirurgia (p<0,001), os grupos ovariectomizadas apresentaram valores menores
que os grupos SHAMs. Ao avaliar a interacdo entre as variaveis, dieta*exercicio (p=0,025),
os grupos dieta hiperproteica sedentérios indicaram valores maiores que os sedentarios dieta
padrdo e entre os grupos com dieta hiperproteica os que realizaram treinamento apresentaram

valores menores que os sedentarios (Figura 15) (Tabela 2).
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Figura 15. Grafico da DMO (g/cm?) na regido proximal do fémur
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4.6 Ensaio Mecanico

4.6.1 Rigidez Relativa

Em relag¢do aos valores da rigidez relativa ndo foi observado diferengas estatisticas

(Figura 16) (Tabela 2).

Figura 16. Grafico da Rigidez Relativa (N) no ensaio de
flexo-compressdo da cabega do fémur
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4.6.2 For¢a maxima

A andlise de forca maxima apresentou diferengas estatisticas entre as dietas
(p=0,026), sendo dieta hiperproteica com valores menores que dieta padrdo, e na varidvel

exercicio (p<0,001), os grupos treinados apresentaram valores maiores que os sedentarios
(Figura 17) (Tabela 2).

Figura 17. Grafico do resultado de For¢a Maxima (N/mm)
no ensaio de flexo-compressdo da cabeca do fémur
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4.7 Histologia do osso trabecular da regidio proximal do fémur

Foi possivel observar o aspecto histoldégico das trabéculas 6sseas por meio das

laminas coradas com Tricomio de Masson (Figura 18) (Tabela 2).
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. Fotomicrografias do osso trabecular na regido proximal das

Figura 18

fémures (Tricomio de Masson aumento de 100x).
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Na quantifica¢do do trabeculado 6sseo da regido proximal do fémur, foi possivel
observar diferengas estatisticas entre as dietas (p=0,023), sendo a dieta hiperproteica com
valores menores que dieta padrdo. Na cirurgia (p=0,001), os grupos ovariectomizados
apresentaram valores menores que os grupos SHAMs e na interacdo dieta*exercicio
(p=0,017), os grupos com dieta padrao sedentarios apontaram valores maiores que 0s grupos

dieta hiperproteica sedentarios (Figura 19) (Tabela 2).

Figura 19. Grafico do percentual de osso trabecular (%),
obtido por meio da razdo da area de osso pela éarea total
avaliada em mm®
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4.8 Imunoistoquimica

4.8.1 Osteocalcina

Na marcacdo de osteocalcina houve diferencas estatisticas na varidvel cirurgia
(p=0,004), sendo os grupos ovariectomizados com maiores valores que os grupos SHAMs. A
interagdo dieta*exercicio mostrou-se significante (p=0,010), sendo os grupos dieta padrdo
sedentéario com concentragdes menores que os grupos dieta hiperproteica sedentério (p=0,026)
e os grupos dieta hiperproteica treinados com concentragdes menores que os grupos dieta
hiperproteica sedentarios (p=0,020). Na interagdo dieta*exercicio*cirurgia (p=0,001), sendo o
grupo SHP as concentragdes foram maiores que SH (p=0,021), SHEP (p=0,028) e OVXE
(p=0,029) (Figura 20) (Tabela 2).
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Figura 20. Grafico da analise de imunoistoquimica para osteocalcina.
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4.8.2 Osteopontina

Na marcagdo de osteopontina, houve diferencas estatisticas com relagdo a dieta
(p=0,005), sendo grupos de dieta padrado com concentragdes menores que dieta hiperproteica.
Também houve diferencgas estatisticas na variadvel exercicio, sendo que os grupos treinados
apontaram valores menores que os sedentarios (p=0,017). Para a cirurgia (p=0,010), foi
observado que os grupos ovariectomizados apresentaram maiores valores que os SHAMs. Na
interagdo dieta*cirurgia, os grupos dieta padrdo ovariectomia foram menores que grupos
hiperproteica ovariectomia (p=0,008). Os grupos dieta padrio sham indicaram valores
menores que grupos hiperproteica ovariectomia (p=0,011) e grupos dieta hiperproteica

ovariectomia as concentragdes foram maiores que dieta hiperproteica sham (p=0,010) (Figura
21) (Tabela 2).

Figura 21. Grafico da andlise de imunoistoquimica para osteocalcina
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Tabela 2. Parametros e resultados estatisticos das principais andlises realizadas

ovVX OVXE OVXP OVXEP SH SHE SHP SHEP OVX (0) Exercicio (E) Dieta (D) OxE OxD ExD OxExD

média (dp) média (dp) média (dp) média (dp) média (dp) média (dp) média (dp) média (dp) Efeito p Efeito p Efeito p p p p p
DMO 0,139 (0,027) 0,152 (0,027) 0,168 (0,035) 0,164 (0,049) 0,182 (0,017) 0,191 (0,045) 0,229 (0,063) 0,174 (0,034) | <0,001* 0,319 1 0,049* 0,132 0,762 0,025%* 0,196
Rigidez 195,0 (41,4) 187,1 (36,6) 159,0 (40,9) 220,4 (54,0) 190,5 (40,0) 180,4 (29,1) 227,2 (50,4) 2288 (72,4) 0,129 0,296 0,057 0,150 0,443 0,061 0,180
Fmax 116,1 (14,1) 147,7 (15,8) 116,7 (18,8) 134,9 (17,0) 116,7 (12,3) 152,2 (40,4) 111,8(17,2) 127,6 (15,4) 0,704 1 <0,001* | 0,026* 0,934 0,353 0,077 0,727
Histologia 26,88 (4,06) 19,54 (6,59) 20,75 (4,97) 27,56 (7,27) 31,47 (5,34) 31,37 (6.16) 27,02 (6,41) 28,20 (5,65) | 0,001* 0,722 | 0,023* 0,354 0,652 0,017* 0,116
Osteocalcina 69,61 (50,67) 29,00 (14,25) 42,82 (34,15) 59,78 (37,29) 23,79 (0,00) 130,05 (54.63) 260,23 (172,45) 28,66 (19,85) 1 0,004* 0,574 0,097 0,025%* 0,040%* 0,010* 0,001*
Osteopontina 106,42 (103,10) 20,03 (3,48) 170,10 (130,65) 156,58 (97,89) 92,39 (35,71)  43.07(25.36) 77,70 (67,21) 57,51 (32,02) 1 0,010* 0,017* 1 0,005%* 0,002* 0,010* 0,001* 0,001*
GSH 0,85 (0,15) 0,82 (0,11) 0,93 (0,14) 0,85 (0,07) 0,89 (0,06) 0,93 (0,17) 0,92 (0,13) 0,91 (0,11) 0,076 0,442 0,296 0,202 0,364 0,344 0,961
MDA 591,6 (237,6) 625,9 (178,8) 461,7 (202,7) 456,7 (181,1)  856,0 (356,5)  516,6(193,7)  400,9 (131,1) 597,5 (215,4) 0,246 0,574 ! 0,001* 0,395 0,709 0,016* 0,005%*
Vitamina E 573,38 (76,17) 673,8 (94,12) 863,69 (126,37) 758,37 (107,8) 709 (168,6) 701,60 (214,6) 1105,04 (158,9) 1224,4 (190,5) | 0,001* 0,424 ? 0,001* 0,384 0,001* 0,559 0,015%
OPG 0,23 (0,01) 0,23 (0,01) 0,23 (0,00) 0,23 (0,00) 0,23 (0,00) 0,24 (0,04) 0,22 (0,00) 0,23 (0,00) 0,864 0,204 0,501 0,776 0,516 0,546 0,900
RANKL 0,18 (0,02) 0,18 (0,01) 0,18 (0,00) 0,19 (0,01) 0,19 (0,01) 0,20 (0,01) 0,18 (0,01) 0,20 (0,01) ! 0,003* 0,600 0,600 0,014* 0,073 0,890 0,456

* Diferenga estatisticamente significante; dp = desvio padrdo; |= diminuiu; 1 - aumentou; DMO = densidade mineral 6ssea; Fmax = for¢a maxima; GSH = glutationa reduzida; MDA= malonaldeido; OPG =
Osteoprotegerina; RANKL = Receptor ativador de fator nuclear ligante OVX= ovariectomizados; OVXE= ovariectomizados e treinados; OVXP= ovariectomizados com dieta hiperproteica; OVXEP=
ovariectomizados, treinados e dieta hiperproteica; SH= cirurgia simulada (sham); SHE= sham e treinados; SHP= sham com dieta hiperproteica; SHEP= sham, treinados e dieta hiperproteica.
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, foram avaliados os efeitos do exercicio fisico (salto) nas
propriedades biomecanicas e na microarquitetura 6ssea de ratas ovariectomizadas submetidas
a dieta hiperproteica. Como resultado, foi possivel observar uma influéncia negativa da dieta
hiperproteica no tecido dsseo, e o exercicio fisico, apesar de eficaz, isoladamente nao supriu
os déficits causados pela dieta hiperproteica e ovariectomia.

Para inducdo do quadro osteopénico, realizou-se a ovariectomia, um modelo muito
utilizado para estudar tratamentos de doencas osteometabolicas (THOMPSON et al., 1995;
SHIMANO et al.; 2014 MACEDO et al., 2016). A literatura aponta que apds a realizacdo da
ovariectomia, a instalagdo da osteopenia ocorre em até¢ um més (KALU, 1991; THOMPSON
et al., 1995; LI, SHEN; WRONSKI, 1997). Quanto a idade dos animais, o inicio do
experimento foi com o peso de 150 a 180 gramas, um animal considerado jovem. Segundo
Thompson e seus colaboradores (1995), a idade ¢ um fator importante nas pesquisas da perda
Ossea, afirmando que a diminuicdo 6ssea que ocorre apos a ovariectomia depende da idade do
animal, sendo mais rdpida em animais jovens e mais lenta em animais idosos.

Inicialmente, a comprovagao do efeito da ovariectomia foi confirmada pelo aumento
da concentracdao plasmatica de FSH. A falta de estrégeno promove um aumento expressivo
desse hormonio (MACEDO et al., 2016), além de gerar uma diminui¢do na apoptose de
osteoblastos, colaborando para um aumento da reabsor¢do dssea (CAO; GREGOIRE, 2016).

Um dos fatores que pode sofrer alteragdes apos a ovariectomia ¢ o ganho de massa
(MACEDO et al., 2016). No presente estudo, todos os animais aumentaram a massa durante o
experimento, contudo, grupos ovariectomizados apresentaram maior ganho quando
comparados aos animais SHAMs, confirmado por alguns autores que também trabalharam
com ratas ovariectomizadas (LESPESSAILLES et al., 2009; MACEDO et al., 2016).

Os grupos dieta hiperproteica também apresentaram maior ganho de massa quando
comparados aos de dieta padrao, justificado por Silva et al., (2014) que afirmaram que a perda
de peso com a dieta hiperproteica estd relacionada a uma restricdo dietética, definindo que
ndo ¢ a dieta hiperproteica que conduz a perda de peso e sim a restricdo imposta sobre os
animais. Além disso, estudos apontam que esta dieta pode conduzir a perda de peso somente
apos longos periodos, fundamentando-se na mudanga do metabolismo que leva uma maior
saciedade (HALTON; HU, 2004).

Muito se discute sobre o aumento da ingestdo de proteinas no tecido 6sseo, imposto
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por muitos autores como prejudicial por associarem a carga acida a uma consequente
hipercalcitiria. Em 1992, Abelow e seu colaboradores encontraram uma correlagdo positiva
entre a ingestdo de proteinas e as taxas de fratura de quadril, no entanto, essa teoria foi
contestada nos anos seguintes. Estudos de Munger et al., (1999) ainda com relacdo a fraturas
de quadril, mostraram que as altas taxas de fratura estavam relacionadas com o baixo
consumo de proteinas na dieta.

Segundo alguns autores a dieta hiperproteica aumenta a absor¢ao intestinal de célcio
beneficiando a homeostase dssea, remodelacdo Ossea e producdo do fator de crescimento
semelhante a insulina 1 (IGF-1) (KERSTETTER et al., 2005, O’CONNELL et al., 2005). O
IGF-1 modula a homeostase dos ossos promovendo a atividade dos osteoblastos
(LANGDAHL et al., 1998). Ademais, estudos apontam que além da quantidade, a qualidade
pode influenciar nessa concentracdo (ARJMANDI et al., 2003).

Neste estudo, foi adotado uma dieta hiperprotéica com aproximadamente 40% de
caseina, um valor razoavelmente maior do que dietas comuns de manuten¢do. A alta
ingestao proteica resultou em uma diminui¢do das propriedades biomecanicas e trabeculado
6sseo. Trabalhando com dois percentuais de proteina, alto e baixo, autores encontraram
resultados semelhantes, a dieta contendo 48% de proteina foi capaz de sensibilizar o tecido
6sseo negativamente (AMANZADEH et al., 2003). Zerwekh e colaboradores (2009) também
avaliaram dietas com concentragdes altas e baixas de proteinas suplementadas com cloreto de
potassio ou citrato de potdssio no intuito de avaliar os efeitos da terapia alcalina sobre as
alteracdes induzidas pelo 4cido na renovacdo d6ssea em ratos. Como resultado, os autores
demonstraram que o efeito acido gerado pela dieta rica em proteinas pode levar a uma perda
Ossea relacionando com a idade, o que pode justificar nossos achados, em que a dieta
hiperproteica foi significativamente prejudicial ao tecido 6sseo.

Mangano, Sahni e Kerstetter (2104) afirmam que a ingestdo de proteinas pode ser
aliada do tecido 6sseo quando associada a ingestao concomitante de célcio. Em adicao a isso,
um estudo recente apresentou um produto intitulado inovador para saude dssea, nos quais seus
componentes sdo caseina com calcio, vitamina D2 e vitamina K2, como resultado, afirmam
que quando ingerido por um longo periodo ¢ capaz de melhorar a DMO de ratas
ovariectomizadas (BOULIER et al., 2016).

Grande parte dos estudos epidemioldgicos associa positivamente a ingestdo proteica
e a DMO (MUNGER et al., 1999), corroborando com nossos achados, em que a dieta alta em
proteina foi capaz de sensibilizar o tecido 6sseo melhorando a DMO. Embora muitos estudos

utilizem da DMO como medida de fragilidade, ja ¢ questionado sua precisdo na medida da
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forca dssea. Além disso, outra desvantagem ¢ a variacdo da massa 6ssea e da geometria,
dependendo da regido analisada (YANAGIHARA et al., 2016).

Divergéncias foram encontradas em nossos estudos entre as andlises de densitometria
Ossea e propriedades biomecanicas. Segundo Jamsa et al., (2002), no geral, a DMO esta
associada com as propriedades mecanicas, porém dependendo das condi¢des em que o tecido
0sseo ¢ exposto, 0 aumento da massa 6ssea ndo vem acompanhado de um aumento da forga.

Na avaliagdo histomorfométrica, também obtivemos resultados contrastantes a
densitometria, porém, segundo alguns autores (KULAK; DEMPSTER, 2010), a quantificagdo
histolégica ¢ uma das andlises mais poderosas, ja que abarca a quantificacio de osso
trabecular com parametros estruturais do desequilibrio 6sseo em condi¢do metabdlica
alterada, expondo informag¢des como nenhuma outra abordagem investigativa.

Quando associado dieta rica em proteinas e mulheres na menopausa, essa lacuna na
literatura ¢ ainda maior, gerando amplas discussdes. Para Sellmeyer e colaboradores (2001)
mulheres idosas com alta ingestdo proteica possuem uma maior perda 6ssea do colo femoral,
entretanto, avaliagdes em mulheres jovens e na pré-menopausa apos consumirem uma dieta
rica em proteinas mostraram uma relagdo positiva com a DMO (TEEGARDEN et al., 1998;
BEASLEY et al., 2010).

Além da questdo alimentar na menopausa, muito se discute sobre a forma eficaz de
prevencao e tratamento para a osteopenia/osteoporose. Em grande parte, uma alimentagdo
ideal ndo ¢ suficiente para suprir o déficit hormonal causado pela menopausa, principalmente
em relagdo ao tecido dsseo. Os exercicios fisicos sdo considerados uma boa estratégia para
manutencdo da massa 0ssea, contudo, ainda que ja se tenha discutido amplamente a eficacia
dos diferentes tipos de exercicios, existe uma caréncia significativa sobre a modalidade ideal
(SHIMANO et al., 2014; PALIOLOGO et al., 2015).

Alguns autores afirmam que o exercicio aerdbico de média intensidade e com
sobrecarga sao mais eficientes (TROMP et al., 2006; BONNET et al., 2007), entretanto outros
autores defendem que o exercicio mais efetivo para a prevencdo da perda 6ssea ¢ o de alto
impacto (HONDA et al., 2003; NAGASAWA et al., 2008). Segundo Martin (2007), a
remodelagdo Ossea ¢ determinada pela forma com que € requisitada, ou seja, 0s 0ssos que
sofrem maiores deformagdes, impacto ou compressdo apresentam melhor adaptagdo,
consequentemente maior massa ossea. A lei de Wolff também pode ser utilizada como
justificativa para os beneficios do exercicio de alto impacto, ja que segundo a lei, 0 0sso tem a
capacidade de se adaptar as mudangas de tamanho, forma e estrutura dependendo dos

estresses mecanicos submetidos (HAMMER, 2015).
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No presente estudo, optou-se pelo salto, um exercicio de alto impacto. A realizagdo
de treinamento resultou em aumento das propriedades biomecanicas, em especial, na forga
maxima, independente da cirurgia ou dieta. Na mesma linha e com resultados semelhantes, Ju
e colaboradores (2012), estudaram os efeitos do salto em ratos suspensos pela cauda para
induzir a perda de massa 6ssea. Os autores concluiram que a adaptacdo esquelética acontece
por estimulo mecanico, visto que foi observado um aumento da espessura trabecular. Em
adi¢do a isso, Honda et al., (2003), avaliaram o efeito do salto em animais ovariectomizados,
e o treinamento apresentou maiores efeitos em ratas ovariectomizadas em comparagao as ratas
SHAMs, concluindo que esta atividade melhora a massa dssea independente do fator de
deficiéncia de estrégeno ou osteopenia presente.

Falcai e colaboradores (2015), estudaram diferentes modalidades de exercicio fisico
apos a suspensdo dos membros inferiores, em especifico, o salto com apenas 3 semana de
treinamento, foi possivel observar um aumento da massa dssea, resisténcia mecanica, volume
e espessura trabecular. Em nossos resultados, observamos uma melhora nas propriedades
biomecanicas com o salto, porém ndo foi possivel considerar uma beneficia¢gdo do
trabeculado dsseo.

Em nosso estudo, foram avaliados os niveis séricos de RANKL/OPG, pois segundo
alguns autores podem ser utilizados como marcador bioldgico de prognostico em patologias
Osseas, como por exemplo a osteoporose, cooperando para avalicdes de diferentes terapias
para as patologias d6sseas (BAUD’HUIN et al.,, 2007). Como resultado dos marcadores
bioquimicos, foi possivel observar que a ovariectomia diminuiu significativamente os niveis
séricos de RANKL, enquanto nos niveis de OPG nao foi possivel encontrar diferenca
estatistica. Corroborando com nossos achados, Okubo e colaboradores (2017), que também
trabalharam com salto na prevencdo e tratamento da osteopenia ocasionada pela ovariectomia,
observaram que a ovariectomia nao alterou os niveis de OPG e diminuiu os niveis séricos de
RANKL.

Associando exercicio fisico (corrida) e uma ingestdo de niveis diferentes de
proteinas, Takeda et al., (2012) avaliaram o tecido d6sseo de ratos em crescimento e
concluiram que um alto consumo de proteinas combinado com o exercicio fisico causou um
efeito adicional sobre a resisténcia do tecido dsseo, diferindo de nossos resultados, que ndo
apresentaram beneficio entre a associa¢cdo da dieta rica em proteina e o exercicio fisico. Na
DMO, o exercicio fisico associado com a dieta apresentou resultados inferiores aos grupos
com apenas dieta hiperproteica, independente da cirurgia.

As proteinas osteocalcina e osteopontina sdo marcadores de formagdo 6Ossea. Os
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grupos SHAMs apresentaram maiores marcagdes concentragdes de osteocalcina comparados
aos grupos OVXs, podendo ser explicado por Owen e colaboradores (1990), que afirmam
que a osteocalcina ¢ um marcador do osteoblasto maduro. A osteocalcina sofre alteragdes em
seus niveis durante toda a vida e quanto maior a exigéncia do fornecimento de energia, maior
sera a remodelacdo 6ssea da atividade metabdlica (CHEN, 2012). Quanto a dieta, Aoe et al.,
(2005), estudaram os efeitos da proteina do leite no metabolismo 6sseo em mulheres na
menopausa, e corroborando com nossos achados, os autores também ndo encontraram
diferencas estatisticas nas concentragdes da osteocalcina entre os grupos dieta padrio e dieta
hiperproteica.

J4 na marcagdo de osteopontina, os grupos ovariectomizados apresentaram valores
maiores que os grupos SHAMs. Com resultados semelhantes, porém avaliados sericamente,
Wei e colaboradores (2016) observaram que, em mulheres na menopausa, os niveis séricos da
osteopontina estdo negativamente relacionados 8 DMO e correlacionados positivamente com
os niveis de turnover 6sseo.

No figado, o GSH ¢ o parametro utilizado para avaliar o sistema de defesa
antioxidante dos animais. Ao avaliar os niveis de GSH, ndo foi possivel observar alteracdes
significantes para os diferentes grupos estudados. Divergindo dos nossos achados, Franco
(2007), mensurou os niveis de GSH e encontrou diferencas significantes entre 0s grupos
sedentarios e exercitados. Os animais treinados apresentaram niveis de GSH mais altos
quando comparados aos sedentarios com mesma dieta. Esta divergéncia pode ser resultado
dos diferentes métodos de treinamentos empregados, pois os autores avaliaram os niveis de
GSH em ratos submetidos a treinamento de natagdo com sobrecarga, o que possivelmente
gera maior estresse e maiores niveis de GSH. As controvérsias sobre os efeitos do exercicio
na capacidade antioxidante hepdtica sdo intimeras (JI, 1993), provavelmente, devido as
diferentes intensidades e durac¢des dos protocolos de exercicio.

O MDA ¢ um aldeido de cadeia curta, um dos compostos mensurados pela reacao
com o acido tiobarbiturico (TBARS). A formacdo de MDA ocorre pela decomposi¢do dos
hidroperéxidos lipidicos e sua concentragdo tem sido aplicada para quantificar a peroxidagao
lipidica em sistemas biologicos, em células e tecidos (BONNES; GUERIN, 1992). Em geral,
o estresse oxidativo ¢ uma ameaca para seres vivos, sendo assim, o sistema de antioxidante
endogena ¢ empregado pelo organismo para sua atenuagdo e até mesmo sua eliminagdo
(CECONI et al.,, 2003). Neste estudo, a exposicdo dos animais ao treinamento e dieta
diminuiriam os valores de MDA, o que indica um dos beneficios da dieta rica em proteinas e

do exercicio fisico de alto impacto.
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A dieta hiperproteica aumentou as dosagens de vitamina E hepatica, um dado que
pode servir de base indireta para deteriora¢do esquelética. Estudos com animais, Fujita et al.,
(2012) afirmam que a vitamina E (o-tocoferol) ¢ capaz de induzir a reabsor¢do Ossea e
diminuir a massa 6ssea por meio da intensificacdo dos osteoclastos. J& estudos com ratos
deficientes em estrégeno, sugerem que o o-tocoferol poderia preservar a massa dssea
(MUHAMMAD et al., 2012), o que pode justificar nosso estudo, em que as concentragdes de
vitamina E foram menores nos animais ovariectomizados.

Dada a crescente prevaléncia da osteoporose e o impacto de dietas ricas em proteinas
sobre o metabolismo 0sseo, ¢ imprescindivel que busquemos uma melhor compreensdo da
interacdo entre a alta ingestdo proteica e satde esquelética.

Com esses dados, fica claro a necessidade de estudos adicionais para melhor defini¢ao
de um padrao, tanto para quantidade de proteinas capazes de beneficiar ou ndo interferir no
tecido Osseo, e aos tipos e intensidades dos exercicios fisicos. Apesar dos varios indicadores
de qualidade 6ssea utilizados em nosso trabalho, existem algumas limitagdes metodologicas;
o nimero relativamente baixo de animais para uma adequagdo mais fidedigna das estatisticas,
andlises mais especificas do efeito da proteina no tecido hepatico e a auséncia da

quantificagdo de IGF-1.
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6. CONCLUSAO

Neste estudo experimental concluimos que a ovariectomia parece interferir
negativamente o tecido 6sseo, e a dieta hiperproteica capaz de prejudicar a microarquitetura
Ossea e resisténcia mecanica, apesar de promover aumento na DMO. O exercicio fisico de alto
impacto, apesar de isoladamente melhorar as propriedades biomecanicas, ndo foi capaz de

suprir os efeitos deletérios causados pela dieta hiperproteica e ovariectomia.
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