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RESUMO

Muitos tratamentos ja foram desenvolvidos objetivando retardar ou reverter a
osteoporose: antirreabsortivos, anabdlicos e atividades fisicas. Existem discussdes
em relagao aos métodos e seus efeitos sinérgicos. O objetivo desse trabalho é tentar
avaliar como tratamentos isolados e sinérgicos se comportam nos ossos de ratas
submetidas a ovariectomia. Para isso foram utilizadas 96 ratas Wistar, divididas em
12 grupos experimentais: OVX4- ovariectomizado e seguimento por 4 semanas;
OVX8- ovariectomizado e seguimento por 8 semanas; OVX12- ovariectomizado e
seguimento por 12 semanas; OVXR4- ovariectomizado e nas 4 semanas seguintes
administrado risedronato; OVXR8- ovariectomizado e nas 8 semanas seguintes
administrado risedronato; OVXR12- ovariectomizado e nas 12 semanas seguintes
administrado risedronato; SHAME- submetidos a cirurgia simulada e exercicios por 12
semanas; SHAMR- submetidos a cirurgia simulada e por 12 semanas seguintes
administrado risedronato; SHAMRE- submetidos a cirurgia simulada e por 12
semanas seguintes administrado risedronato e exercicios; OVXE- ovariectomizados e
exercicios fisicos na esteira durante 12 semanas; OVXRE- ovariectomizados e nas 12
semanas seguintes administrado risedronato e exercicio fisico na esteira;
CONTROLE- referéncia- nao submetidos a nenhum procedimento (somente
deambulagdo livre na gaiola). Todos os grupos, apdés 12 semanas, foram
eutanasiados, exceto os animais dos grupos OVX4 e OVXR4 e OVX8 e OVXRS8 que
foram eutanasiados com 4 e 8 semanas respectivamente. Durante o seguimento todos
os animais foram submetidos a pesagem e radiografias de controle mensal para
avaliagao da densidade mineral 6ssea. Apos o fim do experimento, foram coletados
exames de sangue, as colunas e fémures esquerdos foram dissecadas e submetidas
a analise histoldgica. Os dados foram analisados por testes estatisticos com nivel de
significancia 5%. Os resultados em relagédo ao peso demonstraram que os animais
ovariectomizados apresentaram um aumento de peso maior que os dos grupos
SHAM’s, particularmente os grupos de tratamentos sinérgicos. Os exames
laboratoriais demonstraram uma diminui¢cao de calcio e aumento do Ca e FA nos
grupos OVX’s. A densitometria radiografica demonstrou a diminuicdo da densidade
radiografica na coluna dos animais ovariectomizados com aumento da densidade nos
animais submetidos aos tratamentos. A histomorfometria demonstrou maiores indices

da relagéo BV/TV nos animais submetidos a intervengéo. Conclui-se que o exercicio



fisico e o medicamento apresentam efeitos sinérgicos nos ossos de ratas
ovariectomizadas. O medicamento risedronato e o exercicio ndo tem beneficios na

prevencao primaria.

Palavras-Chave: Osteoporose. Ratos Wistar. Ovariectomia. Risedronato. Exercicio
Fisico.



ABSTRACT

Many treatments have been developed to delay or reverse osteoporosis:
antiresorptive, anabolic and physical activities. There are discussions regarding the
methods and its synergistic effects. The objective of this study is to evaluate how
isolated and synergistic treatments behave in the bones of rats submitted to
ovariectomy. For this, 96 Wistar rats were used, divided into 12 experimental groups:
OVX4- ovariectomized and follow-up for 4 weeks; OVX8- ovariectomized and follow-
up for 8 weeks; OVX12- ovariectomized and follow-up for 12 weeks; OVXR4-
ovariectomized and in the following 4 weeks administered risedronate; OVXRS8-
ovariectomized and in the following 8 weeks administered risedronate; OVXR12-
ovariectomized and in the following 12 weeks administered risedronate; SHAME-
submitted to simulated surgery and exercises for 12 weeks; SHAMR- submitted to
sham surgery and administered risedronate for the following 12 weeks; SHAMRE-
submitted to sham surgery and administered risedronate and exercise for the following
12 weeks; OVXE- ovariectomized and exercised on the treadmill for 12 weeks;
OVXRE- ovariectomized and administered risedronate and exercised on the treadmill
for the following 12 weeks; CONTROL- reference- not submitted to any procedure (only
free ambulation in the cage). All groups were euthanized after 12 weeks, except for
the animals in groups OVX4 and OVXR4 and OVX8 and OVXRS8, which were
euthanized at 4 and 8 weeks, respectively. During follow-up, all animals were weighed
and had monthly control radiographs taken to assess bone mineral density. After the
end of the experiment, blood tests were collected, the left spines and femurs were
dissected and submitted to histological analysis. The data were analyzed by statistical
tests with a significant level of 5%. The results regarding weight demonstrated that the
ovariectomized animals presented a greater weight gain than those in the SHAM
groups, particularly in the synergistic treatment groups. Laboratory tests demonstrated
a decrease in calcium and an increase in Ca and FA in the OVX groups. Radiographic
densitometry demonstrated a decrease in radiographic density in the spine of the
ovariectomized animals with an increase in density in the animals submitted to the
treatments. Histomorphometry demonstrated higher rates of the BV/TV ratio in the
animals submitted to the intervention. It is concluded that physical exercise and the
drug have synergistic effects on the bones of ovariectomized rats. The drug risedronate

and exercise have no benefits in primary prevention.



Keywords: Osteoporosis. Wistar, Rats. Ovariectomy. Risedronate. Exercise.
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1 INTRODUGAO

A osteoporose € uma doenga metabdlica sistémica caracterizada por baixa
massa Ossea e degradagcdo da microestrutura ossea, resultando em aumento da
fragilidade do osso e acréscimo no risco de fraturas (Rajasekaran et al., 2017; Kanis
etal., 2019). A diminui¢ao da resisténcia 6ssea esta relacionada a muitos fatores além
da densidade mineral 6ssea (DMO), incluindo taxas de formagéo e reabsorgéo 6ssea
(turnover), geometria (tamanho e formato do osso) e microarquitetura do tecido
esquelético (Svedbom et al., 2013). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define
como limites diagnosticos para a osteoporose a diminuigdo da massa 6ssea utilizando
medi¢des de DMO em adultos jovens (T-score) servindo como grupo base para
comparagao (Cosman et al., 2014). A doenga € mais comum em idosos,
especialmente nas mulheres na pés-menopausa (Rachner; Khosla; Hofbauer, 2011),
como consequéncia da reducao nos niveis de estrogénio, um horménio fundamental
para o equilibrio entre os processos de formacao e reabsorgcao, observando-se uma
alteracao significativa na dinamica do metabolismo 6sseo (Compston; Mcclung; Leslie,
2019). A maioria das mulheres na pés-menopausa com osteoporose tem perda éssea
relacionada a deficiéncia de estrogénio e/ou relacionado a idade (Cosman et al.,
2014). O diagnéstico precoce e a quantificagdo da perda do tecido 6sseo e do risco
de fratura s&o importantes devido a disponibilidade de terapias que podem retardar
ou até mesmo reverter a progressao da osteoporose (Cosman et al., 2014). Diversas
complicagbes foram identificadas e ameagam seriamente a vida e a saude das
pessoas, sendo a fratura osteoporoética a complicagdo mais grave decorrente da
osteoporose (Leboff et al., 2022). Fraturas osteoporoticas podem ocorrer apds trauma
minimo ou, em alguns casos, sem trauma (Cosman et al., 2014) .

Estima-se que esta condigcao afete aproximadamente 200 milhdes de pessoas
em todo o mundo (Compston; Mcclung; Leslie, 2019). Nos Estados Unidos a
osteoporose afeta cerca de 9,9 milhdes de pessoas e 43,1 milhdes tém baixa DMO
com maior probabilidade de fraturas (Rajasekaran et al., 2017). Acredita-se que
maioria dos pacientes que sofrem fraturas por fragilidade nos Estados Unidos e na
Europa, ndo recebeu terapia para osteoporose, apesar dos dados demonstrarem que
a farmacoterapia reduz o risco de uma segunda fratura (Malacon et al., 2023).

O tratamento da fratura osteoporética € baseado na inibicdo da reabsorcao

ossea, promovendo formacao e regulagao dos niveis de calcio e de fosforo no sangue
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para melhorar os sintomas como a dor (Cosman et al., 2014; Compston; Mcclung;
Leslie, 2019). Drogas comumente usadas s&o calcio, bisfosfonatos, calcitonina,
horménio da paratiredide (PTH), anticorpos monoclonais e assim por diante
(Compston; Mcclung; Leslie, 2019). Quando agentes antirreabsortivos falham em
restaurar adequadamente a massa e a qualidade Ossea, utiliza-se, nesses casos,
medicacbes formadoras dsseas como injecbes diarias de PTH ou anticorpos
monoclonais como as injecdes de denosumabe e romosozumabe que podem
aumentar a massa 0ssea ao estimular a sua formagédo (Compston; Mcclung; Leslie,
2019). No entanto, niveis de PTH cronicamente elevados podem causar reabsorgao
O0ssea excedendo a formacdo, resultando em efeitos catabdlicos e levando a
osteoporose (Wojda; Donahue 2018). Além disso, o uso dessas medicagdes também
aumenta o risco de desenvolvimento de osteossarcomas (Wojda; Donahue 2018).
Portanto, as opg¢des de tratamento para promover a regeneragcao 0ssea e reverter a
perda sao atualmente limitadas. Ademais, os tratamentos farmacolégicos disponiveis,
embora eficazes, possuem limitagdes como baixa adeséo, efeitos adversos e eficacia
variavel em diferentes populagbes (Cummings et al., 2009). Essas lacunas
terapéuticas indicam a necessidade de explorar intervengdes complementares para
melhorar os resultados no manejo da osteoporose.

Exercicios fisicos de baixo impacto com carga sdo recomendados para
estimular a acado osteoblastica, contribuindo para prevenir a perda acentuada de
massa 0ssea em estagios iniciais e, em casos em que a doenga ja esta presente,
reduzindo os efeitos da degradacédo do tecido 6sseo (Nikander et al., 2010). Os
exercicios sdo um dos principais métodos nao-farmacolégicos adjuvantes que
aumentam e mantem a DMO e a microarquitetura do tecido 6sseo (TO), além de
contribuir para evitar quedas e fraturas (Helge et al., 2010), promovendo o
fortalecimento muscular e a melhora do equilibrio (Nikander et al., 2010). Outra
abordagem bastante consagrada é o tratamento cirurgico da fratura osteoporética
associado ao tratamento medicamentoso, essa abordagem depende da gravidade da
osteoporose, do local acometido e afeta de sobremaneira o prognéstico das fraturas
(Cosman et al.,, 2014). Além disso, o tratamento perioperatoério das fraturas
osteoporoticas requer atencao para evitar a ocorréncia de novas fraturas (Compston;
Mcclung; Leslie, 2019).

Modelos animais com osteoporose sao ferramentas adequadas para estudar

novas formas de prevencao e modalidades de tratamento (Jee, 2001). A primeira
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escolha, e a mais comumente empregada para tais estudos, € o modelo de rato
ovariectomizado (Turner; Robling, 2003). A ovariectomia (OVX) resulta na diminuigao
do nivel de estrogénio produzido pelos ovarios, eventualmente levando a osteoporose
(Mathavan et al., 2015). A OVX induz menopausa cirurgica nos animais e essa
consequente perda 0ssea pos-menopausa tem muitas caracteristicas semelhantes
com a doencga que se desenvolve nos humanos (Fallahnezhad et al., 2018), incluindo
uma rapida diminuigdo da massa de tecido trabecular e um aumento da reabsorgéao
O0ssea. Essas amplas semelhangas fazem modelos animais ovariectomizados serem
usados como modelos clinicamente relevantes de pds-menopausa em mulheres
(Chen et al., 2016). O modelo de rato submetido a OVX foi aprovado pela Food and
Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos como um prototipo pré-clinico
amplamente utilizado em estudos cientificos (Johnston; Ward, 2015) e adequado para
examinar o mecanismo da osteoporose (Xu et al., 2016a).

Como a osteoporose geralmente resulta na desarmonia entre a reabsorgao e a
regeneragao 0ssea causada por deficiéncia de estrogénio ou envelhecimento, certos
efeitos de agentes farmacoloégicos, como os que promovem a formagédo Ossea
(horménio da paratiredide e anticorpos monoclonais) e os que inibem a reabsorgao
dos osteoclastos (bifosfonatos), sdo amplamente utilizados no tratamento dessa
doencga (Compston; Mcclung; Leslie, 2019). No entanto, com a disseminacgao clinica
do uso dessas drogas, efeitos colaterais adversos também foram observados, por
exemplo (p. ex.) a osteonecrose da mandibula relacionada a esses medicamentos
(Wojda; Donahue 2018). Portanto, a busca por novos tratamentos para essa doenga
€ uma estratégia de grande importancia clinica.

Outra abordagem que também merece atengdo € relacionada a exercicios
fisicos na melhoria da qualidade e quantidade dssea (Ireland; Rittweger, 2017). A
pratica de atividade fisica tem sido proposta como profilaxia e tratamento contra a
osteoporose, devido a carga mecénica produzida no osso por meio do exercicio fisico,
atuando como um fator essencial na regulagéo da atividade das células ésseas (Hart
et al., 2017). Por outro lado, alguns estudos mostram apenas pequenos a moderados
aumentos (de 1-8%) na massa 6ssea como resultado de ensaios de atividades fisicas
nas criangas (Ireland; Rittweger, 2017). Os efeitos em adultos sdo também menores,
mesmo nos ensaios de longo prazo mais bem-sucedidos em adultos mais velhos, os
aumentos de massa 6ssea sdao modestos (em torno de 1-3%) (lreland; Rittweger,

2017). Isso é distinto do papel do exercicio na reducédo da incidéncia de quedas,



31

quedas e osteoporose sao fatores de risco independentes para fratura (lreland;
Rittweger, 2017). Os exercicios recomendados na literatura sdo aqueles capazes de
estimular a unidade de remodelacdo do tecido 6sseo, como caminhada, corrida,
saltos, natagédo e exercicios resistidos (Hart et al., 2017). Pesquisas anteriores tém
investigado o impacto do treinamento resistido na DMO e ha resultados mostrando o
aumento na mineralizacao deste tecido, bem como a atenuacao na desmineralizacao
ossea (Xu et al., 2016b).

A combinagao de terapias farmacoldgicas e exercicios fisicos tem emergido
como uma estratégia promissora para o manejo da osteoporose (Xu et al., 2016b).
Evidéncias sugerem que as intervengdes combinadas podem ter efeitos sinérgicos,
potencializando os beneficios individuais de cada abordagem (Wang et al., 2020). No
entanto, a interagao entre a biomecéanica dos exercicios e os mecanismos moleculares
das medicagdes antirreabsortivas ainda n&o esta completamente elucidada,
especialmente em modelos experimentais (Wang et al., 2020).

Este estudo é relevante porque busca elucidar se a combinacédo de medicacdes
antirreabsortivas e exercicios fisicos podem potencializar os beneficios para a saude
O0ssea, gerando dados que possam subsidiar o desenvolvimento de protocolos
terapéuticos mais eficientes. Além disso, os resultados podem ter implicagdes praticas
no aprimoramento do bem-estar de pessoas com osteoporose ao integrar abordagens
complementares no manejo da doenga.

Neste contexto, a presente dissertagdo busca investigar por meio de analises
da densidade 6ssea por imagem, dos marcadores bioquimicos de remodelacéo e da
histomorfometria, colaborar com novas evidéncias sobre a eficacia dessas

intervencgdes e sua aplicabilidade na pratica clinica.

1.1 LACUNA DO CONHECIMENTO

Embora pesquisas anteriores tenham evidenciado os beneficios das
medicagdes antirreabsortivas e dos exercicios fisicos de forma isolada no tratamento,
a interagdo entre essas intervengdes ainda nao esta totalmente elucidada,
especialmente em modelos experimentais. Muitos estudos utilizam animais com idade
abaixo de 6 meses e, durante essa fase inicial de desenvolvimento, ha um ganho
0sseo importante e consequente perda acentuada ao se estabelecer um modelo

ovariectomizado. Dessa forma, os estudos podem ter os resultados alterados pela
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tenra idade resultando em perda éssea exuberante e, além disso, ndo simula o
mecanismo natural de osteoporose no individuo adulto (Yousefzadeh et al., 2020).
Dados sobre os mecanismos moleculares e biomecanicos que governam essa
interacdo sao limitados e ha incertezas quanto ao potencial sinérgico das duas
abordagens no tratamento da osteoporose.

Além de que, grande parte dos estudos realizados foram centrados em seres
humanos ou utilizam avaliagdes de estudos experimentais com analises parciais sem
uma abordagem integrada que inclua imagem Ossea, analise histomorfométrica e
avaliagao de marcadores bioquimicos em um mesmo modelo animal. A auséncia de
dados robustos limita a formulacao de protocolos terapéuticos combinados que podem

ser mais eficazes na prevencao de fraturas e na melhoria da qualidade 6ssea.

1.2 CONTRIBUICAO DO ESTUDO PARA OS AVANCOS TERAPEUTICOS

Este estudo busca preencher uma lacuna do conhecimento ao fornecer uma
analise abrangente dos efeitos combinados das medicac¢des antirreabsortivas e dos
exercicios fisicos em um modelo experimental de osteoporose. A partir de um
protocolo detalhado que inclui diferentes abordagens terapéuticas, espera-se obter
informacdes relevantes sobre:

e Eficacia das intervengdes combinadas: Identificar se a combinagdo da medicagao e
dos exercicios oferece beneficios adicionais na recuperacao da saude 6ssea em
comparagao com as intervengdes isoladas.

e Elucidagado dos mecanismos subjacentes: Avangar no entendimento dos processos
moleculares e biomecanicos que governam as interagdes sinérgicas entre agentes
farmacoldgicos antirreabsortivos e a pratica de exercicios fisicos.

e Producdo de evidéncias pré-clinicas: Gerar dados robustos em um modelo
experimental amplamente validado, utilizando ratas ovariectomizadas, com potencial
de traducédo para aplicagdes terapéuticas em humanos.

e Aperfeicoamento de protocolos terapéuticos: Contribuir para a pratica clinica
baseada em evidéncias cientificas, desenvolvendo abordagens integrativas que
maximizem os beneficios terapéuticos no tratamento da osteoporose.

A contribuicdo do estudo se da ao fornecer uma base solida para futuras

investigacdes translacionais, além de apoiar o desenvolvimento de diretrizes que
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combinem terapias farmacoldgicas e exercicios fisicos visando proporcionar aumento

da qualidade de vida nos pacientes com osteoporose.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 FISIOPATOLOGIA DA OSTEOPOROSE

A osteoporose € uma condicdo metabdlica definida pela redugdo gradual da
DMO e pela deterioragao da microarquitetura 6ssea (MO), resultando em aumento da
fragilidade do tecido 6sseo e do risco de fraturas (Kanis et al., 2019). Essa condigéo
afeta particularmente mulheres na pés-menopausa devido a redugao abrupta nos
niveis de estrogénio, um hormdnio essencial para a manutengao da homeostase entre
producao e reabsorg¢ao 6ssea (Compston; Mcclung; Leslie, 2019).

A renovagao do tecido 6sseo € uma atividade continua e mutavel em que o
tecido 6sseo antigo ou danificado € removido pelos osteoclastos e substituido por

novo tecido formado pelos osteoblastos e ostedcitos (Patel; Saxena 2025).
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Figura 1 — Desenho esquematico do metabolismo ésseo e fotografias de ossos normais e osteoporéticos
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Legenda: (a) - Imagem do osso trabecular de uma vértebra lombar normal*; (b) - Fotomicrografia de uma bidpsia de osso trabecular normal#;
(c) — Imagem esquematica da remodelagdo Ossea regulada pelo papel dos Osteoblastos e dos Ostedcitos (formadores de osso), dos
Osteoclastos (reabsorvedores de 0sso) e das Citocinas inflamatérias; (d)- Imagem do osso trabecular de uma vértebra lombar osteoporoética®;
(e)- Fotomicrografia de uma bidpsia de osso trabecular osteoporético#; RANK- receptor ativador do fator nuclear kappa-B; RANKL- ligante do
receptor ativador do fator nuclear kappa-B; OPG- Osteoprotegerina; TNF- a- fator de necrose tumoral alfa; IL-1- interleucina-1; IL-6- interleucina-
6; * (Rajapakse et al., 2004); # (Manolagas; Jilka, 1995).
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Esse equilibrio é critico para manter a resisténcia 6ssea e adaptar o esqueleto
as demandas mecanicas do corpo (Johnson, 2008). Durante a menopausa, a
deficiéncia de estrogénio resulta em um desequilibrio entre a produgao e reabsorgao
O0ssea, com superioridade da atividade osteoclastica, o que leva a perda dOssea
acelerada, principalmente no osso trabecular, que € metabolicamente mais ativo
(Riggs; Khosla; Meltron, 2002).

A perda 6ssea pos-menopausa ocorre mais intensamente nos primeiros 5 a 10
anos apos o inicio da mesma, periodo em que as mulheres podem perder até 20% da
sua DMO (Manolagas, 2000). Isso se deve a uma série de alteragdes fisioldgicas
desencadeadas pela deficiéncia estrogénica, incluindo o aumento da producéo de
citocinas pré-inflamatoérias e a modulagéo negativa de fatores reguladores da atividade

osteoclastica, como a osteoprotegerina (OPG) (Manolagas, 2000).

2.1.1 Agao das Citocinas Pré-Inflamatoérias

O estrogénio tem propriedades anti-inflamatorias que suprimem a produgéo de
citocinas como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (Manolagas, 2000),
interleucina-6 (IL-6) (Manolagas, 2000) e interleucina-1 (IL-1) (Boyle; Simonet; Lacey,
2003; Cai et al.,, 2024) que promovem um ambiente 6sseo mais equilibrado
(Manolagas, 2000). Essa acdo é crucial para limitar a atividade osteoclastica e
preservar a massa 0ssea (Manolagas, 2000; Compston, 2001; Boyle; Simonet; Lacey,
2003).

Essas citocinas promovem a diferenciagdo dos osteoclastos por meio da via do
receptor ativador do fator nuclear kappa-B (RANK) e do ligante do receptor ativador
do fator nuclear kappa-B (RANKL), um dos principais reguladores da reabsorgéo
O0ssea (Boyle; Simonet; Lacey, 2003; Cai et al., 2024). O aumento da atividade
osteoclastica leva a uma remodelagcdo d6ssea desequilibrada, na qual a taxa de
reabsorcao 6ssea supera a de formacao, resultando na perda liquida de massa 6ssea
(Boyle; Simonet; Lacey, 2003; Cai et al., 2024).
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2.1.2 Alteragao na Relagao OPG/RANKL

A OPG é uma proteina secretada pelos osteoblastos que atua como um
"receptor isca" (Correa 2019) para o RANKL, bloqueando sua interagcdo com o
receptor RANK nos osteoclastos e suas células precursoras (Boyle; Simonet; Lacey,
2003; Correa 2019; Cai et al.,, 2024). Durante a menopausa, a diminuicdo de
estrogénio reduz a expressdo de OPG e aumenta a de RANKL, favorecendo a
ativagdo e a sobrevivéncia dos osteoclastos. Esse desajuste contribui para a
reabsorgcao dssea acelerada observada na osteoporose pés-menopausa (Manolagas,
2000).

2.1.3 Impacto na Microarquitetura Ossea

O estrogénio contribui para a manutengdo da microarquitetura éssea ao
preservar a conectividade trabecular e reduzir a porosidade cortical (Riggs; Khosla;
Meltron, 2002). A deficiéncia de estrogénio afeta tanto a qualidade quanto a densidade
o0ssea (Riggs; Khosla; Meltron, 2002). Além disso, contribui para a redugao da
conectividade trabecular, aumento da porosidade do osso cortical e diminuicdo
espessura 0ssea, deixando o tecido mais sensivel a fraturas, mesmo apds traumas
minimos (Riggs; Khosla; Meltron, 2002). A deterioragdo da microarquitetura éssea é
irreversivel e contribui significativamente para a fragilidade do esqueleto nas mulheres

pos-menopausicas (Riggs; Khosla; Meltron, 2002).

2.1.4 A fungdo do Estrogénio na Regulagido Ossea

O estrogénio exerce uma fungao primordial na regulacédo do equilibrio dsseo,
exercendo efeitos reguladores em todas as células envolvidas no remodelamento
0sseo, incluindo osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos (Riggs; Khosla; Meltron,
2002). Seus efeitos sdo mediados por receptores de estrogénio (ERa e ERB)
expressos nessas células, que modulam a expressao de genes relacionados ao

metabolismo 6sseo (Manolagas, 2000; Compston, 2001).
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2.1.5 Efeitos no Osteoblasto

O estrogénio promove o aumento da atividade dos osteoblastos, favorecendo
a formacao Ossea e a sintese da matriz extracelular, particularmente colageno tipo I,
que é o principal componente organico do osso (Manolagas, 2000; Compston;
Mcclung; Leslie, 2019). Além disso, ele regula positivamente a expressao de fatores
de crescimento, como o fator de crescimento transformador beta (TGF-B) e as
proteinas morfogenéticas dsseas (BMPs), que sao essenciais para a diferenciagao

dos osteoblastos (Compston; Mcclung; Leslie, 2019).

2.1.6 Efeitos no Osteoclasto

O estrogénio exerce efeitos inibitérios diretos e indiretos nos osteoclastos
(Compston, 2001). Diretamente, ele reduz a expressao de genes envolvidos na
diferenciacdo e atividade osteoclastica (Manolagas, 2000; Compston, 2001).
Indiretamente, o estrogénio aumenta a relagdo OPG/RANKL, reduzindo a ativagéo
dos osteoclastos e promovendo a apoptose, 0 que resulta em menor reabsorcéo

o0ssea (Manolagas, 2000; Compston, 2001; Boyle; Simonet; Lacey, 2003).

2.1.7 Efeitos no Osteodcito

Os ostedcitos, que sao os sensores mecanicos do 0sso, também sao regulados
pelo estrogénio (Manolagas, 2000; Compston, 2001). Esse horménio preserva a
viabilidade dos ostedcitos e reduz a produgao de esclerostina, uma proteina que inibe
a atividade osteoblastica (Manolagas, 2000; Compston, 2001). Assim, o estrogénio
favorece a formacdo Ossea e reduz a reabsor¢do 6ssea mediada por ostedcitos
(Manolagas, 2000).

2.2 MODELO EXPERIMENTAL: RATAS OVARIECTOMIZADAS

O modelo OVX é amplamente reconhecido por sua capacidade de reproduzir a
perda dssea acelerada que ocorre em mulheres apos a menopausa (Mathavan et al.,
2015). A ovariectomia causa uma reduc&o nos niveis de estrogénio, levando a um

aumento na reabsor¢do 6ssea mediada por osteoclastos e a uma diminuigcdo na
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formacdo Ossea, alteragdes que refletem a fisiopatologia da osteoporose pés-
menopausa (Manolagas, 2000).

O modelo OVX, conforme descrito por Boyle, Simonet e Lacey (2003),
apresenta diversas vantagens que o tornam amplamente utilizado em estudos sobre
alteracdes Osseas (Boyle; Simonet; Lacey, 2003). Primeiramente, destaca-se pela alta
reprodutibilidade, uma vez que a ovariectomia induz alteragdes ésseas de maneira
consistente e previsivel (Boyle; Simonet; Lacey, 2003). Aléem disso, seus efeitos s&o
observados rapidamente com perda 6ssea detectavel em questdo de semanas, o que
possibilita a realizagao de estudos de curta duracédo (Boyle; Simonet; Lacey, 2003).
Outra vantagem significativa € a semelhanca das alteragdes hormonais e ésseas
induzidas pelo modelo com aquelas observadas em mulheres na pds-menopausa,
tornando-o altamente relevante para estudos relacionados a menopausa humana
(Boyle; Simonet; Lacey, 2003). Por fim, o modelo oferece excelente controle
experimental, permitindo a comparagéo entre grupos tratados e nao tratados sob
condigdes rigorosamente controladas, o que amplia sua aplicabilidade em pesquisas

cientificas (Boyle; Simonet; Lacey, 2003).

2.3 CRITERIOS DE SELECAO E PROCEDIMENTOS

2.3.1 Selegao dos Animais

Ratas Wistar ou Sprague-Dawley sdo comumente utilizadas devido ao seu
tamanho, robustez e ciclo reprodutivo bem definido (Yousefzadeh et al., 2020).
Animais adultos (geralmente de 3-6 meses de idade) sao geralmente escolhidos, pois
ja possuem um esqueleto totalmente desenvolvido, facilitando a avaliagdo das

alteragdes osteoporoticas (Turner; Robling, 2003).

2.3.2 Cirurgia de Ovariectomia

A ovariectomia é realizada sob anestesia geral para minimizar o desconforto
animal (Karim et al., 2022). O procedimento envolve:
1. Incisao dorsal ou ventral: A escolha depende da preferéncia do pesquisador e

do protocolo institucional (Yousefzadeh et al., 2020).



40

2. Ligadura dos ovarios: Os ovarios sao removidos para interromper a produgao
de estrogénio (Yousefzadeh et al., 2020; Rowe et al., 2023).

3. Sutura e recuperagdo: Apos a cirurgia, os animais recebem analgesia e sédo
monitorados durante o periodo de recuperagdo (Yousefzadeh et al., 2020;
Rowe et al., 2023).

2.3.3 Grupo Controle

Um grupo de ratas submetidas a cirurgia simulada (SHAM) é essencial para
comparacgao (Wartolowska et al., 2014). Neste grupo, os ovarios sdo expostos, mas
nao sao removidos (submetidas ao mesmo estresse cirurgico aplicado ao grupo OVX),
garantindo que as alteragdes observadas nos grupos OVX sejam devido a deficiéncia

estrogénica (Mathavan et al., 2015).

2.4 ALTERAGCOES OSSEAS INDUZIDAS PELA OVARIECTOMIA

2.4.1 Perda da Massa Ossea

Apos a ovariectomia, ocorre uma perda acelerada da massa Ossea,
especialmente no osso trabecular, devido ao aumento da atividade osteoclastica
(Manolagas, 2000). Essa perda pode ser mensurada por absorciometria por dupla
energia de raios X (DEXA), densitometria radiografica (DR), histomorfometria e

parametros laboratoriais (Riggs; Khosla; Meltron, 2002).

2.4.2 Alteragoes Microestruturais

O osso trabecular apresenta diminuicdo da conectividade, aumento da
porosidade e redugéo da espessura trabecular (Boyle; Simonet; Lacey, 2003). Essas
alteracdes sao semelhantes as observadas em mulheres com osteoporose na poés-

menopausa (Boyle; Simonet; Lacey, 2003).
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2.4.3 Impacto na Qualidade Ossea

Além da perda de densidade, a ovariectomia afeta a qualidade 6ssea, incluindo
alteragcbes na mineralizagdo, composicdo colagena e resisténcia mecanica
(Manolagas, 2000). Essas mudancas contribuem para o aumento da fragilidade 6ssea
(Manolagas, 2000).

2.5 AVALIACOES E APLICACAO DO MODELO OVX
2.5.1 Densitometria Ossea

A densitometria por absorciometria de raios-X de dupla energia (DEXA) é
amplamente reconhecida como um método de referéncia para a avaliagdo da DMO
nos 0ssos longos e na coluna vertebral das ratas (Turner; Robling, 2003).
2.5.2 Densitometria Radiografica
A densitometria radiografica (DR) € uma alternativa mais barata a DEXA nos 0ssos
longos e na coluna vertebral das ratas em locais de poucos recursos (Louzada et al.,
1998; Antonietto, 2010).
2.5.3 Histomorfometria

A analise histomorfométrica permite estudar a microarquitetura 6ssea, incluindo
parametros como espessura trabecular, conectividade e numero de trabéculas (Boyle;
Simonet; Lacey, 2003).
2.5.4 Marcadores Bioquimicos

A avaliacdo de marcadores séricos, como a fosfatase alcalina 6ssea (indicativa
de formacgao 6ssea) e os niveis de calcio e fésforo (associados a reabsorcao éssea),

fornece informacdes detalhadas e relevantes sobre o processo de remodelagao 6ssea
(Hlaing; Compston, 2014).
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2.5.5 Estudos de Terapias Farmacoloégicas

O modelo OVX é amplamente utilizado para testar a eficacia de medicacdes
antirreabsortivas, como bisfosfonatos, e anabdlicas, como teriparatida, denosumabe
e romosozumabe (Compston; Mcclung; Leslie, 2019). Ele permite avaliar os efeitos
dessas terapias na densidade, microarquitetura e resisténcia 6ssea (Black et al.,
1996).

2.5.6 Intervengoes Nao Farmacolégicas

O impacto de intervengdes como exercicios fisicos e dietas enriquecidas em
calcio e vitamina D também é avaliado no modelo OVX (Compston; Mcclung; Leslie,
2019). Essas abordagens complementares sao fundamentais para o manejo integrado

da osteoporose (Turner, 2001; Turner; Robling, 2003).

2.5.7 Estudos Mecanisticos

O modelo OVX possibilita a investigagdo dos mecanismos moleculares e
celulares implicados na ostedlise associado a deficiéncia de estrogénio, contribuindo

para a compreensao da fisiopatologia da osteoporose (Manolagas, 2000).

2.6 MEDICACOES ANTIRREABSORTIVAS

As medicagbes antirreabsortivas sdo amplamente utilizadas no manejo da
osteoporose devido a sua capacidade de reduzir a atividade osteoclastica,
favorecendo a manutengcao da DMO e diminuindo a probabilidade de ocorréncia de
fratura. Entre essas medicagcbes, destacam-se os bisfosfonatos (BFs), como o
alendronato e o risedronato, que tém eficacia comprovada em estudos clinicos e

experimentais (Cummings et al., 2009).

2.6.1 Bisfosfonatos: Mecanismo de Ac¢ao

Os bisfosfonatos sdo analogos sintéticos do pirofosfato inorgénico que se ligam

a hidroxiapatita no osso, acumulando-se nas areas de maior remodelacao éssea
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(Reszka; Rodan, 2003; Mendes, 2017). Os bifosfonatos podem ser ministrados via
oral ou por via intravenosa (IV) (Mendes, 2017). Na formulagdo oral, eles séo
absorvidos durante a passagem pelo trato gastrointestinal (Mendes, 2017). BFs s&o
excretados no rim por filtragdo glomerular, dessa forma, a fungdo renal exerce um
papel importante na prescricdao desse farmaco (Mendes, 2017). Eles exercem seu
efeito antirreabsortivo inibindo a atividade dos osteoclastos de forma indireta, por meio

de dois mecanismos principais:

1. Interferéncia no metabolismo osteoclastico

O alendronato e o risedronato pertencem a classe dos bisfosfonatos
nitrogenados, que inibem a enzima farnesil pirofosfato sintase (FPPS) na via do
mevalonato (Reszka; Rodan, 2003; Mendes, 2017). Isso resulta na inibicdo da
prenilagcdo de proteinas essenciais para a fungao e sobrevivéncia dos osteoclastos,

levando a sua apoptose (Reszka; Rodan, 2003).

2. Reducgao da reabsorgcao 6ssea

Com a inibicdo dos osteoclastos, a taxa de reabsorcdo Ossea diminui,
permitindo que os osteoblastos depositem nova matriz 6ssea e aumentem a DMO
(Reszka; Rodan, 2003; Arantes; Silva; Lazaretti-Castro, 2010).

2.6.2 Alendronato

2.6.2.1 Farmacocinética e Farmacodinamica

O alendronato é um bisfosfonato nitrogenado que apresenta alta afinidade pela
matriz 6ssea (Arantes; Silva; Lazaretti-Castro, 2010; Mendes, 2017). Apds a
administragao oral, apenas uma pequena fragdo (cerca de 1%) € absorvida, sendo
rapidamente distribuida para o 0sso ou excretada pelos rins (Arantes; Silva; Lazaretti-
Castro, 2010; Mendes, 2017). Sua meia-vida no osso é prolongada, o que permite
regimes de administragdo menos frequentes, como semanal ou até mensal (Arantes;
Silva; Lazaretti-Castro, 2010).
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2.6.2.2 Eficacia Clinica

Estudos clinicos, como os realizados por Black et al. (1996), demonstraram os
efeitos benéficos do alendronato no tratamento da osteoporose. Entre os principais
resultados, destaca-se o aumento significativo da DMO em regides-chave, incluindo a
coluna lombar, o fémur proximal e o esqueleto total (Black et al., 1996). Além disso, o
uso do alendronato foi associado a uma expressiva reducao no risco de fraturas, com
diminuicao de até 50% nas fraturas vertebrais e 30% nas fraturas nédo vertebrais, apos
trés anos de terapia continua (Black et al., 1996). Esses dados reforgam a eficacia do
alendronato como uma intervengao terapéutica para a melhoria da saude 6ssea e a

prevencao de complicagdes relacionadas a osteoporose (Black et al., 1996).

2.6.2.3 Uso em Modelos Experimentais

Pesquisas realizadas com ratas ovariectomizadas, conforme relatado por
Romualdo et al. (2018), evidenciaram os efeitos positivos do alendronato na saude
o6ssea (Romualdo et al.,, 2018). Entre os resultados observados, destaca-se a
preservagao da microarquitetura 6ssea, um aspecto fundamental para a manutengao
da integridade estrutural do esqueleto (Romualdo et al., 2018). Além disso, o
alendronato mostrou ser eficaz na reducao da reabsorcéo 6ssea, conforme indicado
por marcadores bioquimicos especificos, corroborando seu papel como uma
intervencgao terapéutica relevante no manejo das alteragdes Osseas induzidas pela

deficiéncia estrogénica (Romualdo et al., 2018).

2.6.2.4 Efeitos Colaterais

De acordo com Reszka e Rodan (2003), os principais efeitos adversos
associados ao uso de medicamentos como o alendronato incluem disturbios
gastrointestinais, com destaque para a ocorréncia de esofagite (Reszka; Rodan,
2003). Além disso, embora raros, foram reportados casos de osteonecrose da
mandibula e fraturas atipicas de fémur, particularmente em pacientes submetidos a
tratamentos prolongados (Reszka; Rodan, 2003). Esses eventos adversos ressaltam

a importancia de um monitoramento cuidadoso e individualizado durante o uso de
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terapias de longa duragao, visando minimizar os riscos associados ao tratamento
(Reszka; Rodan, 2003).

2.6.3 Risedronato

2.6.3.1 Farmacocinética e Farmacodinamica

O risedronato € um bisfosfonato (BF) de terceira geragdo amplamente
empregado no manejo terapéutico de doengas 0sseas de origem metabdlica, como a
osteoporose (Shimano, 2013; Cremers; Drake; Ebetino, 2019). Ele é caracterizado por
alta poténcia antirreabsortiva, atuando por meio da ligacéo a hidroxiapatita 6ssea e
inibicao da reabsorcdo mediada por osteoclastos, preservando a fungao osteoblastica
e a mineralizagdo do tecido (Compston; Mcclung; Leslie, 2019). Sua formulagao
quimica, um derivado piridinil, permite uma afinidade elevada pelo tecido 6sseo,
contribuindo para sua eficacia clinica e reduzindo eventos adversos em relagdo a
outros bisfosfonatos (Compston; Mcclung; Leslie, 2019). Comparado com BFs de
primeira classe, tem uma poténcia 10 a 1000 vezes maior (Mendes, 2017).

Sua absorgédo oral é baixa (menor que 1%), mas o farmaco apresenta excelente
distribuicdo e efeito prolongado no tecido ésseo (Arantes; Silva; Lazaretti-Castro,
2010; Mendes, 2017). Ele também inibe a FPPS, promovendo a apoptose dos
osteoclastos e reduzindo a reabsorcgéo (Crandall et al., 2014).

A absorgao intestinal € pequena (<1 a 10%) e € inibida por célcio ou outros ions
bivalentes que capturam o bisfosfonato (Reszka; Rodan, 2003). Rapidamente sao
eliminados da circulagdo (meia-vida de 1 a 2 horas), e a ligagdo ao mineral ésseo &
de 20 a 60%, o restante € eliminado pela urina (Reszka; Rodan, 2003). No tecido
0sseo, os BFs se ligam aos cristais de hidroxiapatita, especialmente em locais com
alta renovagao ossea (Cremers; Drake; Ebetino, 2019). Eles se fixam fortemente nas
frentes de calcificagdo nos ostedides e nos locais de reabsorcdo Ossea, onde 0s

minerais fosfato de calcio estdo expostos (Cremers; Drake; Ebetino, 2019).

2.6.3.1.1 Afinidade pela Matriz Ossea

O risedronato apresenta alta afinidade pela hidroxiapatita, o principal

componente mineral do osso (Crandall et al., 2014). Essa caracteristica confere ao
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composto a capacidade de se concentrar de forma seletiva em regides de
remodelagdo Ossea ativa, nas quais a atividade osteoclastica € predominante
(Crandall et al., 2014). Na fase de reabsorg¢ao éssea, o risedronato € liberado da matriz
e internalizado pelos osteoclastos, iniciando seus efeitos intracelulares (Crandall et
al., 2014).

2.6.3.1.2 Mecanismo Molecular Principal

O risedronato atua inibindo a enzima FPPS na via do mevalonato, uma via
metabdlica crucial para a sintese de lipidios isoprendides, como o geranilgeranil
pirofosfato (GGPP) e o farnesil pirofosfato (FPP) (Reszka; Rodan, 2003; Mendes,
2017). Esses compostos sdo essenciais para a prenilagdo de proteinas pequenas
GTPases, como Rho, Rab e Rac, que regulam a funcdo e a sobrevivéncia dos
osteoclastos (Reszka; Rodan, 2003; Mendes, 2017; Cremers; Drake; Ebetino, 2019).
Esse mecanismo compromete a capacidade dos osteoclastos de se aderir a matriz
Ossea e de realizar eficientemente o processo de reabsorgédo 6ssea (Reszka; Rodan,
2003; Mendes, 2017).

2.6.3.1.3 Indugéo de Apoptose

A inibicdo da enzima FPPS representa um mecanismo molecular crucial no
comprometimento da funcionalidade dos osteoclastos (Reszka; Rodan, 2003). Tal
inibicdo acarreta disfungdes metabdlicas que culminam na indugcdo de apoptose
celular, o que contribui significativamente para uma reducdo da capacidade de
reabsorcédo Ossea (Reszka; Rodan, 2003). O processo apoptético observado é
resultado direto da interrupcéo de vias de sinalizacao intracelulares mediadas por
GTPases, que desempenham papel essencial na homeostase celular (Reszka;
Rodan, 2003). Adicionalmente, o acumulo de intermediarios téxicos do metabolismo
isoprendide intensifica a disfungdo metabdlica, comprometendo a viabilidade e a

eficiéncia funcional dos osteoclastos (Reszka; Rodan, 2003).
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2.6.3.2 Efeitos Diretos e Indiretos no Processo de Remodelacdo Ossea

O risedronato reduz a atividade osteoclastica de forma significativa,
promovendo um equilibrio entre formacao e reabsorgéo 6ssea (Reszka; Rodan, 2003).
Isso preserva a microarquitetura 6éssea, contribuindo para a resisténcia mecanica do
esqueleto (Reszka; Rodan, 2003). Outra fungdo é realizada através dos efeitos
indiretos nos osteoblastos, criando um ambiente favoravel para a atividade
osteoblastica, permitindo maior deposicédo de matriz 6ssea (Reszka; Rodan, 2003).
Além disso estudos demonstram que o risedronato preserva a conectividade
trabecular e reduz a porosidade cortical, melhorando a qualidade do osso além da
densidade (Crandall et al., 2014).

2.6.3.3 Eficacia Clinica

Evidéncias cientificas demonstram que seu uso esta associado a um aumento
significativo na DMO com incrementos de 5% a 7% na regido da coluna lombar e de
2% a 3% no quadril apds trés anos de tratamento, conforme reportado por Harris et
al. (1999). Além disso, estudos conduzidos por Reginster et al. (2000) evidenciam sua
capacidade de reduzir o risco de fraturas, incluindo uma diminuicdo de até 41% em
fraturas vertebrais e 30% em fraturas de quadril, mesmo em populacdes consideradas

de alto risco (Reginster et al., 2000).

2.6.3.4 Uso em Modelos Experimentais

Estudos realizados em ratas ovariectomizadas tém demonstrado a eficacia do
risedronato na protecado da qualidade 6ssea, conforme evidenciado por Romualdo et
al. (2018). Os resultados indicam efeitos protetores significativos na manutencao da
microarquitetura trabecular, um aspecto fundamental para a integridade estrutural do
osso (Romualdo et al., 2018). Além disso, o medicamento foi associado a reducéo de
marcadores bioquimicos de reabsor¢cao Ossea, reforcando sua agao benéfica no
controle das alteragbes metabdlicas 6sseas induzidas pela deficiéncia estrogénica
(Romualdo et al., 2018).
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2.6.3.5 Efeitos Colaterais

Os efeitos adversos associados ao uso do risedronato apresentam
caracteristicas semelhantes aos observados com o alendronato, conforme descrito
por Reszka e Rodan (2003). Entre os efeitos mais comuns, destacam-se sintomas
gastrointestinais leves (Reszka; Rodan, 2003), sintomas semelhantes a resfriado
comum e mialgia (Reid 2011), que geralmente s&o bem tolerados pelos pacientes
(Reszka; Rodan, 2003). No entanto, também foram relatados, embora raramente,
casos de osteonecrose da mandibula (ONM) (Khan et al., 2015), o risco de
aproximadamente 1 em 10.000 a 1 em 100.000 pacientes/ano, e a ocorréncia de
fraturas atipicas (1,74 fraturas por 10.000 pacientes/ano) (Black et al., 2020)

principalmente em tratamentos prolongados.

2.6.3.6 Relevancia Clinica e Experimental

Os bisfosfonatos, incluindo o alendronato e o risedronato, tém sido pilares no
manejo da osteoporose, tanto em estudos clinicos quanto experimentais (Romualdo
et al., 2018). Em modelos animais, esses farmacos nao apenas ajudam a
compreender os mecanismos envolvidos na reabsor¢édo 6ssea, mas também sao
essenciais para avaliar a interacdo com outras interveng¢des, como exercicios fisicos
(Cummings et al., 2009).

A eficacia desses medicamentos na prevencao de fraturas os torna uma
escolha terapéutica preferida em pacientes com osteoporose pés-menopausa e alto
risco de fraturas (Fontalis; Eastell, 2020). No entanto, questdes como ades&o ao
tratamento e efeitos adversos destacam a importéncia de integrar terapéuticas
farmacolégicas e ndao medicamentosas na condugao do tratamento da osteoporose
(Fontalis; Eastell, 2020).

O risedronato, um bisfosfonato nitrogenado, é amplamente estudado em
modelos pré-clinicos devido a sua aplicabilidade na manutengcdo do tecido
esquelético, melhora da microarquitetura 6ssea e prevencgao das fraturas (Francisco
et al., 2011). Esses estudos tém sido realizados principalmente em modelos animais,
como ratas ovariectomizadas (OVX), para simular a osteoporose pés-menopausa, e

em outros modelos de perda éssea induzida (Francisco et al., 2011).
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2.7 EXERCICIOS FiSICOS E SAUDE OSSEA

Os exercicios fisicos promovem a formagao éssea por meio de mecanismos
moleculares que envolvem a ativagcdo de vias de sinalizagdo e a regulacdo da
expressao de genes relacionados ao metabolismo 6sseo (Nikander et al., 2010).
Durante o exercicio, forgas mecanicas geradas pela carga e impacto sao convertidas
em sinais bioquimicos pelas células 6sseas, como ostedcitos, osteoblastos e células-
tronco mesenquimais, favorecendo a formacgéo 6ssea e melhorando a densidade e a
qualidade do osso (Turner; Robling, 2003).

Os o0ssos sao estruturas dindmicas que respondem aos estimulos mecanicos,
adaptando-se as demandas funcionais impostas pelo ambiente (Bonewald; Johnson,
2008). Essa adaptacao ocorre em conformidade com a Lei de Wolff, que estabelece
que os o0ssos se remodelam de acordo com as tensdes mecanicas aplicadas,
otimizando sua estrutura para resistir as forgas impostas (Bogni, 2013; Wang et al.,
2022). Além disso, a auséncia de carga mecanica, como em periodos de imobilizagao
ou auséncia de gravidade, resulta em perda significativa de massa éssea e
enfraquecimento estrutural (Magrini et al., 2021). Os mecanismos pelos quais os
exercicios fisicos promovem a saude 6ssea estao associados a mecanotransducgao,
um processo em que estimulos mecéanicos sao convertidos em sinais bioquimicos
(Wang et al., 2022). Esses sinais regulam a atividade celular, estimulando a formagéo
0ssea por osteoblastos e inibindo a reabsorgdo 6ssea por osteoclastos (Wang et al.,
2022). O fluxo de fluido intracanalicular e a deformacgéo do tecido ésseo durante o
exercicio sao detectados por ostedcitos, que entdo modulam a secrecdo de moléculas
sinalizadoras, como oOxido nitrico (ONC) e prostaglandinas (PG), promovendo a
remodelagdo 6ssea (Oftadeh et al., 2015). Além disso, 0 colageno 6sseo, por suas
propriedades piezoelétricas, contribui para a geracdo de sinais elétricos que
influenciam diretamente o comportamento celular e a organizagao da matriz (Heng et
al., 2023). O tecido 6sseo trabecular é amplamente reconhecido por sua maior
sensibilidade as influéncias da atividade fisica em comparacdo ao tecido ésseo
cortical (Turner; Robling, 2003). Enquanto o trabeculado apresenta uma resposta
adaptativa mais dinamica, o tecido cortical demonstra adaptagées mais graduais ou
relativamente mais lentas (Turner; Robling, 2003). Dessa forma, a pratica regular de
exercicios fisicos é essencial ndo apenas para a saude geral, mas também como um

fator determinante na manutengcdo da integridade e funcionalidade do sistema
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esquelético (Heng et al., 2023). Ademais, as forgcas mecanicas decorrentes das
tensGes musculares sdo determinantes para a manutengao da homeostase da massa
ossea (Liu et al.,, 2022). Essas forgas influenciam diretamente os processos de
remodelacdo e adaptacdo estrutural do tecido, promovendo uma interacéo
harmoniosa entre células ésseas e o microambiente mecanico (Liu et al., 2022; Heng
et al., 2023). Assim, a atividade fisica desempenha um papel crucial na manutencao
da saude Ossea, evidenciando a importancia de sua pratica regular para a prevengao
de doencgas osteometabdlicas e para o fortalecimento estrutural do esqueleto (Heng
et al., 2023).

2.7.1 Mecanismos Biomecanicos de Agao

2.7.1.1 Mecanotransducao

A mecanotransducgao € o processo pelo qual as células ésseas, principalmente
os ostedcitos, detectam estimulos mecanicos e os convertem em respostas
bioquimicas que promovem a formagao dssea (Deriggi-Pisani et al., 2023). Durante o
exercicio, o0 aumento da tensdo e da deformacao 6ssea, ativa canais de ions, como
os canais de calcio, e vias de sinalizacao intracelular, como a via Wnt/B-catenina, que
estimula a atividade dos osteoblastos e ostedcitos promovendo a formagao 6ssea e
inibindo a reabsorcao (Bonewald; Johnson, 2008). Além disso, ha fortes evidéncias
de que a auséncia de mecanotransdugao leva a rapida perda 6ssea e a adipogénese

da medula 6ssea (Deriggi-Pisani et al., 2023).

2.7.1.1.1 Detecgéo do Estimulo Mecéanico

Os ostedcitos, localizados na matriz 6ssea, detectam forgcas mecanicas por
meio de extensdes citoplasmaticas conectadas a canais ibnicos mecanossensiveis,
como os canais de calcio (Bonewald; Johnson, 2008). O influxo de calcio para os
ostedcitos ativa vias de sinalizagao intracelular, promovendo a liberagdo de moléculas

sinalizadoras (Bonewald; Johnson, 2008).
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2.7.1.1.2 Ativacao de Vias de Sinalizagéo

O estimulo mecanico desencadeia a ativagao de diversas vias de sinalizagao
intracelular, modulando a funcionalidade e a atividade das células que regulam a
homeostase 6ssea (Johnson, 2008). A ativacdo do ligante Wnt em ostedcitos e
osteoblastos aumenta a estabilizacdo da [B-catenina, um fator essencial para a
diferenciagao osteoblastica e a formagao 6ssea (Turner; Robling, 2003). A pratica de
exercicio fisico promove a redugao na expressao do RANKL e aumenta a producao
de OPG, inibindo a reabsorgao éssea e favorecendo a sua formacao (Tobeiha et al.,
2020). Além de que, o exercicio aumenta a produgao de fator de crescimento
semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1), um fator que estimula a proliferacédo e
diferenciagao osteoblastica, além de promover a sintese de colageno tipo | na matriz
Ossea (Tobeiha et al., 2020). E por fim, o estimulo mecanico estimula a produgao de
prostaglandina E2, promovendo a ativagdo de osteoblastos e a remodelagcéo 6ssea
(Turner; Robling, 2003).

2.7.1.2 Efeitos na Atividade Celular

2.7.1.2.1 Osteodcitos

Os ostedcitos sdo os principais sensores mecanicos no 0sso. Eles transmitem
sinais para osteoblastos e células-tronco mesenquimais por meio de moléculas
sinalizadoras como esclerostina e prostaglandinas (Tobeiha et al., 2020). O exercicio
fisico inibe a expressdo de esclerostina, uma proteina que bloqueia a via Wnt/(3-
catenina. Essa inibicdo promove a ativacdo dos osteoblastos e aumenta a formacao
Ossea (Tobeiha et al., 2020).

2.7.1.2.2 Osteoblastos

Os exercicios fisicos estimulam diretamente a proliferacao e a atividade dos
osteoblastos (Tobeiha et al., 2020). Os osteoblastos respondem aos sinais gerados
pelos ostedcitos, aumentando a sintese de matriz dssea, maior deposi¢cao de
colageno e a mineralizagéo, fortalecendo o tecido ésseo (Tobeiha et al., 2020). A

presenca de IGF-1 aumenta a proliferacédo e a atividade funcional dos osteoblastos,
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resultando na deposig¢ao de colageno tipo | e na formacgao de hidroxiapatita (Tobeiha
et al., 2020).

2.7.1.2.3 Células-Tronco Mesenquimais

O exercicio estimula a diferenciagdao das células-tronco mesenquimais em
osteoblastos, aumentando o potencial osteogénico no microambiente 6sseo (Deriggi-
Pisani et al., 2023).

2.7.1.3 Inibicdo da Reabsorcdo Ossea

A carga mecénica induzida pelos exercicios reduz a atividade osteoclastica,
promove um equilibrio positivo entre formacao e reabsorgéo éssea (Deriggi-Pisani et
al., 2023). Isso ocorre devido a reducado da expressdao de RANKL e ao aumento da
producdo de OPG, uma proteina que inibe a ativagdo dos osteoclastos (Bonewald,;
Johnson, 2008).

2.7.1.4 Efeitos da Atividades Fisica na Qualidade Ossea

Os exercicios fisicos (EF) melhoram a microarquitetura 6ssea ao aumentar a
conectividade trabecular, a espessura cortical e a densidade volumétrica do osso.
Essas alteragdes sdo essenciais para a resisténcia 6ssea (Nikander et al., 2010).
Estudos com ratos submetidos a exercicios de impacto mostraram maior
conectividade trabecular e aumento na espessura trabecular em comparagéo aos
controles sedentarios (Turner; Robling, 2003). Demonstra-se também que os EF
melhoram a qualidade do colageno ésseo, promovendo uma melhor organizagao da
matriz organica e aumentando a resisténcia 6ssea (Turner; Robling, 2003). Além
disso, favorecerem o incremento na densidade mineral éssea, contribuem para uma
distribuicdo mais homogénea dos minerais ao longo da matriz 6ssea, resultando em
uma otimizagao das propriedades mecanicas e aumento da resisténcia estrutural do

tecido 6sseo (Turner; Robling, 2003).
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2.7.1.5. Beneficios Especificos dos Exercicios Biomecanicos

Os EF que geram impacto, como corrida e salto, sdo particularmente eficazes
para aumentar ou manter a DMO, especialmente em areas sujeitas a altas cargas
mecanicas, como o quadril e a coluna vertebral (Nikander et al., 2010). James e Carrol
(2006) demonstraram que em mulheres na pés-menopausa, 0s exercicios de impacto
moderado aumentaram a DMO da coluna lombar em até 2% apos 12 meses (James;
Carroll, 2006). Bolam, Uffelen e Taaffe (2013) apresentaram um estudo de 12 meses
de seguimento em idosos, mostraram que os exercicios de resisténcia preservaram a
DMO em comparagdo a um grupo controle, que apresentou perda éssea significativa
(Bolam; Uffelen; Taaffe, 2013).

Ademais os EF melhoram a microarquitetura aumentando a conectividade
trabecular e a espessura cortical, fatores essenciais para a resisténcia 6ssea (James;
Carroll, 2006). Em adolescentes, exercicios de salto durante o crescimento mostraram
melhorar a conectividade trabecular, promovendo um pico de massa 6ssea mais
robusto (Mckay et al., 2005).

Além disso o estresse mecanico gerado pelo EF promove adaptagdes Osseas
que aumentam a resisténcia ao impacto e as cargas (Turner; Robling, 2003). Testes
biomecanicos demonstram que ossos submetidos a exercicios regulares sao mais
resistentes a fraturas (Turner; Robling, 2003). E ndo apenas os EF fortalecem o osso,
mas também melhoram a forga muscular, o equilibrio e a coordenacgao, reduzindo o

risco de quedas e fraturas, especialmente em idosos (Sherrington et al., 2017).

2.7.1.6 Tipos de Exercicios e Seus Beneficios Biomecanicos

2.7.1.6.1 Exercicios de Impacto

Atividades fisicas de alta intensidade, como corrida, saltos e esportes que
envolvem mudangas rapidas de dire¢do, sdo conhecidas por gerar for¢cas de reagao
ao solo que atuam como estimulos diretos sobre o tecido 6sseo (Dalmolin, 2013).
Esses estimulos mecéanicos desencadeiam vias de ativagdo especificas que
promovem adaptag¢des positivas no sistema esquelético (Turner; Robling, 2003).

Dentre essas vias, ressalta-se a amplificagdo na expresséao do fator IGF-1 e a reducéao
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(Mckay et al., 2005).

No contexto da DMO, essas adaptagdes resultam em incrementos significativos
em regides submetidas a maiores cargas mecénicas, como o quadril e a coluna
vertebral (Mckay et al., 2005). Além disso, a qualidade estrutural do osso também é
beneficiada, fato evidenciado pela melhora na conectividade trabecular e no aumento
da espessura cortical, aspectos cruciais para a resisténcia e funcionalidade do tecido
osseo (Nikander et al., 2010).

2.7.1.6.2 Exercicios de Resisténcia

O levantamento de peso e o0 uso de faixas elasticas exercem tensdes
localizadas sobre os ossos, atuando como estimulos mecanicos que promovem o
processo de remodelacdo éssea (Nikander et al., 2010). Esses estimulos sao
particularmente importantes por desencadearem vias moleculares que favorecem a
manutengao e o fortalecimento do tecido 6sseo (Nikander et al., 2010).

Entre as principais vias de ativagdo envolvidas, observa-se o aumento da
expressao de prostaglandina E2 (PGE2) e IGF-1, ambos fundamentais para a
modulagao do metabolismo dsseo (Nikander et al., 2010).

Essas intervengdes contribuem para a preservagao e aumento da densidade
Ossea, especialmente em populagdes vulneraveis, como mulheres em periodo pés-
menopausico, que apresentam maior risco de osteoporose (Howe et al., 2011).
Adicionalmente, os efeitos sobre a qualidade 6ssea incluem o incremento da
resisténcia biomecanica, um fator essencial para a funcionalidade e redug¢ao do risco

de fraturas (Howe et al., 2011).

2.7.1.6.3 Exercicios Combinados

Protocolos de exercicio que combinam estimulos de impacto e resisténcia,
como o treinamento funcional, demonstram maximizar os beneficios para a saude
O0ssea, ao integrar diferentes formas de carga mecanica no sistema esquelético
(Nikander et al., 2010).

Estudos indicam que programas de exercicios combinados promovem um

aumento mais expressivo na DMO, associados a melhora da microarquitetura 6ssea
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e ao incremento da resisténcia biomecanica, quando comparados as intervengdes
baseadas em exercicios isolados (James; Carroll, 2006). Além dos beneficios
estruturais, esses protocolos também exercem efeitos significativos na funcionalidade
global, contribuindo para a melhora do equilibrio corporal e para a prevengao de
quedas, fatores criticos para a reducgao do risco adicional de fraturas em populag¢des

idosas (James; Carroll, 2006).

2.7.2 Evidéncias Cientificas

2.7.2.1 Estudos em Humanos

Diversos estudos destacam os beneficios dos exercicios fisicos na saude
O0ssea ao longo das diferentes fases da vida (Nikander et al., 2010). McKay et al.
(2005) demonstraram que exercicios de salto sao eficazes em promover o aumento
da conectividade trabecular e da densidade mineral 6éssea em adolescentes,
contribuindo para a formac&o de uma estrutura 6ssea mais resistente (Mckay et al.,
2005).

No contexto de mulheres pés-menopausicas, Howe et al. (2011) relataram que
exercicios de resisténcia sdo capazes de preservar tanto a densidade quanto a
qualidade Ossea, atuando como uma estratégia eficaz na prevencédo de fraturas
associadas a osteoporose (Howe et al., 2011). Adicionalmente, James e Carroll (2006)
apontaram que exercicios fisicos sdo fundamentais para prevenir a perda Ossea
decorrente da deficiéncia estrogénica, um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento de osteoporose nessa populagao (James; Carroll, 2006).

Por fim, Sherrington et al. (2017) destacaram que, além dos beneficios diretos
na densidade e na qualidade &ssea, os exercicios fisicos contribuem para o
fortalecimento muscular e a melhora do equilibrio, desempenhando um papel
significativo na prevencao de quedas, especialmente em idosos, reduzindo assim os

riscos associados as fraturas (Sherrington et al., 2017).

2.7.2.2 Estudos em Modelos Animais

Turner e Robling (2003) demonstraram, em estudos com modelos

experimentais em ratos, que o exercicio fisico € capaz de reduzir a expressao de
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esclerostina, uma proteina inibidora da formacédo 6ssea, promovendo assim um
aumento significativo na formagao 6ssea trabecular (Turner; Robling, 2003). Além
disso, os autores evidenciaram que o estimulo mecanico gerado pelo exercicio fisico
aumenta a producdo de prostaglandinas, moléculas bioativas que desempenham
papel fundamental na ativagdo dos processos de formagao 6ssea, corroborando a
eficacia do exercicio como uma estratégia para a manutengao e o fortalecimento da

estrutura esquelética em modelos experimentais (Turner; Robling, 2003).

2.7.2.3 Consideragdes sobre Seguranca

Embora os exercicios sejam benéficos, devem ser adaptados as condigdes de
cada individuo para evitar lesdes ou sobrecarga 6ssea. Individuos com osteoporose

avangada devem evitar exercicios de alto impacto (Giangregorio et al., 2014).

2.8 EFEITOS SINERGICOS DE TERAPIAS COMBINADAS

O manejo da osteoporose frequentemente combina intervencgdes
farmacolégicas, como as medicagcdes antirreabsortivas, e estratégias néao
farmacolégicas, como os exercicios fisicos (Giangregorio et al., 2014). Ambas as
intervengdes tém mecanismos complementares que podem levar a efeitos sinérgicos
na preservagao e no incremento da densidade mineral 6ssea (DMO) (Giangregorio et
al., 2014). Estudos em humanos e modelos experimentais, como em ratas
ovariectomizadas (OVX), sugerem que a interagdo entre esses tratamentos pode
otimizar os resultados terapéuticos, melhorando a DMO e reduzindo o risco de fraturas
(Bolam; Uffelen; Taaffe, 2013).

2.8.1 Mecanismos de Acao Sinérgica

A combinagdo de medicagdes antirreabsortivas e exercicios fisicos tem se
mostrado uma abordagem promissora na promog¢ao da saude Ossea, ao integrar
mecanismos farmacoldgicos e estimulos mecéanicos (Giangregorio et al., 2014). Os
bisfosfonatos, agentes antirreabsortivos amplamente utilizados, exercem uma agao
inibitéria direta sobre a reabsorcdo Ossea, reduzindo a atividade osteoclastica e

preservando a massa 6ssea (Giangregorio et al., 2014).
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Paralelamente, os exercicios fisicos atuam por meio da mecanotransdugao, um
processo no qual os estimulos mecanicos induzem a formagao éssea ao ativar vias
celulares que promovem o depodsito de matriz éssea e a remodelagdo do tecido
esquelético (Giangregorio et al., 2014).

Adicionalmente, essa combinagado terapéutica também contribui para a
melhoria da qualidade 6ssea, preservando a microarquitetura trabecular, aumentando
a densidade 6ssea volumétrica e, consequentemente, otimizando a resisténcia
biomecanica do 0sso. Esses efeitos complementares ressaltam o papel fundamental
dessa abordagem integrada no manejo de condicbes como a osteoporose

(Giangregorio et al., 2014).

2.8.2 Estudos em Humanos

Estudos em mulheres pds-menopausicas mostram que a combinagao de
bisfosfonatos com exercicios fisicos é mais eficaz do que cada intervengao isolada na
preservacao da DMO (Bolam; Uffelen; Taaffe, 2013). Bolam, Uffelen e Taaffe (2013)
demonstraram que mulheres que combinaram alendronato com exercicios de
resisténcia apresentaram aumento de 3% na DMO da coluna lombar apés 12 meses,
comparado a 1% no grupo que realizou apenas exercicios (Bolam; Uffelen; Taaffe,
2013). Carter e Hinton (2014) evidenciaram em um estudo randomizado controlado
que a combinacgao de exercicios de impacto com risedronato reduziu a perda éssea
no quadril em até 25% em comparagao ao grupo controle (Carter; Hinton, 2014).

Em idosos, a combinacgao de terapias farmacoldgicas e exercicios melhora nao
apenas a DMO, mas também a forca muscular e o equilibrio, reduzindo o risco de
quedas (Howe et al., 2011). Howe et al. (2011) relataram que idosos tratados com
bisfosfonatos e submetidos a exercicios de resisténcia tiveram redugao de 35% na
incidéncia de fraturas em comparagao aos que receberam apenas medicagao (Howe
et al., 2011).

2.8.3 Estudos em Ratas Ovariectomizadas
Modelos experimentais em ratas OVX mostram que a combinacdo de

medicacdes antirreabsortivas e exercicios fisicos preserva a DMO de forma mais

eficaz do que cada intervencéo isolada (Honda; Umemura; Nagasawa, 2001). Honda,
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Umemura e Nagasawa (2001) mostraram que o treinamento de alto impacto e baixa
repeticdo em ratos OVX teve efeitos benéficos na formagao éssea e nas propriedades
biomecénicas, sugerindo um aumento potencial na DMO (Honda; Umemura;
Nagasawa, 2001). Ito et al. (2005) relataram que o tratamento com risedronato
melhorou as alteragdes microestruturais deletérias causadas pela ovariectomia, o que
poderiam estar associadas a aumentos na DMO (lto et al. 2005).

Além do aumento da DMO, a combinacdo de intervengcbes melhora a
microarquitetura 6ssea, reduzindo a fragilidade (Turner; Robling, 2003). Em ratas
OVX, o tratamento combinado promoveu maior resisténcia mecanica do 0sso,
aumentando a forga de fratura em 20% em comparagéo as terapias isoladas (Turner;
Robling, 2003).

2.8.4 Mecanismos Moleculares Envolvidos

Os bisfosfonatos reduzem a reabsorgdo éssea, enquanto os exercicios
aumentam a formacdo éssea (Bonewald; Johnson, 2008). A interagdo entre essas
agdes resulta em maior equilibrio no remodelamento 6sseo (Bonewald; Johnson,
2008). Por outro lado, os EF reduzem a atividade e a expressao de citocinas proé-
inflamatdrias, como TNF-a, que estdo associadas ao aumento da reabsorgao 6ssea.

Esse efeito pode potencializar a agao dos bisfosfonatos (Silva; Macedo 2011).

2.8.5 Aplicagoes Clinicas

A combinacdo de exercicios fisicos e medicagdo antirreabsortiva reduz
significativamente o risco de fraturas em populag¢des vulneraveis, como mulheres na
pos-menopausa e idosos (Bolam; Uffelen; Taaffe, 2013). Programas terapéuticos que
integram farmacoterapia e exercicios devem ser incentivados, com ajustes baseados
nas condi¢cdes de cada paciente (Carter; Hinton, 2014).

Embora os efeitos sinérgicos entre o exercicio fisico e intervengdes
terapéuticas sejam amplamente documentados na literatura, algumas questbes
importantes ainda permanecem em aberto. Entre elas, destaca-se a auséncia de
padronizagcao nos protocolos de exercicios, o que limita a comparabilidade entre
estudos e dificulta a definicdo de diretrizes praticas para aplicacao clinica (Daly et al.,
2019).
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Além disso, ha uma necessidade critica de investigagcbes de longo prazo em
populagdes humanas, a fim de avaliar os beneficios cumulativos dessas intervencoes
e seu impacto sustentavel na saude dssea ao longo do tempo (Carter; Hinton, 2014).
Estudos dessa natureza sdo essenciais para compreender a eficacia duradoura
dessas estratégias e orientar sua implementacdo em diferentes contextos

populacionais (Bolam; Uffelen; Taaffe, 2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos isolados e combinados de medicacdes antirreabsortivas e
atividades fisicas na saude 6ssea das ratas Wistar com osteoporose ovariectomizadas
considerando variaveis como densidade mineral éssea (imagem), microarquitetura
Ossea (histologia) e marcadores bioquimicos de remodelag&o 6ssea (analitos urinarios

€ sanguineos).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar o impacto das medicagdes antirreabsortivas na densidade mineral
O0ssea e na microarquitetura 6ssea de ratas ovariectomizadas.

e Avaliar os efeitos dos exercicios fisicos na densidade mineral 6ssea e nos
marcadores bioquimicos de formacéao e reabsorcao dssea.

e Analisar a interagdao entre farmacos antirreabsortivos e a pratica de exercicios
fisicos, com o objetivo de identificar e caracterizar potenciais efeitos sinérgicos
sobre os parametros avaliados no estudo.

e Comparar os grupos experimentais para identificar qual intervencgao (isolada ou

combinada) proporciona os melhores resultados na recuperacéo da saude 6ssea.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 COMITE DE ETICA

Este experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal
(CEUA) da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) em conformidade com a Lei
Federal 11.794 de 08 de outubro de 2008, que regulamenta os procedimentos para
uso cientifico em animais, através do protocolo numero 024/2023 em 02/05/2023
(Anexo 1).

4.2 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo experimental, do tipo prospectivo, pareado, aleatorio e

duplo cego.

4.3 SELECAO DA AMOSTRA

Foram utilizadas 96 ratas adultas de sexo feminino (Rattus novergicus, familia
Muridae, variedade Wistar), provenientes do Centro de Biologia da Reprodugao (CBR)
da UFJF, primiparas pdés-desmame, 24 semanas de idade, peso médio 180-220g.
Foram utilizadas ratas apos a primeira cria, garantindo o ciclo reprodutivo ovariano
intacto. Para gerar ratos osteoporoéticos: foram submetidas a OVX bilateral. Foram
divididas em 12 grupos (8 ratas em cada grupo) combinando os procedimentos:
ovariectomia (OVX), cirurgia simulada (SHAM), risedronato (R), exercicios fisicos (E)
e controle ou referéncia (CONTROLE).

4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais dos grupos OVX sofreram remogao cirurgica dos ovarios bilateral,
os dos grupos SHAM sofreram o0 mesmo procedimento cirdrgico sem remogao dos
ovarios (operacgao simulada) e o grupo CONTROLE nao foi submetido a nenhum tipo
de intervengdo (observagao). Posteriormente foram submetidas as intervengdes:

observacao, risedronato de sédio e/ou exercicios fisicos.
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4.5 DIVISAO DOS GRUPOS

As ratas foram divididas em 12 grupos: ovariectomia (OVX), cirurgia simulada
(SHAM), risedronato (R), exercicios fisicos (E) e controle (CONTROLE) (Figura 2). O
tempo de seguimento dos grupos OVX e OVXR foi colocado ao lado da identificagéo

do grupo. Todos os outros grupos foram acompanhados por 12 semanas.

Figura 2 — Delineamento dos grupos

OVXR8

96 RATAS

Legenda: Grupo 1 - Ovariectomia - 4 semanas (n = 8) - OVX4, Grupo 2 - Ovariectomia - 8
semanas (n = 8) - OVX8, Grupo 3 - Ovariectomia - 12 semanas (n = 8) - OVX12, Grupo 4 -
Ovariectomia + Risedronato de Sédio - 4 semanas (n = 8) - OVXR4, Grupo 5 - Ovariectomia
+ Risedronato de Sddio - 8 semanas (n = 8) - OVXRS8, Grupo 6 - Ovariectomia + Risedronato
de Sdédio - 12 semanas (n = 8) - OVXR12, Grupo 7 - Cirurgia Simulada + Exercicio - 12
semanas (n = 8) - SHAME, Grupo 8 - Cirurgia Simulada + Risedronato de Sédio - 12 semanas
(n = 8) - SHAMR, Grupo 9 - Cirurgia Simulada + Risedronato de Sdédio + Exercicio - 12
semanas (n = 8) - SHAMRE, Grupo 10 - Ovariectomia + Exercicio - 12 semanas (n = 8) -
OVXE, Grupo 11 - Ovariectomia + Risedronato de Sédio + Exercicio - 12 semanas (n = 8) -
OVXRE, Grupo 12 - Controle (Referéncia) - 12 semanas (n = 8) - CONTROLE.
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4.6 PROCEDIMENTOS

4.6.1 Indugao do modelo osteoporético

Para induzir um modelo osteoporético, as ratas dos grupos OVX foram
submetidas a ovariectomia bilateral de acordo com o método relatado no estudo como
o descrito por Rowe et al. (2023).

Os animais do grupo SHAM foram submetidos a cirurgia simulada, sem
ligadura das trompas e sem resseccao dos ovarios, realizando o0s mesmos
procedimentos da cirurgia e recolocando os ovarios dentro da cavidade abdominal.

Dessa forma foram submetidos ao mesmo estresse cirurgico que o grupo OVX.

4.6.2 Sala de cirurgia

Os procedimentos operatérios experimentais foram realizados na Sala de
Cirurgia do CBR da UFJF sob técnicas de assepsia e antissepsia, utilizando-se
instrumental estéril e campos descartaveis. Para esterilizagcao destes, utilizou-se o
calor umido (autoclave), sob a pressao de 15 libras e temperatura de 121°C por 30

minutos. Todas as operacgdes deste estudo foram realizadas em condigdes estéreis.

4.6.3 Anestesia geral

Para a realizagdo dos procedimentos cirurgicos, cada rato foi pesado no dia
anterior no intuito de minimizar o estresse no momento da cirurgia. Para a anestesia
geral destes animais foi utilizado o protocolo de anestesia do ICBR: Cloridrato de
Xilazina 2%®Syntec 8mg/kg, Cloridrato de Cetamina 10%®Syntec 40 mg/kg e
Midazolam 5mg/mL®Syntec 5mg/kg aplicados conforme peso corpéreo por via
intraperitoneal, com um tempo de acao de aproximadamente 5 minutos e um periodo
aproximado de 30 minutos de anestesia.

Antes da cirurgia, ratos em jejum (6-12 horas) foram submetidos a anestesia
conforme protocolo do ICBR, a area da pele foi preparada com tosquiadeiras elétricas
(tricotomia com remogéao dos pelos na area cirurgica) e limpas (usando etanol 70%).
As cirurgias foram realizadas em uma almofada aquecida (30-35°C) para prevenir a

hipotermia.



64

Antes do inicio do procedimento e no decorrer de todo ele, a avaliagéo da
eficacia da anestesia geral foi monitorada por meio da compresséao das patas, com o
objetivo de monitorar os reflexos periféricos, e em conjunto com o controle da
frequéncia respiratdria, realizado por observagao visual. Durante a intervencéo foi
utilizada uma gaze estéril embebida em solugao salina a 0,9% aplicada sobre os olhos

dos animais como medida preventiva contra o ressecamento das corneas.

4.6.4 Procedimentos pré-cirurgicos

Enquanto o rato estiver anestesiado, sob papel absorvente e apds a tricotomia,
realiza-se uma antissepsia com gaze estéril umedecida em Polivinil-iodopovidona
(PVP-l) a 10%. Em seguida, foi colocado um campo cirurgico estéril sob a mesa, e o

rato foi colocado em decubito ventral.

4.6.5 Ovariectomia

O procedimento cirurgico empregado neste estudo foi conduzido de acordo
com a metodologia descrita por Rowe et al. (2023). Inicialmente, foi realizada
tricotomia na regiao dorsal, compreendida entre o rebordo costal inferior e a regiao
superior da pelve (Figura 3). Em seguida, realizou-se a antissepsia da area com gaze
embebida em solu¢do de (PVP-l) a 10%. Apds a preparagéo, procedeu-se a uma
incisao transversal retilinea, com aproximadamente 1 cm de extensao, envolvendo
pele e tecido celular subcutaneo, a cerca de 1 cm lateralmente a linha mediana,
utilizando pinga e lamina de bisturi numero 15 (Figura 4). A divulsdo da parede
muscular foi realizada até alcangar a cavidade abdominal (Figura 5), identificando o
ovario envolto em tecido adiposo. O corno uterino foi exposto para fora da cavidade
abdominal (Figura 6), seguido pelo clampeamento da extremidade distal da tuba
uterina com pinca hemostatica. Procedeu-se entdo o clampeamento, com o uso de
pinga hemostatica delicada curva do tipo Kelly, dos vasos ovarianos e da extremidade
distal da tuba uterina (Figura 7), realiza-se sutura com fio de Nylon 3.0 abaixo do
clampeamento. Realiza-se a ressec¢ao do ovario entre a ligadura e a area de sutura,
prevenindo hemorragias locais. O ovario, juntamente com os tecidos adjacentes, foi
removido (Figura 8), e as trompas foram reposicionadas dentro da cavidade

abdominal. Observa-se a sutura da fimbria ovariana e controle do sangramento
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(Figura 9). Procede-se a sutura da parede muscular com fios absorviveis e o
fechamento da pele com fio de Nylon 3.0 (Figura 10). O procedimento foi repetido no
lado contralateral para a remogao dos dois ovarios. Apos a cirurgia, 0s animais
receberam injegcdo intramuscular de antibiotico (40.000 U/kg de Penicilina G

Procaina), conforme protocolo descrito por Shimano (2013).
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Figura 3 — Tricotomia na regido entre o rebordo costal e a Figura 5 — Abertura da camada muscular

pelve

Figura 4 — Identificagao na pele entre o ponto médio dos Figura 6 — Exposi¢cao do ovario

arcos costais e o iliaco




Figura 7 — Ligadura do ovario abaixo da fimbria

Figura 8 — Ovario individualizado

Figura 9 — Sutura da fimbria

67
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O procedimento cirurgico SHAM foi conduzido empregando os mesmos passos
técnicos utilizados na ovariectomia, com a excegao de que nao foi realizada a ligadura
abaixo da fimbria nem a remogao dos ovarios. Neste caso, os ovarios foram apenas
expostos e reposicionados na cavidade original, permanecendo intactos ao final do

procedimento.

4.6.6 Cuidados pos-operatorios

Foram seguidos os mesmos cuidados pés-operatérios preconizados por Rowe
et al. (2023): administrado medicamento para dor, meloxicam 0,2 mg/Kg, via de
administragao subcutanea, 1 x ao dia, por 72 horas apos a operagao. Apos a cirurgia,
0s animais receberam injegao intramuscular de antibiotico (40.000 U/kg de Penicilina
G Procaina), conforme protocolo descrito por Shimano (2013). Ao término da
conclusao da cirurgia, os animais foram transferidos em uma gaiola individual, limpa,
forrada com papel toalha seco em estante de temperatura controlada. Os animais nao
foram colocados juntos numa gaiola até que se recuperassem do procedimento por
72 horas. Foi permitido que o animal pudesse andar livremente na gaiola antes de
coloca-los de volta em uma gaiola limpa com os outros animais, mantendo 4 animais
por gaiola. Os animais foram monitorados em busca de sinais de infec¢ao, dor ou
complicagbes cirurgicas a cada 12 horas até as primeiras 72 horas do tempo de
cicatrizacdo. Os pontos ndo foram retirados e nado houve complicagcdes poés-

operatdrias.

4.6.7 Administracao do Risedronato

O grupo risedronato recebeu uma dose do medicamento diluido em solugao
salina na dose de 30 miligramas (mg)/quilograma (Kg)/ més por 3 meses, com a
primeira dose trés dias apds a OVX. Foram administradas quatro doses no total, sendo
uma dose por més (30 mg/kg/més de risedronato de sddio) conforme Tabela 1. Os
animais do grupo OVXR4 receberam duas doses e do grupo OVXR8 receberam trés
doses. O medicamento risedronato de sédio 150mg — (Eurofarma Laboratérios S/A,
Séao Paulo, Brasil) foi administrado nos grupos OVR4, OVXR8, OVXR12, SHAMR,
SHAMRE, OVXRE. A massa inicial do comprimido foi pesada em balancga de preciséo

(Marte AM- 220) (273 mg). Triturado em cuba de maceragao de ceramica (Figura 11),
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150 mg do comprimido macerado, pesado em um Becker de 100 mililitros (mL) e nesta
foi adicionado 25 mL de agua destilada, com auxilio de uma barra magnética, em um
agitador até que o risedronato fosse totalmente solubilizado, obtendo uma solugéo

com 6 mg/mL de risedronato sodico (Figura 12).

Tabela 1 — Protocolo Risedronato de acordo com o peso dos animais

Peso (gramas) Risedronato de Sédio (6mg/mL)
200 1,0 mL
250 1,5 mL
300 2,0 mL

Figura 11 — Cuba de Maceracéo

Figura 12 — Becker com agua e medicamento

VR

25 mL H20

¥ Solugdo de 6mg/mL
273 mg de

Risedronato

A administracdo do medicamento foi realizada por gavagem. Na manha do dia
da administragcdo, a comida foi retirada, para que o0s animais recebessem o
medicamento em jejum de 6 horas. Semanalmente, os animais foram pesados em

balanca eletrbnica para controle do peso corporal e mensalmente os ratos foram
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realocados nas caixas, onde 0s animais com pesos mais aproximados foram
colocados juntos, com isso a dose do risedronato foi ajustada conforme o peso
mensalmente. Os grupos onde o risedronato ndo foi administrado, foram submetidos
aos mesmos protocolos dos grupos risedronato, retirada de comida, pesagens
mensais e realocacdo dos animais pelo peso. A primeira administracdo do

medicamento foi realizada 72 horas apds a cirurgia.

4.6.8 Protocolo Atividade Fisica

Os animais do grupo CONTROLE e dos grupos que nao tinham atividade fisica
permaneceram em caixas de polipropileno, préprias para ratos, sem atividade fisica
programada, apenas com deambulagéo livre. Os grupos que foram submetidos ao
treinamento foram os seguintes: SHAME, SHAMRE, OVXE, OVXRE. O treinamento
fisico de corrida de intensidade baixa a moderada, foi realizado em uma esteira
motorizada (Insight, Brasil) (Figura 13), composta por 6 baias individuais, com altura
de 15 cm, largura interna de 10 cm e comprimento de 50 cm, sem o auxilio de

estimulos nocivos (como choques de baixa voltagem, por exemplo).

Figura 13 — Esteira motorizada (Insight, Brasil)

Para o treinamento fisico foi utilizado o protocolo proposto por Shimano 2013
com pequenas alteragdes (Shimano, 2013). O periodo de treinamento foi iniciado uma
semana apos a ovariectomia. Os animais correram 10 minutos por dia (Figura 14), aos
quais foram acrescidos 5 minutos a cada dia, até 60 minutos de treinamento diario na

velocidade de 10 metros (m)/min (Tabela 2).
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Figura 14 — Animais posicionados nas baias para o treinamento

Tabela 2 — Treinamento exercicios

Semanas de Treinamento Velocidade m/min Duragao das sessdes (minutos)

1 10 10 15 20 25 30
2 10 35 40 45 50 55
3 15 60 60 60 60 60
4 15 60 60 60 60 60
5 15 60 60 60 60 60
6 15 60 60 60 60 60
7 15 60 60 60 60 60
8 15 60 60 60 60 60
9 15 60 60 60 60 60
10 15 60 60 60 60 60
11 15 60 60 60 60 60
12 15 60 60 60 60 60

Este aumento progressivo no tempo de treinamento permitiu a adaptacéo do
animal ao exercicio. A velocidade da esteira a partir da terceira semana foi de 15
m/min, na posi¢gado horizontal sem inclinagdo, caracterizando exercicio de baixa
intensidade. O grupo exercicios foi submetido a este protocolo durante 90 dias. A cada
semana os ratos foram treinados por 5 dias consecutivos e tiveram dois dias de

repouso.

4.6.9 Densitometria Radiografica

A densitometria radiografica (DR) foi empregada como método para quantificar
a densidade 6ssea (DO), demonstrando-se uma ferramenta eficaz no diagndstico e
no direcionamento terapéutico de doengas osteometabdlicas. Foi utilizado o aparelho

de radiografia da marca Dabi Atlante Spectro 70X (Figura 15).
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Para a aquisicdo das imagens as ratas foram anestesiadas conforme protocolo
do CBR: Cloridrato de Xilazina 2%®Syntec 8mg/kg, Cloridrato de Cetamina
10%®Syntec 40 mg/kg e Midazolam 5mg/mL®Syntec 5mg/kg aplicados conforme
peso corpdreo por via intraperitoneal, com um tempo de acdo de aproximadamente 5
minutos e um periodo aproximado de 30 minutos de anestesia. Os animais foram
posicionados em decubito ventral no chassi radiografico 24 x 30 cm, num suporte de
chao de 30 centimetros de altura. O feixe do aparelho de radiografias foi direcionado
perpendicular a coluna toracolombar dos animais com os membros afastados do
corpo, cabecga, tronco e cauda alinhados no chassi. O artefato referencial
densitométrico foi posicionado na lateral direita do animal a uma distancia entre 2 cm
até 3 cm do bordo lateral costal direito. Os parametros radiograficos adotados foram
0s seguintes: o animal foi posicionado a uma distancia de 1 metro do emissor de
radiagdo ou cabecgote (distancia foco-filme) com ajuste de tensdo de pico 75
quilovoltagem (kV)- voltagem aplicada ao tubo de raios X-, 7.0 miliamperagem (mA) -
corrente utilizada para acionar o tubo de raios-X- e 1.0 segundo (s) - tempo de
irradiagdo do paciente- com foco localizado no centro do animal na regido
toracolombar. Apos o ajuste, foi realizado o disparo da tomada radiografica. Os filmes

contendo as imagens foram levados ao laboratério de radiologia do Hospital
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Universitario da Universidade Federal de Juiz de Fora (HU-UFJF) para pos-
processamento do sistema digital de imagem com a leitura do aparelho Agfa CR30-
Xm ano 2015/2016, gerando um arquivo de imagens formato Digital Imaging and
Communications in Medicine (DICOM) e salvo no sistema de gestao de arquivos Arya
do HU-UFJF. As imagens foram baixadas em arquivo tipo DICOM e eram
armazenadas para posterior analise. Todo o processo era realizado com aquisicao de
1 imagem por animal, totalizando 8 imagens por grupo. Todos os animais foram
submetidos a 4 imagens, correspondendo a imagem pré-operatoria, 30 dias apos a
cirurgia, 60 dias apos a cirurgia e 90 dias apds a cirurgia, apés a ultima radiografia os
animais eram submetidos a eutanasia 2 dias apds o ultimo exame. Os animais dos
grupos OVX4 e OVXR4 foram submetidos a duas imagens e os grupos OVX8 e
OVXR8 foram submetidos a trés exames de imagens respectivamente. O uso de
avental de chumbo e protetor de tiredide foi adotado como método de protecéo
individual do pesquisador, assegurando eficacia na contengcdo da penetragao dos
raios-X emitidos pelo equipamento. Tal abordagem garante a minimizagdo da
exposicado a radiagao ionizante, promovendo seguranga do pesquisador durante a
execugao dos procedimentos.

Como padrao densitométrico nas imagens radiograficas, foi utilizada uma
escada de aluminio [liga 6063, conforme especificagdo da Associacado Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT)] com nove degraus, 10 milimetros (mm) de espessura para
o primeiro degrau, variando de 10 mm até o nono degrau, cada um com 10x25 mm de
area, a altura dos degraus varia conforme a Tabela 3 [utilizamos os mesmo

parametros utilizados por Oliveira (2014)].

Tabela 3 — Escada de aluminio

Degrau Espessura (mm)*
0,18
0,50
1,05
1,52
2,06
2,56
3,03
3,92
5,00

O©CONOOOBRWN -
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O artefato densitométrico em forma de escada foi confeccionado com o auxilio
de uma fresadora, sendo as dimensdes dos degraus determinadas com precisao

utilizando-se um paquimetro, conforme demonstrado na Figura 16.

Figura 16 — Desenho esquematico da escada de aluminio utilizada como referencial

densitométrico

A escada foi posicionada proxima as vértebras, alinhada com o feixe principal
de raios X, a direita da coluna toracolombar dos animais (Figura 17). O software
computacional “Fiji ImageJ” - versao 1.54m (dominio publico-

https://imagej.net/software/fiji/downloads) (Schindelin et al., 2012), foi utilizado para

analise densitométrica, apds delimitada a regido de interesse para medigdo O0ssea
coluna (4 primeiras vértebras lombares) e fémur direito (terco distal acima da
articulagao do joelho) (Figura 18) utilizando a ferramenta de definicdo de area do
software de analise, com o objetivo de determinar os niveis médios de densidade em

tons de cinza (até 256 niveis) tanto das vértebras e fémures quanto dos degraus da
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escada de aluminio (Al) para calibracdo da leitura. Os valores obtidos para as
vértebras foram convertidos para valores equivalentes a espessura de aluminio (Al)
em milimetros (mm) com base em uma equacéo polinomial previamente definida
(Figura 19), seguindo as seguintes etapas metodologicas descritas por Louzada et al.
(2009) (Antonietto, 2010): Inicialmente, foi determinado o valor da DR da Regido de
Interesse (RDI). Utilizando o valor de DR obtido na etapa 1 como referéncia, foram
estabelecidos 9 degraus na escada de aluminio, os quais serviram como padréo
densitométrico. Esses valores de DR abrangiam o intervalo correspondente ao da
RDI. Com base nos valores de espessura € DR dos 9 degraus definidos na etapa 2,
foi elaborado um grafico utilizando a ferramenta do Excel® Microsoft. A partir das
ferramentas analiticas do Excel, identificou-se a curva que melhor se ajustava aos
pontos do grafico, resultando em um grafico de polinémio de 3° grau (Figura 19). O
programa gerou uma equagao de ajuste correspondente. Por meio da equagao de
ajuste obtida na etapa 4, o valor de X foi substituido pela DR da RDI (etapa 1),
permitindo a determinacdo da espessura equivalente em milimetros de aluminio
(mmAl) para o objeto de estudo. Assim, a densidade 0ssea foi expressa em unidades
equivalentes a milimetros de aluminio (mmAl), conforme demonstrado na Figura 20 e

na Tabela 3.

Figura 17 — Posicionamento na placa de radiografia e imagem com o referencial

densitométrico




Figura 18 — Definicdo das areas de interesse para medigao 6ssea coluna (4

primeiras vértebras lombares) e fémur direito (tergo distal do fémur proximal a

articulagao do joelho).

Figura 19 — Equagéao polinomial para conversado da imagem em mmAl
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Figura 20 — Conversao das imagens nas quatro medidas de tempo em mmAl grupo
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Os ratos foram sacrificados 90 dias apds a cirurgia. Para tal, foram
administradas uma sobredose de medicagbes utilizadas na anestesia na seguinte
dosagem: Cloridrato de Xilazina 2%®Syntec 10 mg/kg e Cloridrato de Cetamina
10%®Syntec 90 mg/kg aplicados conforme peso corpdreo por via intraperitoneal. Em
seguida foi realizada exsanguinagao por punc¢ao intracardiaca para eutanasia, nesse
momento 5 mL do sangue foi encaminhado para exames laboratoriais. Apos a
eutanasia, foi realizada uma tricotomia na regidao lombar e nos fémures dos ratos,
seguida da limpeza da pele com alcool etilico a 70%. Posteriormente, procedeu-se
com uma incisao mediana, dissecg¢ao por planos e exposi¢cao da coluna e dos fémures
direito e esquerdo (Figura 21). A resseccado do osso foi realizada com laminas de
bisturi numeros 11 e 23. As colunas e os fémures esquerdos foram dissecados e
mantidos em solugao de formol tamponado 10% para subsequentes analises. Os
fémures direitos foram dissecados, congelados em nitrogénio liquido e mantidos a —
80 graus Célsius para investigagdes posteriores. Foi realizada checagem da presenca

dos ovarios (grupos SHAM e CONTROLE) (Figura 22), o que significa que o estimulo
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estrogénico foi mantido. E auséncia dos ovarios (grupos OVX) (Figura 23) com
consequente atrofia dos cornos uterinos o que significa supressdo do influxo
estrogénico, garantindo a auséncia deste estimulo hormonal nos animais

ovariectomizados.

Figura 21 — Dissecgao com exposi¢ao da coluna e dos fémures.

Ty
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Figura 23 — Auséncia dos ovarios e atrofia dos cornos uterinos nos animais dos

grupos OVX

4.6.10 Acompanhamento da evolugao ponderal

Os ratos foram pesados mensalmente, numa planilha padronizada, antes da
OVX e nos trés meses subsequentes. O peso dos animas foi aferido em balanga digital
pertencente ao CBR da UFJF. Abaixo segue uma imagem do comparativo animais
durante trés meses de seguimento CONTROLE e OVX12 (Figura 24).

Figura 24 — Ganho de peso comparativo dos grupos CONTROLE e OVX12

respectivamente.
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4.6.11 Acondicionamento dos Animais

Os animais foram mantidos inicialmente no CBR da UFJF até os 180 dias de
vida, a uma temperatura de 22°C £ 2, num ciclo claro-escuro 12/12h, primiparas. Apds
a primeira cria e o desmane os animais foram transferidos para o experimento, o qual
manteve o sistema de iluminagédo e aquecimento, e onde foram mantidos em gaiolas
de polipropileno, contendo maravalha autoclavada de madeira macia, mantido
controle de temperatura, ragdo comum e agua ad libitum. Como os ratos geralmente
tém um comportamento comunitario, eles foram alojados em quatro animais por
gaiola.

Todas as gaiolas foram acondicionadas em uma sala exclusiva para esta
pesquisa e, durante um periodo de 15 dias, os animais foram mantidos numa sala de
quarentena, onde foram avaliados, pelo veterinario responsavel, o seu estado geral
de saude. Durante o periodo de quarentena, os animais foram vermifugados com
Albendazol. A limpeza das gaiolas e dos bebedouros foi efetuada duas vezes por
semana, segundo o protocolo de limpeza e desinfec¢cdo do CBR. A alimentagdo dos
animais se deu através de racao comercial sélida (Nuvilab® CR 1 irradiada- Quimitia)

e agua ad libitum.

4.7 REMOGCAO DOS TECIDOS

Apos um periodo de 48 horas do fim do experimento, os animais foram
submetidos a eutanasia. As colunas e os fémures esquerdos foram dissecadas e
mantidas em solucédo de formol tamponado 10% para as subsequentes analises

(Figura 25): Preparo das pecas para histologia.
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Figura 25 — Preparo das pecas para histologia

4.8 PROCESSAMENTO DO MATERIAL PARA ANALISE HISTOLOGICA

As pecas foram fixadas em formol tamponado a 10% em temperatura ambiente
e, posteriormente, descalcificadas em solugéo de acido nitrico a 0,5% por 5 dias. Apos
a descalcificagao, as pecgas foram lavadas com agua destilada corrente durante 2
minutos e mediante uma navalha. A coluna foi seccionada transversal e o fémur foi
seccionado na regido distal 1,5 cm proximal aos céndilos femorais.

Cada amostra, contendo um segmento de cada vértebra e do 1,5 cm distal
fémur esquerdo foram colocadas num tubo cénico contendo alcool a 70% e
encaminhadas para seu processamento histoldgico, no qual foram desidratadas em
solugdes de alcool etilico a 80%, 90% e 100%, diafanizadas em banhos de xilol e
incluidas em parafina de forma padronizada, o que permitiu 0 posicionamento no
micrétomo e o corte da amostra no sentido coronal. Posteriormente, os espécimes
foram seccionados em cortes seriados de 5um de espessura em microtomo Leica RM
2165 (Alemanha), e mantidos em estufa regulada a temperatura de 37°C, durante 24
horas, para secagem e colagem. Posteriormente, foram corados com hematoxilina e
eosina (HE) segundo a metodologia de Junqueira e Carneiro (2013). Todas as laminas
foram analisadas em um microscopio de fluorescéncia (Olympus BX53, Toquio,
Japao) e as imagens coletadas foram analisadas com o software de imagem
CellR&CellRImaging Life Science Microscopy (v1.16, Olympus) sem a utilizagdo de
nenhum tipo de filtro (Figura 26): Microscépio para fotografia das pecgas histolégicas.
As imagens foram obtidas com ampliagao de 4X, 10X, 20X com imagens da coluna

(Figura 27): Imagens histologicas da coluna — e do fémur (Figura 28): Imagens
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histolégicas do fémur esquerdo. Todas as etapas para o procedimento histologico
foram realizadas no Laboratério de Histologia do Instituto de Ciéncias Biologicas
(LHICB) e as imagens foram realizadas no Laboratorio Integrado de Pesquisa do
Programa de P6s-Graduagao em Ciéncias Bioldgicas (LIP-PPGCBio). As imagens da
coluna e fémur esquerdo em campo de 10X foram escolhidas para analise do software
Fiji ImagedJ (version 1.51r; NIH, Maryland, USA).

Figura 26 — Microscépio para fotografia das pegas histolégicas.




Figura 27 — Imagens histolégicas da coluna.
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Um examinador treinado que estava cego para os diferentes tratamentos
conduziu a analise histomorfométrica. Quatro se¢des equidistantes de cada espécime
foram selecionadas de cada lamina fotografadas pelo software CellR&CellRImaging
Life Science Microscopy. Imagens na area de 3,5 x 2,5 mm contendo a regido média
do corpo vertebral e a regido metaepifisaria do fémur distal esquerdo foram obtidas

com ampliacédo de 35%.

4.9 ANALISE HISTOLOGISTAS

A andlise foi realizada por 2 histopatologistas com experiéncia na area. Os
avaliadores tiveram conhecimento limitado sobre a metodologia deste experimento e
nao sabiam qual eram os grupos que estavam avaliando. As amostras foram
entregues para a avaliagcdo em caixas identificadas com coloragbes em HE. A
avaliacao foi realizada de forma que os mesmos cortes foram analisados pelos
avaliadores, sendo um avaliador por vez. Adicionalmente foi entregue para cada um
deles uma pasta contendo a descricdo das caracteristicas histolégicas e uma ficha
padronizada para preenchimento. Foram utilizados os parametros da Tabela 4 para a
avaliacao. Estas duas caracteristicas histopatoldgicas foram avaliadas e classificadas
conforme a categorizacdo da concordancia do coeficiente de correlacéo intraclasse

expresso na Tabela 5.

Tabela 4 — Caracteristicas Histologicas

Caracteristicas Histologicas Score

0- Normal 90-100%
Estrutura do osso trabecular e 1- Parcialmente reduzido 60-90%
Quantidade do osso trabecular 2- Marcadamente reduzido 30-60%

3- Ausente 0-30%

Tabela 5 — Categorizagao da concordancia do coeficiente de correlacao intraclasse

Coeficiente de correlacdo intraclasse Forca da Concordéncia
<0,50 Pobre
0,50-075 Moderada
0,75-0,90 Boa

0,90-1,00 Excelente
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4.10 ANALISE HISTOLOGICA FIJI IMAGEJ

Foi realizada a analise histolégica quantitativa do tecido 6sseo trabecular na
regidao da coluna lombar e do fémur distal esquerdo, sendo que para cada animal
foram feitos 10 cortes histolégicos por bloco de modo a captar na lamina histolégica a
estrutura do osso por completo. Apds as coloragdes por HE, digitalizou-se 2 imagens
por animal, sendo 8 animais por grupo, tendo, portanto, um total de 64 imagens por
grupo. Apos coloragdo, a analise quantitativa das areas do volume 6sseo total (BV),
volume total de tecido (TV), volume ésseo total dividido pelo volume total de tecido
(BVITV) (%), espessura trabecular (Tb. Th) e espagamento trabecular (Tb. Sp) através
do software “Fiji ImageJ” (version 1.51r; NIH, Maryland, USA) que capta as imagens
reconhecendo a coloragdo do osso cortical, do 0sso esponjoso e da degeneragao
adiposa. Quantifica-se também a area em micrébmetros (um) apds calibragdo da

analise. Os valores médios foram calculados e comparados estatisticamente.

4.10.1 Protocolo Fiji ImageJ na histologia

O protocolo utilizado requer um sistema operacional de 32/64 bits (Li et al.,
2023). Os scripts dependem de java e Fiji ImageJ (Malhan et al., 2018; Li et al., 2023).
Portanto, qualquer sistema operacional (Windows/Mac/Linux) com versao atualizada
do java pode ser usado para executar histomorfometria. O Fiji ImageJ (versao 1.54m)
foi usado como plataforma para executar o programa e como base para obtengao dos
tons da imagem (azul, vermelho e verde), obtengdo das imagens binarias e calculo
dos parametros 6sseos como espessura 6ssea trabecular (Tb. Th) e espago 6sseo
trabecular (Tb. Sp). Enquanto, BonedJ foi usado como base para criar um segundo
script otimizado para obter parametros como areas do volume 6ésseo total (BV), do
volume total de tecido (TV) e do volume ésseo total dividido pelo volume total de tecido

(BVITV) (%) (Doube et al., 2010). Passo a passo para o calculo dos parametros:

1. Abrir aimagem HE no software computacional “Fiji ImageJ” - versdo 1.54m (dominio

publico — hitps://imagej.net/software/fiji/downloads) (Schindelin et al.,, 2012).

Selecione a ferramenta “Wand” na barra de ferramentas. Clique no osso trabecular

(Figura 29): Analise inicial.



Figura 29 — Analise inicial da imagem no software Fiji ImageJ
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2. Abrir comandos de configuragao: “Analyze” >> “Set Scale” e depois inserir a

ampliacao conhecida (“Known Distance”).

3. Utilizacdo da ferramenta de linha reta para esbog¢ar uma unidade de comprimento

em micrémetros e clique em “Analyze” >> “Set Scale”. Defina a “Known distance”

(mostrado na lamina) - no canto inferior direito - e a “Pixel aspect ratio” para 1 e clique

em “OK”. O ImageJ pode converter o comprimento do pixel para o comprimento da

unidade no micrdmetro. Observagao: utilizada a objetiva de 10X com distancia

conhecida de 100 micrédmetros (Figura 30): Calibragao da imagem.

Figura 30 — Calibragdo da imagem
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4. Ajustes da imagem (Figura 31):
“Image” >> “Adjust” >> “Brithness” e “Contrast” (“Auto>>Apply”).
‘Image” >> “Adjust” >> “Window” e “Level” (“Auto>>Apply”).
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“Process” >> “Smooth.”

“Process” >> “Enhance contrast.”

Figura 31 — Ajustes da imagem
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5. Calibracao dos parametros:

Va para “Analyze” >> “Set Measurements”. Marcar “Area,” “Mean Gray Value,”
“Standard Deviation,” e “Min & Max gray value.” Deixe todas as outras caixas
desmarcadas e clique em “OK”.

6. Medicao dos parametros:

Va para “Analyze” >> “Measure”. Uma janela aparecera com essas métricas para o
ROI na sua caixa de selegao;

Va para “Analyze” >> “Color Histogram”. Isso |he dara os valores de cor vermelha,
verde e azul em um formato de histograma e uma TABELA em uma janela “Results”;
Na janela Resultados, va para “Edit” >> “Copy”. Em seguida, em uma planilha do Excel
na qual vocé esta salvando os dados, cole-os |a com os rotulos apropriados.

7. Binarizagao da imagem:

Execute “Process” >> “Filters” >> “Gaussian Blur (2D)” com um sigma de 2.0;
Execute “Image” >> “Adjust” >> “Color Threshold”, selecione “Dark background” e
“Stack histogram”, clique em “Auto” e depois em “Apply”;

Na janela “Convert Stack to Binary”, desmarque todas as caixas de selegdo e
selecione “Method: Default”, “Background: Dark”, clique em “OK”;

“Execute Process” >> “Binary” >> “Make Binary” para converter a imagem colorida em
uma imagem binaria.

8. Execucao do BoneJ:
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Executar “Plugins” >> “BoneJ” >> “Fraction” >> “Area/Volume Fraction” para calcular
BV, TV e BV/TV;

Use o plugin “Boned” (Domander; Felder; Doube, 2021) no software para analisar
parametros estruturais: Execute “Area/Volume Fraction” para calcular o volume 6sseo
para o volume total de tecido (BV/TV [%]). NOTA: Este método é aplicavel para
trabéculas ésseas e medula éssea, preenchendo todo o ROI nas imagens HE (Figura
32): Calculo “plugin Boned” BV, TV e BV/TV.

Figura 32 — Calculo plugin Boned BV, TV e BV/TV
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9. Calcular a espessura 6ssea trabecular (Tb. Th):

Utilizar Imagem em 8 bits. Utilizar as medigdes 2D de espessura com a versao interna
do “Local Thickness” (use o campo de pesquisa na barra de tarefas ou pressione a
tecla [L] e pesquise), que deve ser executada em suas imagens 2D ajustando circulos
em vez de esferas. Os resultados sdo os valores em micrébmetros da imagem rotulados
pela calibragdo. Obter as estatisticas da imagem com os comandos de medigdo ou
histograma (Schindelin, 2012) (Figura 33): Calculo espessura 0ssea trabecular (Tb.
Th).
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Figura 33 — Calculo espessura 6ssea trabecular (Tb. Th)
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10. Calcular o espago 6sseo trabecular (Tb. Sp):

Duplicar uma imagem, inverter para binario e calcular a “Local Thickness” novamente
conforme descrito no item 9 (Schindelin, 2012) (Figura 34): Célculo espago ésseo
trabecular (Tb. Sp).

Figura 34 — Calculo espago ésseo trabecular (Tb. Sp)
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4.11 ANALISE BIOQUIMICA DE MARCADORES OSSEOS

4.11.1 Amostra do sangue
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Com a obtencéo do sangue do animal no momento da eutanasia foi realizada
a dosagem de calcio, fosforo e fosfatase alcalina através do Equipamento cobas c111-

Roche® com uso de kits para analise dos analitos mencionados.

4.12 TIPOS DE MEDIDAS DE RESULTADO

A avaliagao radiografica, tecidual e laboratorial em todos os grupos.

Avaliacdo dos animais ocorrera apos a OVX nos meses 1, 2 e 3 apos as
intervencdes.

Desfechos: foram avaliadas as radiografias pela técnica Densitometria
Radiografica da Coluna e Fémur Direito dos ratos durante os meses 1, 2 e 3 apos
OVX. Foram avaliados parametros laboratoriais (Ca, P e FA) e parametros
histomorfométricos avaliagao dos histologistas e Fiji Imaged (BV, TV e BV/TV %, Tb.
Th e Tb. Sp) nas amostras da coluna e do fémur esquerdo de todos os animais durante

0 seguimento.

4.13 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram apresentados em média + desvio padrdao. A normalidade dos
dados foi verificada pelo teste Komolgorov-Smirnov. O teste de Levene foi utilizado
para investigar a homogeneidade das varidncias. Para testar a diferenca entre os
grupos em relagao ao calcio, fosforo e FA, utilizou-se a analise de variancia (ANOVA)
de um caminho, seguida do teste post-hoc de Bonferroni. A analise de covariancia
(ANCOVA) mista de duas vias foi usada para comparar o efeito de diferentes
formulagdes sobre o peso e a densidade 6ssea da coluna e do fémur dos ratos (entre
fatores — 8 grupos, e dentro dos fatores — 3 pontos no tempo), utilizando o valor pré-
teste como covariavel. A esfericidade dos dados foi avaliada pelo teste de Mauchly, e
os graus de liberdade foram ajustados usando a corregdo de Greenhouse-Geisser.
Os efeitos principais e/ou interagdes significativas foram analisados por comparagbes
multiplas, com post hoc de Bonferroni. O tamanho do efeito foi calculado por eta ao
quadrado parcial (n??), com a magnitude considerada como: pequena - n? = 0,01;
moderada - n? = 0,05; e grande - n? = 0,25. O tamanho do efeito (TE) nas comparagées
pareadas de médias foi calculado pelo d de Cohen, adotando a seguinte classificagéo:
pequeno < 0,50; moderado 0,50-0,79; grande = 0,80 (Cohen, 1992). O coeficiente de
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correlagdo intraclasse (CCIl) foi usado para a andlise da reprodutibilidade
interobservadores, sendo adotada a seguinte classificagao: ruim < 0,50, moderado
0,50 a 0,75, bom 0,75 a 0,90 e excelente >0,90 (Koo; Li, 2016). A analise estatistica
foi realizada através do software SPSS version 21.0 (IBM-SPSS Inc., Chicago, IL,
USA). O valor de p < 0,05 foi adotado para significancia estatistica (Cohen, 1992).
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5 RESULTADOS

5.1 MODELO DE OSTEOPOROSE POR OVARIECTOMIA (OVX)

O modelo experimental de osteoporose em ratas ovariectomizadas tem sido
amplamente utilizado na pesquisa biomédica devido a sua capacidade de replicar os
aspectos fisiopatoldgicos da osteoporose pds-menopausica em humanos (Dai et al.,
2014), bem como, na avaliagcao de potenciais tratamentos. Esse modelo se baseia na
remogao cirurgica dos ovarios, o que simula a deficiéncia de estrogénio que ocorre
em mulheres na pds-menopausa, principal causa da osteoporose nessa populagao
(Luengo-Mateos et al., 2024).

Este estudo investigou as alteragcées Osseas, bioquimicas e estruturais em
ratas submetidas a ovariectomia, contribuindo para o entendimento dos mecanismos
envolvidos na perda 6ssea induzida pela deficiéncia de estrogénio. Este trabalho
utilizou 96 ratas primiparas em diferentes grupos experimentais. Desse total, somente
dois animais foram perdidos apds os procedimentos de radiografia mensal. Os
animais SHAMRE 4 e SHAME 5 foram encontrados mortos nas gaiolas no dia seguinte

as segundas radiografias.

5.1.1 Peso Corporal

Para a caracterizacdo do modelo de Osteoporose, foram utilizadas 16 ratas
primiparas, com idade variando entre 6 e 9 meses, as quais foram divididas em dois
grupos, CONTROLE e OVX12.

Os pesos dos animais sao apresentados na Tabela 6 e Figura 35.

Tabela 6 — Média do Peso de Ratos em gramas dos grupos CONTROLE e OVX12

ao longo de 12 semanas.

GRUPOS PRE-OP 4 SEMANAS 8 SEMANAS 12 SEMANAS

CONTROLE 182,44 + 186,25 + 12,33 190,38 + 9,83 192,75 £ 12,80
11,50

A Peso - 3,81 4,13 2,37

ovX12 211,31 £8,69 227,06 + 11,00 236,5 + 14,56 242 + 15,89

A Peso - 15,75 9,44 5,50

Dados expressos em média + desvio padrao; Legenda: CONTROLE- referéncia (nenhuma
intervencgao) - 12 semanas, OVX12- Ovariectomia - 12 semanas, PRE-OP- pré-operatério.
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Figura 35 — Grafico comparativo do Aumento Percentual de Peso em Modelos OVX
vs. CONTROLE ao Longo do Tempo.
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Letras diferentes (a,b) indicam diferencas estatisticas entre os grupos, p<0,05. Legenda:
CONTROLE- referéncia (nenhuma intervencao) - 12 semanas, OVX12- Ovariectomia - 12
semanas.

Nossos dados, relacionados ao peso dos animais, demonstraram que os
animais do grupo CONTROLE ganharam pouco peso ao longo do seguimento clinico
das 12 semanas (Tabela 6). Por outro lado, os animais do grupo OVX12 apresentaram
ganhos de pesos mais exuberantes. Observa-se um maior ganho de corpéreo
decrescente ao longo do periodo analisado, ou seja, durante o primeiro més, um
ganho maior de peso, menor no segundo més e uma pequena alteragdo no terceiro
més (Tabela 6).

Apo6s o controle do peso dos animais para uniformizacdo da analise das
variaveis, observa-se uma variagdo positiva do peso corporal de 14,8% no grupo

OVX12 conforme evidenciado na Figura 36.
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Figura 36 — Grafico demonstrando variagao do Peso Corporal em 12 Semanas nos

Grupos Controle e OVX expresso em média + desvio padrao.
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Letras diferentes (a, b) indicam diferengas estatisticas entre os grupos, p<0,05. Legenda:
CONTROLE- referéncia (nenhuma intervencéo) - 12 semanas, OVX12- Ovariectomia - 12
semanas.

5.1.2 Parametros de Marcadores Osseos

ApOs a eutanasia dos animais, o sangue coletado foi submetido a analise de
calcio (Ca), fésforo (P) e fosfatase alcalina (FA). Os dados dos grupos OVX e
CONTROLE séao apresentados na Tabela 7. Podemos observar que o grupo
CONTROLE apresentou maiores valores de Ca (11,37 mg/dl), P (5,99 mg/dl) e
menores valores de FA (93,6 U/L). Enquanto os animais do grupo OVX apresentaram
diminuicao dos niveis de Ca (10,24 mg/dl) e P (3,85 mg/dl) e aumento dos valores de
FA (140,61 U/L) fato que corrobora o incremento no metabolismo ésseo iniciado apos
a ovariectomia com mobilizagao de calcio sérico e incremento da FA pelo aumento da
atividade Ossea (Saleh et al., 2020).
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Tabela 7 — Valores do caélcio, fosforo e fosfatase alcalina nos grupos CONTROLE vs

OVX expressos em média + desvio-padrao.

GRUPOS CALCIO (mg/dl) FOSFORO (mg/dl) FA (U/L)
CONTROLE 11,37 £ 2,01° 5,99 + 4,65 93,60 + 14,96
oVvX12 10,24 + 0,242 3,85+ 0,52 140,61 + 28,58 2

*diferenca estatistica em relagdo ao grupo de referéncia, p = 0,007; letras diferentes indicam
diferengas estatisticas entre os grupos. Legenda: CONTROLE- referéncia (nenhuma
intervencao) - 12 semanas, OVX12- Ovariectomia - 12 semanas, FA- Fosfatase alcalina.

5.1.3 Imagens Radiograficas

A andlise dos exames de imagem levou em consideragdo um segmento da
coluna contendo as 4 primeiras vértebras lombares e o terco distal do fémur direito

proximal a articulagao do joelho conforme a Figura 37.

Figura 37 — Areas de interesse marcadas nas radiografias para medicdo 6ssea

coluna (a)- 4 primeiras vértebras lombares e fémur direito (b)- tergo distal do fémur

direito proximal a articulag&o do joelho.

A Figura 38 demonstra as imagens radiograficas de um representante de cada
grupo CONTROLE e OVX12 no periodo pré-cirurgico e 12 semanas de seguimento.
Observa-se na Figura 38 que as alteracdes nos exames de imagem das ratas sao

pouco perceptiveis nas radiografias comparativas.
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Figura 38 — Imagens das ratas de numero 1 dos grupos OVX12 e CONTROLE pré-

operatério e 12 semanas de seguimento.

Legenda: a- CONTROLE pre-op, b- CONTROLE pos-op, c- OVX12 pre-op, d- OVX12 pos-op.
CONTROLE- referéncia (nenhuma intervencado) - 12 semanas, OVX12- Ovariectomia - 12
semanas. CONTROLE- referéncia (nenhuma intervengdo) - 12 semanas, OVX12-
Ovariectomia - 12 semanas, PRE-OP- pré-operatério, POS-OP- pés-operatorio

As analises dos exames de imagem de coluna dos animais do grupo OVX
apresentaram alteragcées muito sutis na sua variagéo, somente 1,5% dessa medida
ao longo das 12 semanas (Figura 39). Por outro lado, o grupo CONTROLE apresentou

variagdo negativa nos exames de imagem com perda 0ssea, variagéo -2,5%.

Figura 39 — Grafico da variacdo Percentual dos Radiografias da Coluna nos Grupos

OVX vs Controle ao longo de 12 Semanas expressos em valores de média + desvio-
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Letras iguais (a) diferencas nao significativas entre os grupos, p>0,05. Legenda: CONTROLE-
referéncia (nenhuma intervengao) - 12 semanas, OVX12- Ovariectomia - 12 semanas.

De maneira semelhante ao que aconteceu na coluna, os exames de imagem
do fémur do grupo OVX apresentou uma variagdo de 3,0% enquanto o grupo
CONTROLE variou apresentou variagéo negativa de - 2,5%, porém nesse caso houve

diferenca estatistica (Figura 40).

Figura 40 — Grafico da variagdo Percentual dos Radiografias do Fémur nos Grupos
OVX vs Controle ao longo de 12 Semanas expressos em valores de média + desvio-

padrao
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Letras diferentes (a, b) indicam diferengas estatisticas entre os grupos, p<0,05. Legenda:
CONTROLE- referéncia (nenhuma intervencao) - 12 semanas, OVX12- Ovariectomia - 12
semanas.

5.1.4 Parametros Histolégicos

A Figura 41 apresenta imagens histoldgicas representativas da coluna e do
fémur direito, a esquerda e a direita respectivamente o animal identificado numero 1
dos grupos OVX12 (a e b) e CONTROLE (c e d). Observa-se nas imagens
microscopicas da Figura 41 as trabéculas finas no grupo OVX (setas) e a degeneragao
adiposa mais intensa (cabeca de seta). Na figura inferior observam-se laminas do

grupo CONTROLE com estrutura trabecular e espagamento mantidos.
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Figura 41 — Imagens de microscopia ampliagdo 10x mostrando comparativo

imagens da coluna a esquerda e do fémur a direita dos grupos OVX12 (aeb) e
CONTROLE (c e d).

Legenda: setas demonstrando a espessura cortical, setas duplas demonstrando
espessamento cortical e cabega de seta demonstrando degeneracao gordurosa. Legenda: a-
OVX12-Coluna, b- OVX12- Fémur, c- CONTROLE- Coluna, d- CONTROLE- Fémur,
CONTROLE- referéncia (nenhuma intervencao) - 12 semanas, OVX12- Ovariectomia - 12
semanas.

A analise 6ssea pelo Fiji Imaged avaliando as imagens histologicas da coluna
evidenciou que o BV no grupo CONTROLE apresentou uma média de 761.673,6 pm>.
Esse valor foi abaixo daquele valor encontrado no grupo de animais OVX. A analise
Ossea pelo Fiji Imaged avaliando as imagens histologicas da coluna do grupo OVX12
apresentou uma média de BV de 848.678,9 um? (Tabela 8). A razdao BV/TV 58% no
grupo OVX12 e 52% no grupo CONTROLE (Figura 42). Isso demonstra que os
animais do grupo CONTROLE apresentam uma relagao tecido 6sseo e total de tecido

abaixo de média dos animas ovariectomizados.
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Tabela 8 — Histologia Coluna Fiji ImageJ- Indicadores Histoldgicos da Coluna de

ratos CONTROLE e OVX12 expressos em média + desvio-padrao.

Grupos BV pm? TV um? BVITV% Tb.Thum Thb. Sp um
7616736 £ 14656656 « T 17.03% 160.70 =
CONTROLE 55767770 148447 0522004 11,54 61,17
8486789 1468807.0 ] 144,26 +
OVX12 11248508 * ot6p4s 0580977 10008591 i)

Nas colunas, letras diferentes a,b indicam diferencas estatisticas entre grupos, p<0,05 pelo
teste post-hoc de Bonferroni; Legenda: CONTROLE- referéncia (nenhuma intervencgéo) - 12
semanas, OVX12- Ovariectomia - 12 semanas, BV- volume 6sseo total, TV- volume total de
tecido, BV/TV do volume dsseo total dividido pelo volume total de tecido, Th. Th- espessura
6ssea trabecular, Th. Sp- espaco 6sseo trabecular, um- micrometros.

Figura 42 — Gréfico da variagdo da raz&o entre Volume Osseo e Total de tecido
(BV/TV) na coluna dos grupos OVX12 e CONTROLE.
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Letras diferentes a,b indicam diferengas estatisticas entre os grupos. Legenda: CONTROLE-
referéncia (nenhuma intervengéo) - 12 semanas, OVX12- Ovariectomia - 12 semanas, BV-
volume ésseo total, TV- volume total de tecido, BV/TV do volume 6sseo total dividido pelo
volume total de tecido.

Por outro lado, a avaliagao histolégica do fémur do grupo OVX comparado com
o CONTROLE demonstrou uma média de BV de 851.318,4 um? versus 810.806,4 pm?
(Tabela 9). A variagdo da razao BV/TV 58% versus 55% (Figura 43). De forma
semelhante ao que ocorre na coluna, os valores encontrados no fémur dos animais
do grupo CONTROLE sao menores quando comparados aos que os encontrados no
grupo OVX.
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Tabela 9 — Histologia do Fémur Fiji Imaged- Indicadores Histologicos do Fémur de

ratos CONTROLE e OVX12 expressos em média + desvio-padrao.

Grupos BV pm? TV pm? BVITV% Tb.Thuym Th.Sppum
810806,4 + 1468763,3 + b 147 47 +

CONTROLE = .5, 75 0000.0° 0,55+0,08° 1120279 o0,
851318,4 + 1468763,3 + 135,89 +

oVX12 117685.00  0000.02 0,58 + 0,082 11,02 + 3,88 25 02

*diferenca estatistica em relacdo ao grupo de referéncia, p = 0,007; letras diferentes a,b
indicam diferengas estatisticas entre os grupos. Legenda: CONTROLE- referéncia (nenhuma
intervencao) - 12 semanas, OVX12- Ovariectomia - 12 semanas, BV- volume ésseo total, TV-
volume total de tecido, BV/TV do volume ésseo total dividido pelo volume total de tecido, Tb.
Th- espessura 0ssea trabecular, Tb. Sp- espaco 6sseo trabecular, um- micrébmetros.

Figura 43 — Grafico da variagdo da razéo entre Volume Osseo e Total de Tecido
(BV/TV) no fémur dos grupos OVX12 e CONTROLE.

Fémur BV/BT OVX12 X CONTROLE

0.59
0.58
0.58
0.57
0.57
0.56
0.56
0.55
0.55
0.54
0.54

0.58 a

0.55 b

Média Razéo BV/TV

1
Grupos

mOVX12 © CONTROLE

Letras diferentes a,b indicam diferengas estatisticas entre os grupos. Legenda: CONTROLE-
referéncia (nenhuma intervencao) - 12 semanas, OVX12- Ovariectomia - 12 semanas, BV-
volume 6ésseo total, TV- volume total de tecido, BV/TV do volume ésseo total dividido pelo
volume total de tecido.

52 RESULTADOS COMPARATIVO EM DIFERENTES CONDICOES
EXPERIMENTAIS

Foram avaliadas as radiografias pela técnica Densitometria Radiografica da
Coluna e do Fémur Direito dos ratos durante os meses 1, 2 e 3 apds ovariectomia
(OVX). Foram apreciados parametros laboratoriais como a dosagens de caélcio (Ca),

fésforo (P) e fosfatase alcalina (FA) e parametros histomorfométricos pelo software
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Fiji ImageJ como volume ésseo total (BV), volume total de tecido (TV), volume ésseo
total dividido pelo volume total de tecido (BV/TV), espessura dssea trabecular (Tb. Th),
espaco 0sseo trabecular (Tb. Sp) nas amostras da coluna e do fémur direito apds a
eutanasia e adicionalmente as laminas histolégicas foram submetidas avaliagado de
dois histologistas com experiéncia em tecido ésseo para o calculo do coeficiente de

correlagao intraclasse (CCl).

5.2.1 Peso Corporal

Os resultados obtidos evidenciaram diferencas significativas no
comportamento do peso corporal dos grupos experimentais ao longo das 12 semanas
de acompanhamento. Os grupos ovariectomizados (OVX12, OVXE, OVXR, OVXRE)
apresentaram os maiores ganhos percentuais de peso (entre 14,1% e 18,2%) ao longo
do periodo (Figura 44). Esse resultado € esperado devido a relagdo conhecida entre
a ovariectomia e alteracdes metabdlicas, como o aumento do peso corporal causado
pela auséncia de hormdnios ovarianos, que afetam a regulagcdo energética e a

deposig¢ao de gordura (Liu et al., 2024).
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Figura 44 — Grafico demonstrando variagao do Peso Corporal em 12 Semanas nos

diferentes grupos expresso em média + desvio padrao.
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Letras diferentes (a, b) indicam diferencas estatisticas entre os grupos, p<0,05. Legenda:
CONTROLE- referéncia (nenhuma intervengéo) - 12 semanas, OVX12- Ovariectomia - 12
semanas, OVXR12- Ovariectomia + Risedronato de Sédio - 12 semanas, OVXE- Ovariectomia
+ Exercicio - 12 semanas, OVXRE- Ovariectomia + Risedronato de Sédio + Exercicio - 12
semanas, SHAME- cirurgia simulada + Exercicio - 12 semanas, SHAMR- Cirurgia Simulada +
Risedronato de Sadio - 12 semanas, SHAMRE- Ovariectomia + Risedronato de Sodio +
Exercicio - 12 semanas.

O maior ganho foi observado no grupo OVXRE (18,2%), que combinou
exercicios e medicacdo. Este resultado sugere um possivel efeito sinérgico dessas
intervengdes na modulagdo do peso corporal, particularmente na preservacao de
massa magra e na reducgao relativa do ganho de massa adiposa (Medina-Contreras
et al., 2020). Os grupos SHAM e CONTROLE apresentaram ganhos de peso
modestos e semelhantes (1,8% a 6,2%), com destaque para os grupos SHAMRE
(1,8%) e SHAMR (0,6%), que praticamente mantiveram o peso ao longo do
experimento (Figura 44).

A analise ANCOVA indicou auséncia de relacao estatisticamente significativa
entre os pesos inicial e final (F2,106 = 0,300; p = 0,74; n? = 0,01), reforcando que as
variagdes observadas no peso nao foram influenciadas pelas condi¢gdes basais, mas
sim pelas intervengdes realizadas. O efeito de interagao significativo entre os grupos

e o tempo (F14,106 = 4,666; p < 0,001; n? = 0,38) evidencia que os tratamentos
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aplicados impactaram distintamente o padrao de variagao de peso ao longo do tempo,
independentemente do peso inicial. Esses resultados sao representados de forma

clara na Figura 45, bem como na Tabela 10.

Figura 45 — Grafico de linhas representando a média ajustada dos grupos para a
variavel peso dos ratos ao longo de 12 semanas, considerando o peso pré-teste

como covariavel = 197,18g.
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Legenda: CONTROLE- referéncia (nenhuma intervengdo) - 12 semanas, OVX12-
Ovariectomia - 12 semanas, OVXR12- Ovariectomia + Risedronato de Sdédio - 12 semanas,
OVXE- Ovariectomia + Exercicio - 12 semanas, OVXRE- Ovariectomia + Risedronato de
Sodio + Exercicio - 12 semanas, SHAME- cirurgia simulada + Exercicio - 12 semanas,
SHAMR- Cirurgia Simulada + Risedronato de Sédio - 12 semanas, SHAMRE- Ovariectomia +
Risedronato de Sdédio + Exercicio - 12 semanas.
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Tabela 10 — Média do Peso de ratos em gramas ao longo de 12 semanas

comparando diferentes grupos experimentais expresso em média + desvio-padrao

GRUPOS PRE-OP 4 sem 8 sem 12 sem

CONTROLE 202,48 £ 9,79 206,11 £ 12,15 209,43 + 12,76
ovX 211,11+ 9,70 221,42 + 12,04 226,28 + 12,64
OVXR 216,50 £ 8,72 227,31 £ 10,82 225,07 £ 11,36
OVXE 197 18 213,50 £ 9,40 221,04 + 11,66 228,98 £ 12,24
OVXRE ’ 213,74 + 8,65 219,45+ 10,73 233,09 + 11,27
SHAMR 196,98 + 8,89 204,19 + 11,02 198,30 + 11,58
SHAME 199,03 + 9,51 206,06 + 11,80 208,95 + 12,39
SHAMRE 189,52 £ 9,92 201,05+ 12,31 200,81 + 12,93

Legenda: CONTROLE- referéncia (nenhuma intervengdo) - 12 semanas, OVX12-
Ovariectomia - 12 semanas, OVXR12- Ovariectomia + Risedronato de Sdédio - 12 semanas,
OVXE- Ovariectomia + Exercicio - 12 semanas, OVXRE- Ovariectomia + Risedronato de
Sodio + Exercicio - 12 semanas, SHAME- cirurgia simulada + Exercicio - 12 semanas,
SHAMR- Cirurgia Simulada + Risedronato de Sédio - 12 semanas, SHAMRE- Ovariectomia +
Risedronato de Sddio + Exercicio - 12 semanas, PRE-OP- pré-operatério.

A Figura 45 e a Tabela 10 mostram que os grupos OVX’s apresentaram
aumentos consistentes de peso ao longo do tempo, enquanto os grupos SHAM'’s e
CONTROLE apresentaram variagdes menos acentuadas, sugerindo uma menor

resposta as condicbes metabdlicas alteradas pela ovariectomia.

5.2.2 Parametros de Marcadores Osseos

Os parametros laboratoriais analisados s&o apresentados na Tabela 11. Os
animais do grupo ovariectomia apresentam diminui¢ao dos niveis de Ca (10,24 mg/dl)
e P (3,85 mg/dl), porém aumentaram os valores de FA (140,61 U/L) fato que corrobora
o aumento metabolismo 6sseo iniciado apos a ovariectomia (Saleh et al., 2020). A
ANOVA de um caminho mostrou diferengas estatisticas entre os grupos em relagéo
aos valores de Ca (F7,54 = 2,474; p = 0,03) e FA (F7,54 = 11,245; p < 0,001). Quanto
a FA, o grupo OVX e suas combinagdes apresentaram maiores valores em relagao
aos grupos SHAM e CONTROLE (Tabela 11).
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Tabela 11 — Valores do calcio, fosforo e FA nos diferentes grupos expressos em

meédia * desvio-padrao.

GRUPOS Ca (mg/dl) P (mg/dl) FA (U/L)

CONTROLE 11,37 + 2,01 5,99 + 4,65 93,60 + 14,96°
ovX12 10,24 + 0,24 3,85+ 0,52 140,61 £ 28,58 2
OVXR12 10,30 £ 0,83 2,81+1,56 148,69 + 37,367
OVXE 10,25 £ 0,44 3,89+0,94 118,52 + 25,072
OVXRE 10,37 + 0,46 3,99 + 0,86 141,84 £ 20,972
SHAME 9,40 +1,21* 4,07 £ 0,93 81,83 £ 16,02 °
SHAMR 9,87 £ 0,84 4,64 + 0,63 73,04 £ 22,42°
SHAMRE 10,21 + 0,46 4,44 + 1,20 107,76 + 17,85°

*diferenca estatistica em relacdo ao grupo de referéncia, p = 0,007; letras diferentes indicam
diferengas estatisticas entre os grupos. Legenda: CONTROLE- referéncia (nenhuma
intervengdo) - 12 semanas, OVX12- Ovariectomia - 12 semanas, OVXR12- Ovariectomia +
Risedronato de Sddio - 12 semanas, OVXE- Ovariectomia + Exercicio - 12 semanas, OVXRE-
Ovariectomia + Risedronato de Sédio+ Exercicio - 12 semanas, SHAME- cirurgia simulada +
Exercicio - 12 semanas, SHAMR- Cirurgia Simulada + Risedronato de Sdédio - 12 semanas,
SHAMRE- Ovariectomia + Risedronato de Sdédio+ Exercicio - 12 semanas, Ca- calcio, P-
fosforo, FA- Fosfatase alcalina.

O grupo CONTROLE apresentou os niveis mais elevados de calcio (11,37 %
2,01 mg/dl), indicando homeostase 6ssea preservada (Li et al., 2014). Nos grupos
ovariectomizados (OVX e combinagdes), os niveis variaram de 10,24 + 0,24 mg/dl a
10,37 + 0,46 mg/dl, mostram uma leve redugéo em relagdo ao CONTROLE, mas com
preservacao relativa. Isso € esperado devido a mobilizagdo dssea pos-ovariectomia
(Saleh et al., 2020). A ANOVA revelou diferengas estatisticamente significativas entre
grupos na avaliagédo dos niveis de Ca (F7,54 = 2,474; p = 0,03), sugerindo impacto
dessas intervengdes. A manutengdo dos niveis de célcio nos grupos
ovariectomizados, apesar do aumento do turnover 6sseo (indicado por FA elevada),
pode indicar o papel de mecanismos compensatorios para a regulagdo do calcio
sérico, como absorg¢ao intestinal e mobilizagdo éssea (Ali et al., 2023).

Em relacéo ao P, ndo foram observadas diferengas estatisticas entre os grupos
(F7,54 =1,755; p = 0,12) (Tabela 11). O grupo CONTROLE apresentou os maiores
niveis de fésforo (5,99 £ 4,65 mg/dl), enquanto os grupos OVX12 e suas combinagoes
apresentaram niveis reduzidos, especialmente o grupo OVXR12 (2,81 + 1,56 mg/dI).

A andlise da FA demonstrou que os grupos OVX apresentaram os maiores
niveis, com destaque para OVXR12 (148,69 + 37,36 U/L) e OVXRE (141,84 £ 20,97
U/L), enquanto os grupos SHAM e CONTROLE apresentaram valores mais baixos
(73,04 + 22,42 U/L no SHAMR e 93,60 + 14,96 U/L no CONTROLE). Diferengas

estatisticas significativas foram encontradas entre os grupos para FA (F7,54 = 11,245;
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p < 0,001). O aumento da FA é consistente com a intensificagdo do turnover 6sseo
nos grupos ovariectomizados, refletindo maior atividade osteoblastica e remodelagao
o0ssea (Zhang et al., 2020).

5.2.3 Imagens Radiograficas

Neste estudo utilizamos a técnica de Densitometria Radiografica (DR)
(Antonietto, 2010) para avaliar as alteragbes Osseas em ratas ovariectomizadas
submetidas a tratamentos com bifosfonatos e exercicios, permitindo a analise
quantitativa e qualitativa da DMO e da microarquitetura 6ssea. Embora ndo possua a
resolucao tridimensional da microtomografia computadorizada, a DR é amplamente
utilizada devido ao seu custo-beneficio e a capacidade de monitorar alteragdes na
DMO ao longo do tempo (Antonietto, 2010).

Abaixo seguem imagens dos animais de um exemplo do primeiro animal de
cada grupo. Radiografias evidenciando a coluna e o fémur dos animais: pré-operatorio

e 12 semanas de seguimento ao final do tratamento (Figura 46).
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Figura 46 — Radiografia evidenciando o primeiro animal de cada grupo experimental: CONTROLE, OVX12, OVXR12, OVXE,
OVXRE, SHAME, SHAMR e SHAMRE.

Legenda: a- CONTROLE pre-op, b- CONTROLE pos-op, ¢c- OVX12 pre-op, d- OVX12 pos-op, e- OVXR12 pre-op, f- OVXR12 pos-op, g- OVXE
pre-op, h- OVXE pos-op, i- OVXRE pre-op, j- OVXRE pos-op, k- SHAME pre-op, i- SHAME pos-op, m- SHAMR pre-op, n- SHAMR pos-op, o-
SHAMRE pre-op, p- SHAMRE pos-op. Legenda: CONTROLE- referéncia (nenhuma intervengao) - 12 semanas, OVX12- Ovariectomia - 12
semanas, OVXR12- Ovariectomia + Risedronato de Sdodio - 12 semanas, OVXE- Ovariectomia + Exercicio - 12 semanas, OVXRE- Ovariectomia
+ Risedronato de Sédio+ Exercicio - 12 semanas, SHAME- cirurgia simulada + Exercicio - 12 semanas, SHAMR- Cirurgia Simulada + Risedronato
de Sdédio - 12 semanas, SHAMRE- Ovariectomia + Risedronato de Soédio+ Exercicio - 12 semanas, PRE-OP- pré-operatério, POS-OP- pés-

operatério.
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Em relacéo a analise das radiografias da coluna dos ratos, a ANCOVA mostrou
qgue havia relacionamento entre os escores da radiografia (RX) da coluna do pré-teste
e do pos-teste (F2,106 = 4,120; p = 0,03; n2 = 0,07). As médias e o desvio-padréo
ajustados estdo apresentados na Tabela 12. Houve um efeito medida significativo,
mostrando diferengas estatisticas nos RX da coluna dos ratos apos 4, 8 e 12 semanas,
depois que os escores do pré-teste foram controlados (F2,106 = 3,950; p = 0,03; n2 =
0,07) (Figura 47). A analise de contraste mostrou maior valor no Raios-X da coluna
ap6s 12 semanas comparado ao valor pré-teste (2,582 = 0,105 vs. 2,537,

respectivamente; p = 0,007; d = 0,43), independente dos grupos.

Tabela 12 — Radiografias das colunas das ratas expressos em média + desvio-

padrédo em milimetros de aluminio (mmAl) ao longo de 12 semanas de seguimento.

GRUPOS 4 SEMANAS 8 SEMANAS 12 SEMANAS
CONTROLE 2,502 £ 0,100 2,510+ 0,131 2,473 £0,103
ovX12 2,582 £ 0,100 2,517 £ 0,131 2,574 £ 0,104
OVXR12 2,538 £ 0,100 2,569 + 0,131 2,590 £ 0,103
OVXE 2,509 £ 0,100 2,556 + 0,131 2,607 £ 0,103
OVXRE 2,482 + 0,101 2,484 + 0,132 2,566 + 0,104
SHAME 2,568 £ 0,107 2,561 + 0,140 2,646 £ 0,111
SHAMR 2,571 +£0,100 2,579 £ 0,131 2,563 £ 0,103
SHAMRE 2,592 £ 0,107 2,610+ 0,140 2,637 £ 0,110

Legenda: CONTROLE- referéncia (nenhuma intervengdo) - 12 semanas, OVX12-
Ovariectomia - 12 semanas, OVXR12- Ovariectomia + Risedronato de Sdédio - 12 semanas,
OVXE- Ovariectomia + Exercicio - 12 semanas, OVXRE- Ovariectomia + Risedronato de
Sodio+ Exercicio - 12 semanas, SHAME- cirurgia simulada + Exercicio - 12 semanas,
SHAMR- Cirurgia Simulada + Risedronato de Sédio - 12 semanas, SHAMRE- Ovariectomia +
Risedronato de Sédio+ Exercicio - 12 semanas, PRE-OP- pré-operatério.
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Figura 47 — Grafico de linhas representando a média ajustada dos grupos para a
variavel Radiografia da Coluna dos ratos ao longo de 12 semanas, considerando a

radiografia da coluna pré-teste como covariavel = 2,537.
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Legenda: CONTROLE- referéncia (nenhuma intervengdo) - 12 semanas, OVX12-
Ovariectomia - 12 semanas, OVXR12- Ovariectomia + Risedronato de Sédio - 12 semanas,
OVXE- Ovariectomia + Exercicio - 12 semanas, OVXRE- Ovariectomia + Risedronato de
Sodio+ Exercicio - 12 semanas, SHAME- cirurgia simulada + Exercicio - 12 semanas,
SHAMR- Cirurgia Simulada + Risedronato de Sédio - 12 semanas, SHAMRE- Ovariectomia +
Risedronato de Sdédio+ Exercicio - 12 semanas.

Nao foram observadas diferengas estatisticas na variagéo percentual (A%) do
RX da Coluna dos ratos entre os grupos: OVX12 (1,5%), OVXR12 (2,1%), OVXE
(2,8%), OVXRE (1,1%), SHAMR (1,0%), SHAME (4,3%), SHAMRE (3,9%) e
CONTROLE (-2,5%) (Figura 48).
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Figura 48 — Grafico da variagao Percentual dos Radiografias da Coluna nos
diferentes grupos ao longo de 12 Semanas expressos em valores de média +

desvio-padréo.
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Letras iguais diferencas nao significativas entre os grupos, p>0,05. Legenda: CONTROLE-
referéncia (nenhuma intervengédo) - 12 semanas, OVX12- Ovariectomia - 12 semanas,
OVXR12- Ovariectomia + Risedronato de Sdodio - 12 semanas, OVXE- Ovariectomia +
Exercicio - 12 semanas, OVXRE- Ovariectomia + Risedronato de Soédio+ Exercicio - 12
semanas, SHAME- cirurgia simulada + Exercicio - 12 semanas, SHAMR- Cirurgia Simulada +
Risedronato de Sdédio - 12 semanas, SHAMRE- Ovariectomia + Risedronato de Sddio+
Exercicio - 12 semanas.

Por outro lado, em relacdo a analise das radiografias do Fémur dos ratos, a
ANCOVA mostrou que havia relacionamento entre os escores do RX do fémur do pré-
teste e do pos-teste (F2,106 = 0,380; p = 0,68; n2 = 0,007). As médias e o desvio-

padrao ajustados estao apresentados na Tabela 13.
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Tabela 13 — Radiografias dos fémures das ratas expressos em média + desvio-

padrao em milimetros de aluminio (mmAl) ao longo de 12 semanas de seguimento.

GRUPOS 4 SEMANAS 8 SEMANAS 12 SEMANAS
CONTROLE 1,904 + 0,065 1,910 £ 0,064 1,928 + 0,079
ovX12 1,970 £ 0,064 1,934 + 0,063 2,016 £ 0,079
OVXR12 1,937 £ 0,066 1,987 £ 0,064 1,996 + 0,081
OVXE 1,915 + 0,065 2,009 + 0,064 2,026 + 0,080
OVXRE 1,908 + 0,065 1,967 + 0,064 2,106 + 0,081
SHAME 1,938 + 0,068 1,938 + 0,067 2,019 £ 0,084
SHAMR 1,966 + 0,064 2,012 + 0,063 2,036 + 0,079
SHAMRE 1,950 + 0,068 1,978 + 0,067 2,073 £ 0,084
Legenda: CONTROLE- referéncia (nenhuma intervengdo) - 12 semanas, OVX12-

Ovariectomia - 12 semanas, OVXR12- Ovariectomia + Risedronato de Sdédio - 12 semanas,
OVXE- Ovariectomia + Exercicio - 12 semanas, OVXRE- Ovariectomia + Risedronato de
Sodio+ Exercicio - 12 semanas, SHAME- cirurgia simulada + Exercicio - 12 semanas,
SHAMR- Cirurgia Simulada + Risedronato de Sédio - 12 semanas, SHAMRE- Ovariectomia +
Risedronato de Sédio+ Exercicio - 12 semanas, PRE-OP- pré-operatério.

Houve um efeito de interacao significativo entre os grupos e as medidas em 4,
8 e 12 semanas, mostrando diferencas estatisticas depois que os escores do fémur
do pré-teste foram controlados (F14,106 = 3,755; p < 0,001; n2 = 0,33). Isso indica
que a variagado do fémur dos ratos ao longo do tempo foi diferente entre os grupos
(Figura 49).
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Figura 49 — Grafico de linhas representando a média ajustada dos grupos para a
variavel Radiografias do Fémur dos ratos ao longo de 12 semanas, considerando as

radiografias da coluna pré-teste como covariavel = 1,958.
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Legenda: CONTROLE- referéncia (nenhuma intervencdo) - 12 semanas, OVX12-
Ovariectomia - 12 semanas, OVXR12- Ovariectomia + Risedronato de Sdédio - 12 semanas,
OVXE- Ovariectomia + Exercicio - 12 semanas, OVXRE- Ovariectomia + Risedronato de
Saédio+ Exercicio - 12 semanas, SHAME- cirurgia simulada + Exercicio - 12 semanas,
SHAMR- Cirurgia Simulada + Risedronato de Sédio - 12 semanas, SHAMRE- Ovariectomia +
Risedronato de Soédio+ Exercicio - 12 semanas.

A variacao percentual do RX do Fémur dos ratos foi similar entre os grupos:
OVX12 (3,0%), OVXR12 (1,9%), OVXE (3,5%), OVXRE (7,6%), SHAMR (4,0%),
SHAME (3,1%), SHAMRE (5,9%) e CONTROLE (-1,5%), havendo, no entanto, maior
ganho no grupo OVXRE em comparagao ao grupo de referéncia (7,6% vs. -1,5%,

respectivamente; p = 0,01) (Figura 50).
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Figura 50 — Grafico da variagdo Percentual dos Radiografias do Fémur nos
diferentes grupos ao longo de 12 Semanas expressos em valores de média +

desvio-padréo.
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Letras diferentes (a, b) indicam diferencas estatisticas entre os grupos, p>0,05. Legenda:
CONTROLE- referéncia (nenhuma intervengéo) - 12 semanas, OVX12- Ovariectomia - 12
semanas, OVXR12- Ovariectomia + Risedronato de Sédio - 12 semanas, OVXE- Ovariectomia
+ Exercicio - 12 semanas, OVXRE- Ovariectomia + Risedronato de Sodio+ Exercicio - 12
semanas, SHAME- cirurgia simulada + Exercicio - 12 semanas, SHAMR- Cirurgia Simulada +
Risedronato de Sdadio - 12 semanas, SHAMRE- Ovariectomia + Risedronato de Sddio+
Exercicio - 12 semanas.

5.2.4 Parametros Histologicos

A analise histomorfométrica € uma ferramenta essencial para compreender as
alteragdes estruturais e funcionais no tecido 6sseo (Cho et al., 2018). Abaixo pode-se
observar uma lamina de microscopia demonstrando alteragcbes ésseas tipicas do
processo osteopordtico: afilamento das trabéculas, diminuicdo da quantidade de
trabéculas visualizadas, aumento do espaco entre as trabéculas, conectividade
reduzidas e degeneragdo adiposa. Observam-se essas caracteristicas mais
pronunciadas no animal do grupo ovariectomia (OVX) (b) comparativo com animal do
grupo CONTROLE (a) (Figura 51).
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Figura 51 — Imagem histoldgica do osso aumento em 10X: osso com estrutura
mantida (a) e osteoporose instalada (b)- trabéculas mais finas, diminuicao da
guantidade de trabéculas visualizadas, aumento do espaco entre as trabéculas,
conectividade reduzidas e degeneragao gordurosa intensa.

5.2.4.1 Coluna

Abaixo seguem imagens da coluna dos animais numero 1 de cada grupo para

comparagao visual das alteragbes Osseas (Figura 52).
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Figura 52 — Imagens de microscopia histolégica em ampliacdo de 10x da coluna evidenciando o primeiro animal de cada grupo

Legenda: a- CONTROLE, b- OVX12, c- OVXR12, d- OVXE, e- OVXRE, f- SHAME, g- SHAMR, h- SHAMRE, CONTROLE- referéncia (nenhuma

intervencao) - 12 semanas, OVX12- Ovariectomia - 12 semanas, OVXR12- Ovariectomia + Risedronato de Sdédio - 12 semanas, OVXE-
Ovariectomia + Exercicio - 12 semanas, OVXRE- Ovariectomia + Risedronato de Sodio+ Exercicio - 12 semanas, SHAME- cirurgia simulada +
Exercicio - 12 semanas, SHAMR- Cirurgia Simulada + Risedronato de Sddio - 12 semanas, SHAMRE- Ovariectomia + Risedronato de Sédio+
Exercicio - 12 semanas.
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A andlise 6ssea pelo software Fiji Imaged avaliando as imagens histolégicas da
coluna do grupo OVX apresentou uma média de BV de 848.678,9 um?, com BV/TV
58% (Tabela 14). A ANOVA de um caminho mostrou diferengas estatisticas entre os
grupos em relagdo aos indicadores histolégicos da coluna: BV (F7,54 = 3,358; p =
0,005), TV (F7,54 = 6,794; p < 0,001) e Razdo BV/TV (F7,54 = 3,241; p = 0,006)
(Tabela 14). O grupo OVXRE apresentou maior escore no BV (p = 0,02) e na razao
BV/TV (p = 0,03). O grupo OVXRE apresentou maior escore no TV quando comparado
aos grupos (p = 0,02), OVXR12 (p<0,001), OVXE (p<0,001), SHAMR (p = 0,007) e
SHAMRE (p = 0,01). Nao houve diferenca estatistica entre o grupo OVX12 e os
demais grupos OVX (p>0,05). O grupo SHAME apresentou maior escore em relagéao
aos grupos OVXR12 (p = 0,006) e OVXE (p = 0,003). Nao foram observadas
diferencas estatisticas entre os grupos em relagdo aos indicadores histologicos da
coluna Tbh. Th (F7,54 = 1,472; p = 0,20) e Tb. Sp (F7,54 = 1,484; p = 0,19) (Tabela
14).
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Tabela 14 — Histologia Coluna Fiji Imaged — Média + Desvio-padrao de indicadores histolégicos da coluna vertebral de ratos

submetidos a diferentes tratamentos.

GRUPOS BV pm? TV um? Razao % Tbh. Th ym Tbh. Sp pm
CONTROLE 761673,6 + 65767,72 1465665,6 + 14844,7 0,52 + 0,04 2 17,03 + 11,54 160,70 + 61,17
ovX12 848678,9 +124850,8 ab 1468807,0 + 9162,4 abe 0,58 + 0,97 2 10,00 + 5,91 144,26 + 98,84
OVXR12 903123,3 + 84123,12> 1460769,8 + 1508,4 2 0,62 + 0,06 2 12,04 + 13,12 200,47 + 55,46
OVXE 783114,7 + 70451,5 ab 1460236,4 + 0000,0 2 0,54 + 0,05 2 9,96 + 1,95 123,78 + 45,91
OVXRE 933789,1 + 84321,2 P 1477365,0 + 0000,0 ® 0,63 +0,06" 7,63 +1,24 197,85 + 88,74
SHAME 786563,4 + 137994,9 1474300,6 + 5376,9 b¢ 0,53 + 0,09 2 14,36 + 5,53 220,41 + 157,40
SHAMR 838319,9 + 98917,4 2 1464502,9 + 0000,0 2 0,57 + 0,07 9,53 +2,11 138,46 + 17,98
SHAMRE 795680,4 + 60785,6 2 1464502,9 + 0000,0 ¢ 0,54 + 0,04 2 9,85 + 2,04 141,41 + 42,49

Nas colunas, letras diferentes a,b,c indicam diferencas estatisticas entre grupos, p<0,05 pelo teste post-hoc de Bonferroni; Legenda:
CONTROLE- referéncia (nenhuma intervencao) - 12 semanas, OVX12- Ovariectomia - 12 semanas, OVXR12- Ovariectomia + Risedronato de
Sédio - 12 semanas, OVXE- Ovariectomia + Exercicio - 12 semanas, OVXRE- Ovariectomia + Risedronato de Sédio+ Exercicio - 12 semanas,
SHAME- cirurgia simulada + Exercicio - 12 semanas, SHAMR- Cirurgia Simulada + Risedronato de Sddio - 12 semanas, SHAMRE- Ovariectomia
+ Risedronato de Sddio+ Exercicio - 12 semanas, BV- volume 6sseo total, TV- volume total de tecido, BV/TV do volume 6sseo total dividido pelo
volume total de tecido, Tbh. Th- espessura 6ssea trabecular, Th. Sp- espago dsseo trabecular, um- micrémetros, %- porcentagem.
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5.2.4.2 Fémur

Abaixo seguem imagens do Fémur dos animais numero 1 de cada grupo para

comparacgao visual das alteragdes Osseas (Figura 53).
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Figura 53 — Imagens de microscopia histolégica em ampliacdo de 10x do fémur evidenciando o primeiro animal de cada grupo
experimental: CONTROLE, OVX12, OVXR12, OVXE, OVXRE, SHAME, SHAMR e SHAMRE.
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intervencao) - 12 semanas, OVX12- Ovariectomia - 12 semanas, OVXR12- Ovariectomia + Risedronato de Sdédio - 12 semanas, OVXE-
Ovariectomia + Exercicio - 12 semanas, OVXRE- Ovariectomia + Risedronato de Sddio+ Exercicio - 12 semanas, SHAME- cirurgia simulada +
Exercicio - 12 semanas, SHAMR- Cirurgia Simulada + Risedronato de Sddio - 12 semanas, SHAMRE- Ovariectomia + Risedronato de Sédio+
Exercicio - 12 semanas.
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A analise 6ssea pelo Fiji Imaged avaliando as imagens histologicas do fémur
pelo software demonstrou uma média de BV de 810.806,4 um?, com BV/TV 55%
(Tabela 15). A razdo BV/TV 0,52 no grupo CONTROLE evidencia um valor abaixo de
todos os outros grupos daquele valor encontrado nos animais ovariectomizados e
SHAM demonstrando que a qualquer tipo de intervengao apresentam maior razao
particularmente nos grupos de tratamento aditivo. A ANOVA de um caminho mostrou
diferencga estatistica entre os grupos em relagéo aos indicadores histologicos do fémur
TV (F7,54 = 3,468; p = 0,004) (Tabela 15). O grupo SHAME apresentou maior escore
em relacéo aos grupos (p = 0,01), OVX12 (p = 0,01), OVXR12 (p = 0,006) e SHAMR
(p =0,009) (Tabela 15). Foram observadas diferencgas estatisticas entre os grupos em
relacdo aos indicadores histologicos do fémur BV (F7,54 = 2,102; p = 0,06), Razao
BV/TV (F7,54 = 2,033; p = 0,07), por outro lado os indicadores Tb. Th (F7,54 = 2,099;
p = 0,06) e Tb. Sp (F7,54 = 1,260; p = 0,29) ndo apresentaram significancias

estatisticas (Tabela 15).
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Tabela 15 — Histologia Fémur Fiji Imaged Média £ Desvio-padrao de indicadores histolégicos do fémur de ratos submetidos a

diferentes tratamentos.

GRUPOS BV pm? TV pm? Razio % Tbh. Th uym Tb. Sp um

CONTROLE 810806,4 + 113411,72 1468763,3 £ 0000,0 2 0,55+ 0,082 11,20 £ 2,79 147,47 £58,04
ovX12 851318,4 + 117685,0 % 1468763,3 + 0000,02* 0,58 + 0,083 11,02 £ 3,88 135,89 +25,02
OVXR12 938579,2 + 74043,1 3 1468258,2 £ 7295,5° 0,64 £ 0,052 7,93 +1,44 221,43 £89,40
OVXE 957350,1 + 95650,8 & 1475729,5 + 3038,6° 0,65+ 0,06" 8,97 + 2,07 217,70 £110,21
OVXRE 933525,5 + 96237,0° 1470919,2 £ 0000,0*¢ 0,63 £ 0,06 8,62+2,10 172,02 £55,27
SHAME 840975,9 + 123041,7 1470919,2 £ 0000,0> 0,57 £ 0,082 11,64 + 3,68 160,94 +45,98
SHAMR 913161,5 + 137843,92 1468527,9 £ 6760,8>c 0,62 £ 0,092 8,29 + 3,35 171,90 £75,55
SHAMRE 940198,5 + 75067 ,4 & 1470912,1 £ 0000,0* 0,64 + 0,052 8,45 + 2,91 182,58 +111,81

*diferencga estatistica em relacdo ao grupo de referéncia, p = 0,007; letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre os grupos. Legenda:
CONTROLE- referéncia (nenhuma intervencao) - 12 semanas, OVX12- Ovariectomia - 12 semanas, OVXR12- Ovariectomia + Risedronato de
Sédio - 12 semanas, OVXE- Ovariectomia + Exercicio - 12 semanas, OVXRE- Ovariectomia + Risedronato de Sédio+ Exercicio - 12 semanas,
SHAME- cirurgia simulada + Exercicio - 12 semanas, SHAMR- Cirurgia Simulada + Risedronato de Sddio - 12 semanas, SHAMRE- Ovariectomia
+ Risedronato de Sddio+ Exercicio - 12 semanas, BV- volume 6sseo total, TV- volume total de tecido, BV/TV do volume 6sseo total dividido pelo
volume total de tecido, Tb. Th- espessura 6ssea trabecular, Th. Sp- espago ésseo trabecular, um- micrémetros, %- porcentagem.
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Outra avaliagao histologica das laminas foi realizada através da observagao
das laminas pelos histopatologistas (Apéndice 1). Esse foi um questionario
padronizado e entregue aos mesmos para apreciagdo da microscopia. Apds a analise
das respostas foi realizada uma avaliagdo do coeficiente de correlagao intraclasse
(CClI). Isso foi evidenciado na Tabela 16, relacionando-se os resultados apresentados
com a concordancia Inter avaliadores na analise de laminas histolégicas dos animais
submetidos a diferentes tratamentos. Essa inspecédo € essencial para garantir a

confiabilidade das classificagdes e minimizar vieses interpretativos.

Tabela 16 — Coeficiente de correlagao intraclasse (CCl) aleatério de duas vias e
intervalo de confianga de 95% (IC95%) da concordancia absoluta interobservador (n

= 2) das classificagdes histolégicas por regiao.

Regiao CClI 1IC95% Classificagao (1C95%)
Coluna (n = 62) 0,72 (0,52 - 0,84) Moderada (Moderada — Boa)
Fémur (n = 62) 0,74 (0,50 - 0,86) Moderada (Moderada — Boa)

Todas (n =124) 0,77 (0,67 — 0,84) Boa (Moderada — Bom)
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6 DISCUSSAO

A osteoporose € uma doenga metabdlica do osso definida pela diminuicdo da
densidade mineral 6ssea e pela degradacdo da organizagdo da matriz Ossea,
resultando em maior fragilidade com risco aumentado de fraturas (Cho et al., 2018;
Khan et al., 2024) e diretamente relacionado ao aumento da mortalidade (Hart et al.,
2017). A doenca decorre de um desequilibrio no remodelamento 6sseo, com
predominio da reabsor¢cao 6ssea mediada por osteoclastos sobre a formagao 6ssea
pelos osteoblastos (Khan et al., 2024). Esse processo esta intrinsecamente ligado a
fatores hormonais, genéticos e ambientais (Schini et al., 2023). A deficiéncia de
estrogénio, especialmente em mulheres pds-menopausicas, € um fator critico que
acelera a perda 0ssea, conforme destacado por Rachner, Khosla e Hofbauer (2011).
Além disso, mecanismos moleculares, como a ativagdo excessiva da via
RANK/RANKL/OPG, desempenham um papel central na regulagdo do ciclo de
remodelagdo 6ssea (Tobeiha et al., 2020).

E aconselhavel que todas as mulheres no periodo pés-menopausa devam
continuar ou adotar medidas gerais de estilo de vida para abrandar a perda 6ssea
(James; Carroll, 2006). Medidas de estilo de vida incluem ingestdo adequada de
calcio, de vitamina D e exercicios fisicos (Leboff et al., 2022). As mulheres também
devem receber aconselhamento sobre prevencdo de quedas e, se possivel, evitar
medicamentos que aumentem a perda éssea (por exemplo, glicocorticoides) (Leboff
et al., 2022).

As intervencgbes terapéuticas para tratamento da osteoporose incluem
abordagens farmacolégicas e modificagées no estilo de vida (Grossman et al., 2018).
Os bisfosfonatos, como o risedronato e o acido zoledrénico, permanecem a base do
tratamento devido a eficacia na reducado de fraturas vertebrais e nao vertebrais
(Gehrke et al., 2023). A escolha da terapia deve ser baseada na eficacia, na
segurancga, no custo, na conveniéncia e no risco de fratura do individuo (Eastell et al.,
2019). Alendronato, &acido zoledrénico, risedronato, ibandronato, denosumabe,
abaloparatida, teriparatida, romosozumabe, raloxifeno, bazedoxifeno, lasofoxifeno,
estrogénio com progesterona, tibolona e calcitonina reduziram o risco de fraturas
vertebrais (Adler et al., 2016). Os agentes anabdlicos (teriparatida, abaloparatida,
romosozumabe) (Adler et al., 2016; Genant et al., 2017; Kendler et al., 2018) e

denosumabe tiveram a maior eficacia relativa, embora poucos ensaios tenham
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comparado diretamente os medicamentos para prevengao de fraturas (McClung et al.,
2012).

O uso de bifosfonatos orais como o alendronato ou o risedronato, semanal ou
mensal, apresenta vantagens devido a sua eficacia, custo favoravel e disponibilidade
de dados de segurancga de longo prazo (Halasi et al., 2018; Camacho et al., 2020;
Leboff et al., 2022). Além disso o risedonato apresenta eficacia na redugao de fraturas
vertebrais e de quadril e evidéncias que mostram beneficio residual na fratura apds a
conclusao de um curso de terapia de cinco anos (Ke et al., 2021). As limitagdes dos
bisfosfonatos orais incluem o regime de dosagem complexo e a baixa adesao de longo
prazo a terapia (Fontalis; Eastell, 2020). Bifosfonatos orais ndo devem ser usados
como terapia inicial em pacientes com disturbios esofagicos (acalasia, esclerodermia
envolvendo o eséfago, estenoses esofagicas), incapacidade de seguir os requisitos
de dosagem (por exemplo, manter-se assentado ou de pé por pelo menos 30 a 60
minutos apos a ingestao do comprimido) ou doenca renal crénica avangada (Kendler
et al., 2018). Bifosfonatos orais também devem ser evitados apés certos tipos de
cirurgia bariatrica em que anastomoses cirurgicas estdo presentes no trato
gastrointestinal (por exemplo, bypass gastrico em Y de Roux) (Kendler et al., 2018).
Contudo, novas terapias emergem como alternativas promissoras, como os agentes
anabdlicos, estimulantes da formacao 6ssea (Adler et al., 2016).

Agentes anabdlicos ndo sdo considerados terapia inicial para a maioria dos
pacientes. Possiveis candidatos para agentes anabdlicos incluem mulheres na pés-
menopausa com qualquer um dos seguintes: risco muito alto de fratura, fratura por
fragilidade prévia, contraindicagcdes ou intolerancia a quaisquer bifosfonatos e fratura
por fragilidade e/ou declinio na DMO com outros agentes para osteoporose apesar da
adesao ao tratamento (Eastell et al., 2019; Shoback et al., 2020). Os principais
medicamentos anabdlicos utilizados atualmente sao a teriparatida, a abaloparatida e
o romosozumabe (Shoback et al., 2020). A teriparatida, um fragmento do
paratorménio humano recombinante (PTH 1-34), atua estimulando diretamente os
osteoblastos e promovendo a formagao éssea (Rooney et al., 2020). Protocolos
clinicos evidenciam que a teriparatida aumenta a densidade mineral 6ssea (DMO) na
coluna vertebral e reduz significativamente o risco de fraturas vertebrais e nao
vertebrais (Oliveira et al., 2021). A teriparatida tem um longo histérico de seguranga,
enquanto existem menos dados para o uso a longo prazo da abaloparatida (Kendler

et al., 2018). O romosozumabe induz uma resposta de DMO maior do que a
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abaloparatida ou a teriparatida, mas a experiéncia clinica é limitada e os efeitos
colaterais a longo prazo sao incertos (Kendler et al.,, 2018). A teriparatida e a
abaloparatida sdo administradas como uma inje¢cao subcutanea diaria (Kendler et al.,
2018). O romosozumabe é administrado por um profissional de saude uma vez por
més com duas inje¢des subcutaneas (Kendler et al., 2018).

De forma similar, a abaloparatida, um analogo do PTHrP (proteina relacionada
ao paratorménio), mostrou resultados positivos em ensaios clinicos, com menores
riscos de fratura e perfil de seguranga favoravel em comparacgao a teriparatida (Miller
et al., 2016). A maior especificidade da abaloparatida pelo receptor PTH1 contribui
para uma menor estimulagdo da reabsorcdo 6ssea, o que a torna uma alternativa
viavel para populagdes especificas (Miller et al., 2016).

O denosumabe € um anticorpo monoclonal humano que inibe o RANKL e
apresenta destacada importancia na regulacao da atividade osteoclastica (Cummings
et al., 2009). Ao bloquear o RANKL, o denosumabe reduz a diferenciacao, a fungao e
a sobrevivéncia dos osteoclastos, resultando em uma diminuigdo significativa da
reabsorgcédo 6ssea (Cummings et al., 2009; McClung et al., 2012). O denosumabe é
uma alternativa aos bifosfonatos orais para mulheres com alto risco de fratura que tém
dificuldade com os requisitos de dosagem da medicacao (Li et al., 2021). No entanto,
o risco aumentado de fratura vertebral é evidente apés a descontinuagcdo do
denosumabe, portanto, a necessidade de tratamento indefinido deve ser abordada
com os pacientes antes do inicio do denosumabe (Cummings et al., 2009).

O romosozumabe, por sua vez, representa uma abordagem inovadora ao inibir
a esclerostina, uma proteina secretada pelos ostedcitos que regula negativamente a
formagdo Ossea (Saag et al., 2017). Ensaios clinicos demonstraram que o
romosozumabe ndo apenas aumenta a formacdo oOssea, mas também reduz a
reabsorgcdo, promovendo melhorias significativas na DMO e redugao no risco de
fraturas vertebrais e de quadril (Saag et al., 2017). No entanto, efeitos colaterais, como
eventos cardiovasculares, requerem monitoramento rigoroso (Saag et al., 2017).

O tratamento com teriparatida/abaloparatida é geralmente limitado a 18 a 24
meses e com romosozumabe a 12 meses (Leboff et al., 2022). No entanto, o
tratamento com teriparatida pode ser continuado apdés 24 meses em individuos
selecionados se o risco de fratura permanecer alto (Leboff et al., 2022). Apds a terapia
inicial com um agente anabdlico ser descontinuada, os pacientes devem ser tratados

com um agente antirreabsortivo (de preferéncia um bifosfonato) para preservar os
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ganhos na DMO da terapia anabdlica (Kendler et al., 2018). Para mulheres que nao
conseguem tolerar bifosfonatos orais ou [V, denosumabe ou raloxifeno sao
alternativas (Leboff et al., 2022). O risco aumentado de fratura vertebral se desenvolve
logo apos a descontinuagdo do denosumabe, portanto, a necessidade de
administracao indefinida deve ser discutida com os pacientes antes de seu inicio
(Leboff et al., 2022).

A administracdo de suplementos de calcio e vitamina D € de suma importancia
para a manuteng¢ao da homeostase mineral e da saude 6ssea, otimizando os efeitos
das terapias farmacologicas (Grossman et al.,, 2018). O aumento da ingestao de
laticinios ou alimentos ricos em calcio devem ser encorajado se a ingestao dietética
de calcio estiver abaixo dos niveis recomendados (Sahni et al., 2014). Além disso, a
ingestao total de calcio (dieta mais suplementos) n&do deve exceder rotineiramente
2000 mg/dia, devido a possibilidade de efeitos adversos (Bauer, 2013). A vitamina D
€ encontrada no leite, no 6leo de figado de bacalhau e em alguns 6leos de peixe
(Leboff et al., 2022). A exposi¢do a luz solar também aumenta as concentragbes de
vitamina D (Leboff et al., 2022). No entanto, o uso de produtos de prote¢ao solar
bloqueia efetivamente a sintese de vitamina D na pele (Leboff et al., 2022). Além disso,
a pele de pessoas com mais de 70 anos nao converte a vitamina D tao eficientemente
quanto em individuos mais jovens (Leboff et al., 2022). Portanto, suplementos de
vitamina D sao necessarios para adultos mais velhos e para pessoas que evitam a luz
solar (Leboff et al., 2022). O limite superior seguro para a dosagem de vitamina D n&o
esta claro (Leboff et al., 2022). Apesar disso, a adesao ao tratamento permanece um
desafio significativo (Leboff et al., 2022). Estudos indicam que taxas reduzidas de
ades&o comprometem a eficacia clinica e aumentam o risco de fraturas (Schini et al.,
2023).

6.1 CONSIDERAGOES SOBRE O MODELO EXPERIMENTAL

O modelo experimental de osteoporose em ratas ovariectomizadas tem sido
amplamente utilizado na pesquisa biomédica devido a sua capacidade de replicar os
aspectos fisiopatoldgicos da osteoporose pds-menopausica em humanos (Dai et al.,
2014). Esse modelo foi escolhido para o experimento porque sao individuos
isogénicos e consanguineos, o que oferece uma menor variabilidade na populagao

que forma a amostra (Fraga, 2009). Além disso, esses animais apresentam uma alta
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resisténcia ao manuseio, pouca propensao a doengas e se adequam bem a
manipulagdo (Fraga, 2009). Ademais, foram utilizadas ratas apds a primeira cria,

garantindo que o ciclo reprodutivo ovariano estava intacto e funcionante.

6.1.1 Escolha da idade apropriada do rato no momento da OVX

A idade das ratas desempenha um papel fundamental para padronizagao do
modelo na época da OVX (Francisco et al., 2011; Yousefzadeh et al., 2020). Ratos de
2 a 11 meses que comumente passam por OVX, podem ser divididos em trés grupos,
ou seja, <6 meses, 6-9 meses e >9 meses (Yousefzadeh et al., 2020).

Ratos < 6 meses de idade apresentam algumas desvantagens que limitam sua
utilidade para pesquisa de osteoporose (Yousefzadeh et al., 2020). Em resposta a
OVX, efeitos adversos como aumento da conectividade trabecular foram observados
em ratas de 3 meses de idade que podem ser devidos a taxa de crescimento mais
rapida nos jovens, em comparagao com as ratas mais velhas (Yousefzadeh et al.,
2020). Além disso, ratas com idade < 6 meses apresentam maior perda apos OVX,
menor remodelagcdo o0ssea de Havers e trabecular, e menor sensibilidade das
vértebras lombares do que nos ossos longos, caracteristicas que sao efeitos de
confusao nesse grupo de animais (Liu et al., 2015; Yousefzadeh et al., 2020).

Em ratas de 6-9 meses de idade, o crescimento esquelético diminui (Francisco
etal., 2011; Yousefzadeh et al., 2020). Tem sido sugerido que a idade minima de ratas
para estudos de osteoporose deva ser de 6 meses de idade (Yousefzadeh et al.,
2020). As ratas de 6 a 9 meses de idade apresentam a melhor resposta ao modelo
quando comparados com 0s animais menores do que 3 meses ou acima de 10 meses
de idade (Yousefzadeh et al., 2020). Além disso, ratas com 6-9 meses de idade tém
um nivel estavel de marcadores de remodelagdo Ossea no soro e na urina
(Yousefzadeh et al., 2020). Efeitos de confusao de crescimento 6sseo longitudinal e
envelhecimento que s&o observados em ratos < 6 e > 9 meses, respectivamente nao
s&o observados em ratos com idade entre 6-9 meses (Yousefzadeh et al., 2020).

Ratas com idade > 9 meses n&o sado apropriados para o modelo
ovariectomizado de osteoporose (Francisco et al., 2011; Yousefzadeh et al., 2020).
Como suas respostas a OVX e a administragao medicamentos séo lentas, o tempo de
estudo seria muito mais prolongado, isso resulta em altos custos (Yousefzadeh et al.,

2020). Além disso, o efeito da osteoporose que ocorre apés a OVX pode ser devido
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ao processo de envelhecimento e ndo a OVX em si (Yousefzadeh et al., 2020).
Ademais, ao contrario dos humanos, existe uma baixa resposta do osso cortical
comparado ao osso trabecular que foi relatada em ratas com idade > 9 meses
(Francisco et al., 2011; Yousefzadeh et al., 2020).

Em resumo, de acordo com a literatura disponivel, ratas de 6-9 meses de idade
sao recomendados como 0s mais apropriados para pesquisa de osteoporose
(Francisco et al., 2011; Yousefzadeh et al., 2020), fato que difere bastante da maior
parte da literatura sendo utilizados animais mais jovens na maior parte dos estudos
(Jin et al., 2019).

6.1.2 Selegao do método cirurgico e verificagao do sucesso da OVX

Existem varios métodos cirurgicos para realizacdo de OVX em ratas, bem como
varios parametros para verificagcdo de OVX apés a cirurgia que serao discutidos abaixo
(Sankar et al., 2014; Yousefzadeh et al., 2020; Rowe et al., 2023).

OVX em ratas podem ser feitas por incisdes via ventral ou dorsal. No método
ventral, a incisdo da pele é feita pela via unica transversa lateral (Sankar et al., 2014)
ou uma incisao longitudinal unica (PoPovi¢, 2016). A duragao da cirurgia e o tempo
de cicatrizacdo da ferida na via ventral sdo curtos (< 10 minutos e < 9 dias,
respectivamente), porém, o trato gastrointestinal € manipulado e a taxa de mortalidade
nas primeiras 24 horas apos a cirurgia € alta (30%), razao pela qual este procedimento
nao é recomendado (Yousefzadeh et al., 2020). No método dorsal, a pele é aberta por
uma unica incisdao na linha média, duas incisdes dorsolaterais, ou uma unica incisao
dorsolateral (Yousefzadeh et al., 2020). Duas incisdes cutaneas dorsolaterais s&o
principalmente recomendadas, pois nhdo ha necessidade de sutura do musculo; além
disso, em comparagdo com uma incisao unica na linha meédia, a incisdo na pele € mais
curta em comprimento [1-1,5 versus (vs) 1-3 centimetros (cm)], duragao da cirurgia (<
10 vs. > 15 min), e o tempo de cura da ferida (9-10 vs. 10-14 dias) (Yousefzadeh et
al., 2020).

ApOs a cirurgia, as ratas ovariectomizadas devem ser alojadas individualmente
por uma semana para evitar possivel contaminacdo e reabertura da ferida.
Administracdo de midazolam [0,5-2 mg/kg por via intramuscular (IM) ou por via

subcuténea (Sc) a cada 4 a 6 horas] e gentamicina (5 mg/kg por via intramuscular por
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5 dias) ou antibidticos em p6é também sdo sugeridos para reduzir o risco de

automutilacao e infecgao da pele apds sutura (Yousefzadeh et al., 2020).

6.1.3 Selecao de locais 6sseos

Os efeitos do OVX nos 0ssos nao sao uniformes nos locais 6sseos (Francisco
et al., 2011; Yousefzadeh et al., 2020), além disso, OVX n&o induz perda 6ssea em
alguns locais, como a metafise da tibia distal e as vértebras caudais (Yousefzadeh et
al., 2020). Existem relatos de que em 36 semanas apés OVX a perda 6ssea é maior
(~ 57-64%) em ossos longos (incluindo umero, ulna, fémur distal e tibia proximal) em
comparag¢ao com a coluna vertebral (~ 57-64%) e ossos cranianos (~1-3%) (Liu et al.,
2015; Yousefzadeh et al., 2020). Ademais, observam-se perdas osseas significativas
no umero, fémur, tibia e coluna vertebral 4 semanas apés o OVX, indicando que essas
regides sdo mais sensiveis a OVX (Liu et al., 2015; Yousefzadeh et al., 2020). As
regides de interesse (ROI) em ossos de ratos s&o limitadas a tibia proximal, vértebras
lombares, e o fémur, pois sdo os principais locais de fratura em humanos e sao
clinicamente relevantes (Francisco et al., 2011; Yousefzadeh et al., 2020). A tibia
proximal, a vértebra lombar e o fémur também s&o comparaveis com a dos humanos
devido a alta sensibilidade a OVX (Liu et al., 2015; Yousefzadeh et al., 2020).

6.1.4 Tempo necessario para verificagao de Osteoporose induzida por OVX

Em modelos experimentais com ratos, a ovariectomia (OVX) induz um
desequilibrio no processo de remodelacéo 6ssea, em que a taxa de reabsorcéo 6ssea
supera a de formacgéao, resultando em perda de massa éssea (Yousefzadeh et al.,
2020). Perda 6ssea precoce significativa no osso trabecular da tibia proximal, do colo
do fémur e do corpo vertebral lombar é observada em 14, 30 e 60 dias apdés a OVX,

respectivamente (Yousefzadeh et al., 2020).
6.1.5 Marcadores de remodelagao 6ssea
Medicdo de marcadores de remodelagdo éssea no soro liberados durante a

formacido e reabsorcdo de osso, sdao recomendados para a verificagdo do

metabolismo 6sseo (Hlaing; Compston, 2014; Yousefzadeh et al., 2020). Em uma
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analise post hoc do Fracture Intervention Trial, quanto maior o declinio na fosfatase
alcalina especifica do 0sso ap6és o inicio do alendronato, maior a reducéo nas fraturas
da coluna e do quadril (Giangregorio et al., 2014). Em ratos, os marcadores de
formacgao 6ssea como a FA, de acordo com a literatura, apresentam niveis normais
~38-78 U/L, em ratas fémeas com 6 meses de idade (Yousefzadeh et al., 2020). OVX
aumenta soro FA em 30-60% apos 1-6 semanas (Yousefzadeh et al., 2020). O fésforo
sérico (P) aumenta em ratos ovariectomizados a partir da semana 1 e permanece
elevado até a semana 9, e entdo restaura aos niveis normais na semana 17
(Yousefzadeh et al., 2020). Os resultados quanto aos niveis séricos de calcio (Ca) sao
controversos, mas na maioria dos estudos niveis inalterados de calcio sérico foram

relatados nas semanas 1, 2 e 17 pos OVX (Yousefzadeh et al., 2020).

6.1.6 Densitometria Radiografica

A densitometria radiografica (DR) foi empregada como método para quantificar
a densidade 6ssea, demonstrando-se uma ferramenta eficaz no diagnodstico e no
direcionamento terapéutico de doengas osteometabdlicas, bem como no estudo de
reparagao ossea em fraturas e na avaliacdo de procedimentos cirurgicos (Konell,
2016). Devido ao elevado custo associado a aquisicao de equipamentos sofisticados
para exames rotineiros de densidade éssea, a DR apresenta-se como uma alternativa
econbmica, precisa e eficiente, demandando apenas equipamentos simples para sua
realizacao (Fonzar, 2010).

Os autores, Louzada et al. (1998) ressaltam uma metodologia de facil
execugao, pelos equipamentos simples onde se utilizam um microcomputador,
scanner comercial e programas de facil acesso e manipulacdo (Antonietto, 2010).

Por fim, este estudo investigou as alteragdes dsseas, bioquimicas e estruturais
em ratas submetidas a ovariectomia, contribuindo para o entendimento dos

mecanismos envolvidos na perda éssea induzida pela deficiéncia de estrogénio.
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6.2 ANALISE DAS VARIAVEIS

6.2.1 Analise do Peso Corporal

O papel do exercicio combinado com medicagdao no grupo OVXRE como
modulador de ganho de peso merece atencéo. Este efeito pode refletir ndo apenas o
aumento de massa muscular, mas também melhorias metabdlicas induzidas pela
medicagao, indicando uma interacédo que pode ser explorada em estudos futuros para
otimizacao de tratamentos (Deriggi-Pisani et al., 2023).

A auséncia de relagdo entre peso inicial e final (F2,106 = 0,300; p = 0,74)
fortalece a hipétese de que as intervencbes experimentais sdo as principais
responsaveis pelas variagdes observadas no peso Tabela 10 e Figura 45.

A ovariectomia é amplamente utilizada como modelo para estudos de
deficiéncia estrogénica e consequente menopausa (Thapa; Nandy; Rendina-Ruedy
2022). Os resultados obtidos podem ser extrapolados para investigar estratégias do
manejo do peso em mulheres na pds-menopausa, principalmente considerando
intervengdes nao farmacolégicas, como o exercicio (Thapa; Nandy; Rendina-Ruedy
2022).

A deficiéncia do estrogénio tem sido associada ao aumento do peso corporal,
deposi¢cdo de massa gorda e citocinas pro-inflamatorias, que podem atuar como
mediadores da perda o6ssea (Deriggi-Pisani et al., 2023). A perda desse horménio
altera toda a dindmica 6ssea, aumentando a reabsor¢cdo e diminuindo a formagao
(Thapa; Nandy; Rendina-Ruedy 2022). O estrogénio nao s6 afeta a diferenciacao das
células precursoras mais em direcdo aos osteoclastos ativos e menos em diregao aos
osteoblastos formadores de osso, mas também pode afetar sua energética celular
(Thapa; Nandy; Rendina-Ruedy 2022). O aumento da adiposidade e da inflamagao
pos-menopausa também pode levar indiretamente a perda de massa 6ssea (Thapa;
Nandy; Rendina-Ruedy 2022).

O déficit estrogénico também pode estar associado a reducéo da expressao de
receptores de leptina no hipotalamo, resultando em menor sensagao de saciedade,
aumento na ingestao alimentar e, consequentemente, incremento da massa corporal
(Haddad; Salazar; Hernandes, 2015). Adicionalmente, em individuos do sexo feminino
com deficiéncia estrogénica, observa-se a possibilidade de redugdo do gasto

energético basal, um fator que colabora de sobremaneira para o acumulo de massa
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corporal (Haddad; Salazar; Hernandes, 2015). Estudos indicam que a ovariectomia
em ratos leva a um aumento do apetite (hiperfagia) e ganho de peso, mas esse ganho
de peso nao parece influenciar diretamente a densidade mineral 6ssea (DMO) ou a
forca biomecanica dos ossos (Jiang, 2008). Isso sugere que o aumento de peso
induzido pela ovariectomia ndo oferece um efeito protetor significativo sobre a saude
0ssea nesses modelos animais (Jiang, 2008). Além disso, a ativacdo da via de
sinalizagcado NF-kB apds a ovariectomia tem sido associada tanto a perda éssea quanto
ao ganho de peso (Saleh et al., 2020). A ativagao do NF-kB em tecidos especificos,
como 0s 0ssos longos e o tecido adiposo perigonadal, regula o ganho de peso e a
perda Ossea pos-ovariectomia (Huang et al., 2024). Isso indica que a sinalizagao
celular e as vias inflamatorias podem desempenhar papéis criticos na regulagao
dessas alteragcbes metabodlicas e Osseas (Medina-Contreras et al., 2020). A
ovariectomia induz alteracbes metabdlicas significativas, sendo o ganho de peso uma
das mais marcantes (Medina-Contreras et al., 2020). Essas alteragdes incluem
aumento do tecido adiposo devido a deficiéncia de estrogénio que resulta em maior
deposig¢ao de gordura, especialmente na regido visceral (Zoth et al., 2012), reducéo
do gasto energético basal, indicado por estudos em que a ovariectomia diminui a taxa
metabdlica basal, contribuindo para o ganho de peso (Medina-Contreras et al., 2020)
e alteragdbes no apetite levando a aumento da ingesta caldrica em ratas
ovariectomizadas, associado a desregulagdo dos mecanismos centrais de regulagéo
do apetite (Liu et al., 2024).

O uso de bifosfonatos, embora seu mecanismo de agao seja primariamente
voltado a inibicdo da atividade osteoclastica, sugere-se que podem influenciar
indiretamente o metabolismo energético (Russell, 2011). No presente estudo, ratas
tratadas com bifosfonatos apresentaram menor ganho de peso em comparagao ao
grupo controle ovariectomizado (Figura 42). Esses achados corroboram evidéncias
que apontam para possiveis efeitos moduladores dos bifosfonatos no tecido adiposo
e no metabolismo basal, embora o mecanismo subjacente ainda ndo esteja
completamente elucidado (Zoth et al., 2012).

Além do uso de risedronato de sédio para o tratamento da osteoporose, esse
medicamento também apresenta beneficios metabdlicos indiretos (Kittithaworn; Toro-
Tobon; Sfeir, 2023). Seus efeitos incluem: manutengdo da massa magra (Ke et al.,
2021), efeitos anti-inflamatdrios (lannitti et al., 2012) e impacto no ganho de peso

(Yano et al., 2014). Ao preservar a densidade mineral éssea, o risedronato também
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ajuda a manter a integridade muscular (Ke et al., 2021), colabora com a reduc¢ao da
inflamacéo sistémica contribuindo para a melhoria do metabolismo geral (lannitti et al.,
2012) e embora seu efeito direto sobre o peso corporal ainda nao esteja
completamente elucidado, o risedronato pode influenciar positivamente a composicao
corporal (Yano et al., 2014). Fatos esses observados no nosso estudo, os grupos
OVXR12 e SHAMR ao apresentarem as menores variagdes de peso observados no
comparativo entre os grupos (Figura 44).

A atividade fisica tem sido reconhecida como uma intervengao eficaz na
melhora da DMO e na regulagao do peso corporal (Wang et al., 2020). Neste aspecto,
o exercicio fisico tem sido proposto como uma opg¢éo nao farmacoldégica, facil acesso
e eficaz para prevenir e tratar os efeitos da osteoporose e reduzir a reabsorcao 6ssea
e o risco de fraturas (Deriggi-Pisani et al., 2023). Ademais, a pratica de atividades
fisicas atenua a sensacdo de dor, aprimora a estabilidade postural, melhora a
amplitude de movimento e contribui significativamente para a melhora global da
qualidade de vida (Deriggi-Pisani et al., 2023). Mulheres na pds-menopausa devem
se envolver em exercicios de sustentacdo de peso por pelo menos 30 minutos na
maioria dos dias da semana e incorporar exercicios de fortalecimento muscular e
postura de dois a trés dias por semana (Brooke-Wavell, 2022). Exercicios que
aumentam a forga muscular e melhoram o equilibrio podem conferir o maior beneficio
para a reducéo de fraturas, diminuindo o risco de quedas (Giangregorio et al., 2014).
Para pacientes com fragilidade ou histérico de fratura vertebral, caminhada rapida é
um exercicio de sustentacado de peso suficiente e seguro (Giangregorio et al., 2014;
Cao; Gregoire, 2016).

Em estudos de coorte prospectivos, o exercicio foi associado a um risco
reduzido de fratura de quadrii em mulheres mais velhas (Mcarthur; Laprade;
Giangregorio, 2016). Em uma meta-analise de 10 ensaios, Kemmler et al. (2013)
encontraram que o exercicio reduziu a ocorréncia de fraturas gerais em adultos mais
velhos [4,8 versus 10,9 por cento no grupo de controle; risco relativo (RR) 0,49,
intervalo de confianga (IC) de 95% 0,31-0,76] (Kemmler; Haberle; Stengel, 2013). A
reducao em fraturas vertebrais nao foi estatisticamente significativa (trés ensaios, 18
versus 30 por cento; RR 0,56, IC de 95% 0,30-1,04) (Kemmler; Haberle; Stengel,
2013), possivelmente devido ao pequeno numero de pacientes incluidos nos ensaios
de fratura vertebral. Uma meta-analise subsequente de 20 ensaios, Hoffmann et al.

(2020) demonstraram de forma semelhante que as intervengcbes de exercicios
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reduziram o numero de fraturas osteoporoticas gerais e importantes, embora os
regimes supervisionados tenham reduzido as fraturas em maior extensao do que os
regimes ndo supervisionados (Hoffmann et al., 2020). Exercicios de carga, como
corrida em esteira, promovem estimulos mecéanicos benéficos para o 0sso,
aumentando a atividade osteoblastica e reduzindo a reabsorcdo 6ssea em ratos de
laboratério (Wang et al., 2020). No grupo de ratas ovariectomizadas submetidas a
exercicios fisicos, houve atenuagdo do ganho de peso associado a ovariectomia
(Figura 44).

O exercicio fisico € uma estratégia eficaz para mitigar os efeitos da
ovariectomia sobre o peso corporal e 0 metabolismo (Yang; Li; Gao, 2023). Entre seus
principais beneficios, destacam-se a reducdo do peso corporal, melhora da
sensibilidade a insulina e preservagao da massa magra (Speretta et al., 2012; Colberg
et al., 2016; Yang; Li; Gao, 2023). Estudos mostram que o exercicio regular reduz o
ganho de peso em ratas ovariectomizadas (Speretta et al., 2012), melhora a captacao
de glicose pelos tecidos periféricos (Colberg et al., 2016) e ajuda a manter a massa
muscular, essencial para o metabolismo basal (Yang; Li; Gao, 2023). Em ratas
ovariectomizadas, a pratica de exercicios fisicos tem demonstrado eficacia
significativa na diminuicdo do acumulo de gordura visceral, contribuindo para a
modulagdo do metabolismo lipidico e a melhoria da composi¢ao corporal (Yang; Li;
Gao, 2023).

A combinacao do risedronato com o exercicio fisico oferece uma abordagem
integrada para mitigar os efeitos adversos da ovariectomia (Yang; Li; Gao, 2023).
Dentre os efeitos estao os seguintes: sinergia na saude dssea (Yang; Li; Gao, 2023),
melhora da composigdo corporal (Yano et al., 2014) e redugdo da inflamagao
(Albrahim et al., 2023). O estimulo mecéanico do exercicio potencializa os efeitos do
risedronato na densidade mineral 6ssea (Yang; Li; Gao, 2023), enquanto o exercicio
reduz o acumulo de gordura, o risedronato preserva a massa 6ssea e muscular (Yano
et al., 2014) e a combinagao dessas interveng¢des atenua os marcadores inflamatérios
induzidos pela deficiéncia de estrogénio (Albrahim et al., 2023). Na avaliagdo dos
nossos resultados podemos observar uma interagdo sinérgica, com aumento
significativo da variagdo do peso corporal no grupo submetido a ovariectomia,
risedronato e exercicios combinados em comparagdo aos grupos tratados

isoladamente (Figura 45).
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Portanto, enquanto o ganho de peso € uma consequéncia comum da
ovariectomia em ratos, a interagao entre ganho de peso e saude 6ssea em modelos
de ratos ovariectomizados € influenciada por fatores hormonais e metabdlicos
complexos, que ainda estdo sendo investigados (Yang; Li; Gao, 2023). As evidéncias
sugerem que essas estratégias oferecem beneficios complementares, com impacto
positivo na composi¢ao corporal, no metabolismo e na saude 6ssea (Albrahim et al.,
2023).

6.2.2 Analise de Parametros de Marcadores Osseos

Em modelos de ratos ovariectomizados, que sao frequentemente utilizados
para simular a osteoporose pds-menopausa, observam-se alteracdes laboratoriais
especificas nos niveis de calcio, fosfatase alcalina e foésforo (Brent, 2023). Os
marcadores de turnover 6sseo mudam mais sensivelmente do que a densidade
mineral 6ssea, dessa forma muitos pesquisadores analisam esses marcadores para
avaliar os efeitos terapéuticos dos tratamentos na osteoporose (Guo et al., 2021). De
acordo com a literatura médica, as ratas ovariectomizadas apresentam uma
diminuicao significativa nos niveis plasmaticos de calcio e fésforo (Cho et al., 2018;
Saleh et al., 2020) enquanto os niveis de fosfatase alcalina aumentam
significativamente (Saleh et al., 2020).

A elevagdo da FA nos grupos OVX (Tabela 11) reforga o impacto da
ovariectomia no metabolismo 6sseo, sendo um marcador sensivel de alteragdes no
turnover 6sseo em estados de deficiéncia estrogénica (Schini et al., 2023). As
variagdes entre as combinagdes terapéuticas (p. ex. OVXRE vs. OVX12) sugerem que
intervencdes como exercicio e medicacdo podem modular o metabolismo 6sseo
(Naylor et al., 2019).

A ovariectomia induz alteracdes tipicas de estados de deficiéncia estrogénica,
incluindo aumento do turnover 6sseo (elevagdo da FA) e leve redugéo de calcio e
fésforo (Vasikaran et al., 2011). Esses achados refletem alteracdes metabdlicas
esperadas, alinhadas com o modelo de osteopenia pds-menopausa.

Intervencdes como exercicio (p. ex. OVXR12) e medicagao combinados (p. ex.
OVXRE) mostraram modulagao parcial dos niveis de calcio e FA, sugerindo beneficios

potenciais para a saude 6ssea (Schini et al., 2023). A redu¢do mais acentuada nos
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niveis de fésforo no grupo OVXR pode refletir maior mobilizagdo 6ssea, exigindo
analise adicional para confirmar esses efeitos (Bauer, 2019).

Os grupos SHAM e CONTROLE apresentaram estabilidade metabdlica maior,
com menor FA e niveis adequados de calcio e fosforo, sugerindo auséncia de
alteragbes metabdlicas significativas em comparagdo com 0s grupos
ovariectomizados (Naylor et al., 2019).

Os marcadores de remodelacao 6ssea, como a fosfatase alcalina especifica do
0sso e o0s derivados catabolicos do colageno tipo |, tém sido amplamente utilizados
na pratica clinica e em pesquisas para avaliar a atividade 6ssea e prever o risco de
fraturas (Eastell et al., 2019). Essas alteracoes refletem o aumento da remodelagao
O0ssea e a perda de massa Ossea associadas a deficiéncia de estrogénio, que é
induzida pela ovariectomia (Eastell et al., 2019). A fosfatase alcalina elevada é um
marcador de aumento da atividade osteoblastica, enquanto a reducao do calcio e do
fésforo plasmaticos podem estar relacionados ao aumento da reabsorgédo 6ssea e a
alteracdo no metabolismo mineral (Saleh et al., 2020; Zhang et al., 2020).

Embora n&o significativas, as tendéncias de redugdo nos grupos
ovariectomizados podem refletir maior excregao renal de fosforo ou sua utilizagdo no
processo de remodelagao 6ssea, caracteristico de estados de deficiéncia estrogénica
(Vasikaran et al., 2011). No entanto, as diferengas entre os grupos ndo alcangaram
significancia estatistica (F7,54 = 1,755; p = 0,12), indicando que a variabilidade entre
os grupos foi insuficiente para identificar uma alteragao consistente (Michelsen et al.,
2013).

Os niveis de FA sdo mais elevados nos grupos OVX devido ao ritmo da
remodelagdo 6ssea, portanto, as observagdes dos niveis de FA no grupo OVX séo
consistentes com as de estudos anteriores (Ali et al., 2023). Niveis baixos de FA séo
encontrados em grupos de tratamento, incluindo o grupo controle ndo ovariectomizado
(Alietal., 2023). No presente estudo, observou-se um aumento significativo nos niveis
de FA nos grupos ovariectomizados (Tabela 11), corroborando os achados de estudos
prévios.

Esses achados sdo consistentes com o que se observa em humanos com
osteoporose pdés-menopausa, onde a deficiéncia de estrogénio leva a um desequilibrio
na remodelacdo éssea, resultando em perda dssea e alteragcdes nos marcadores

bioquimicos do metabolismo dsseo.
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6.2.3 Analise de Imagens Radiograficas

O uso de técnicas de imagem para avaliagao 6ssea tem se mostrado essencial
em estudos que investigam a osteoporose e os efeitos de tratamentos farmacologicos
e intervencgdes nao farmacoldgicas, como os exercicios fisicos (Martel; Monga; Chang,
2022).

A DR desempenha um papel crucial no estudo da osteoporose em ratas
ovariectomizadas, servindo como uma ferramenta essencial para a avaliagdo da DMO
e das alteragdes 6sseas induzidas pela ovariectomia (Cherif et al., 2018). Este modelo
animal € amplamente utilizado para simular a perda O0ssea pos-menopausa em
humanos, permitindo a investigagao de intervengdes terapéuticas e a compreensao
dos mecanismos subjacentes a osteoporose (Yousefzadeh et al., 2020).

A técnica de absorciometria por dupla energia de raios X (DEXA) é
frequentemente utilizada para medir a DMO em ratos ovariectomizados, tanto in vivo
quanto ex vivo (Cherif et al., 2018). Estudos demonstram que a DEXA é capaz de
detectar mudangas significativas na DMO em locais como a coluna lombar e a
metafise proximal da tibia, que sao predominantemente compostos por 0sso
trabecular, logo apés a ovariectomia (Camacho et al., 2020). A precisdo e a
reprodutibilidade da DEXA sao destacadas, com coeficientes de variagao baixos, o
que a torna uma ferramenta confiavel para monitorar mudangas na DMO ao longo do
tempo (Camacho et al., 2020). Além disso fornece informagdes preditivas uteis sobre
a eficacia de agentes anti-osteoporéticos e perfis de diagndstico de qualidade éssea
para pesquisa clinica (Cho et al., 2018). A DMO e a resisténcia 6ssea reduzem
significativamente na osteoporose, independentemente das causas (Cho et al., 2018).

Além da DEXA, a tomografia computadorizada quantitativa (TCQ) também é
utilizada para avaliar a densidade mineral volumétrica, especialmente em o0ssos
pequenos, onde a DEXA pode ter limitagdes (Camacho et al., 2020). A TCQ tem a
vantagem de medir a densidade mineral volumétrica (DMV), o que pode proporcionar
uma avaliagcdo mais detalhada das alteragcbes Osseas em resposta a tratamentos
farmacolégicos (Deshpande et al., 2023). Outros métodos, como a densitometria
portatil (PIXImus), também foram avaliados e se mostraram eficazes na deteccéo da
perda Ossea induzida pela ovariectomia, oferecendo vantagens em termos de

velocidade de varredura e portabilidade (Binkley et al., 2003).
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Neste estudo utilizamos a técnica de DR para avaliar as alteragdes 6sseas em
ratas ovariectomizadas conforme preconizado por Louzada (Antonietto, 2010). A
avaliacdo dos exames de imagem nao demonstrou diferengas estatisticas entre os
grupos. Varios fatores podem ter influenciado nesse resultado. Petersen et al. (2000)
encontraram medi¢cdes de DEXA foram problematicas para a precisao devido a uma
superestimacgao tanto do DMO quanto da area do osso em ratos de laboratério devido
ao tamanho dos mesmos, visto que os parametros de varredura, as medi¢cées do
mineral 6sseo corporal total ndo puderam ser recomendadas em ratos pequenos com
baixa DMO (Petersen et al., 2000). Chrerif et al. (2018) demonstraram que a DEXA
subestimou a DMO lombar in vivo em ratos com sobrepeso, e esse erro de medigao
esta relacionado ao peso corporal e a gordura abdominal (Cherif et al., 2018). Tal erro
também pode acontecer em animais de baixo peso (Cherif et al., 2018). A realizagao
da DR pode ser utilizada para medir a densidade 6ssea em animais tdo pequenos
quanto os ratos, porém a calibragdo do aparelho e interpretagdo dos seus resultados
€ um desafio.

Em resumo, a densitometria radiografica, € uma ferramenta valiosa para o
estudo da osteoporose em ratas ovariectomizadas, permitindo a avaliagdo das
alteracdes radiograficas, demonstrando uma técnica reprodutivel para avaliagao da

perda 6ssea e evidenciando a eficacia das intervengdes terapéuticas.

6.2.4 Analise de Parametros Histolégicos

A analise histomorfométrica € uma ferramenta essencial para compreender as
alteracdes estruturais e funcionais no tecido 6sseo (Cho et al., 2018). A ovarectomia
induz um estado de deficiéncia estrogénica que resulta em aumento da reabsorgao
O0ssea e reducgao da formacao dssea, levando a osteopenia (Deriggi-Pisani et al.,
2023). Os perfis histologicos dos ossos corticais e trabeculares alteram-se
principalmente em animais osteoporéticos (Cho et al., 2018). Além disso, o impacto
de inumeras substancias anti-osteoporéticas foi estimado na histologia 6ssea (Cho et
al., 2018). Alguns indices histomorfométricos de massas Osseas diminuem
visivelmente, enquanto os indices de reabsorgdo 6ssea aumentam, essas alteracdes
foram consideradas boas preditoras da eficacia de medicamentos anti-osteoporéticos
(Cho et al., 2018).
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Estudos prévios Deriggi-Pisani et al. (2023), demonstraram que modelos de
ratas ovarectomizadas apresentam diminuicdo significativa na densidade mineral
Ossea, alteragdes histomorfométricas, como aumento da porosidade éssea, reducao
na espessura trabecular e um aumento impressionante no numero de adipécitos nos
grupos OVX sedentarios (Deriggi-Pisani et al., 2023).

Na avaliagdo comparativa da coluna, os animais ovariectomizados e
submetidos a intervencao apresentaram um BV maior comparado aos animais do
grupo CONTROLE particularmente o grupo OVXRE (Tabela 14). Fato n&o
comprovado nos animais dos grupos SHAM submetidos a qualquer um dos
tratamentos. A razdo entre BV/TV demonstrou que os animais ovariectomizados
submetidos a qualquer tipo de intervencdo apresentam maior volume Gsseo,
particularmente os grupos de tratamento sinérgico.

A avaliacao Tb. Th demonstrou uma diminuicdo do tamanho das trabéculas em
todos os grupos comparados com o CONTROLE. Por outro lado, a avaliagdo Tb. Sp
evidenciou um aumento nos espacos entre as trabéculas em todos os grupos
ovariectomizados e mesmo nos grupos SHAM, porém mais intenso nos OVX12. Esses
achados nao apresentaram significancia estatistica.

Na avaliagdo comparativa do fémur, os animais ovariectomizados e submetidos
a intervengao apresentaram um BV maior comparado aos animais do CONTROLE
particularmente o grupo OVXRE, OVXR e SHAMR (Tabela 15). Conforme
demonstrado no estudo de Wang et al. (2023), a estrutura trabecular 6ssea de ratos
nos grupos nado submetidos a tratamento estava relativamente intacta, com arranjo
regular e interconexao em uma estrutura de rede, menor tecido de medula 6ssea e
quase nenhum vacuolo lipidico (Wang et al., 2023). No grupo OVX, por outro lado, a
estrutura trabecular 6ssea (BT) foi muito comprometida apresentando-se quebrada ou
até mesmo reduzida com muitos tecidos de medula éssea e vacuolos lipidicos na
cavidade medular (Cho et al., 2018). Por outro lado, os grupos de tratamento com
suplementacdo medicamentosa, alimentar ou exercicios apresentaram osteoporose
relativamente leve com menos quebras e reducdes de osso trabecular, indicando o
evidente efeito anti-osteoporose em ratos ovariectomizados (Wang et al., 2023) ou
ganho de massa 6ssea (Cho et al., 2018). Os controles OVX apresentaram redugdes
significativas (p<0,01) em BV/TV em comparagéo aos controles operados (Cho et al.,

2018). Os grupos OVX mostram reabsorgéo no tecido ésseo, perda mineral grave,
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tecido trabecular disperso com formato fragmentado e rara atividade de formacéao
0ssea (Wang et al., 2023).

Em estudos com animais, o exercicio € geralmente considerado como um fator
que aumenta o pico de massa 0ssea (Li et al., 2014). Joo et al. (2016) mostraram que
a corrida em esteira melhora a microarquitetura 6ssea trabecular, a densidade 6ssea
e a geometria cortical em ratas fémeas jovens em crescimento. Tromp et al. (2006)
mostraram que a carga mecanica tem efeitos benéficos no conteudo mineral 6sseo e
na DMO de ratos ovariectomizados. Nossas descobertas estdo de acordo com
estudos anteriores e sugerem que a cirurgia foi bem-sucedida nesse estudo.

Assim, ratas ovariectomizadas apresentaram alta taxa de renovacédo éssea,
com o aumento na reabsorg&o 6ssea sendo maior do que a formacéo (Li et al., 2014).
Os resultados desse estudo corroboram essas observagdes, com as ratas
ovariectomizadas apresentando alteragdes significativas na microarquitetura éssea,
como reducdo na densidade trabecular e aumento da separagao entre as trabéculas
(Li et al., 2014). Mais importante, o exercicio aumentou significativamente a massa
O0ssea nos ratos do grupo OVXE, o que pode ser atribuido a uma reducédo da
reabsorcdo e um aumento na produgdo de tecido 6sseo, pois a superficie de
reabsor¢cédo total foi diminuida enquanto a superficie de formacéo trabecular foi
aumentada em comparagdo com o grupo OVX (Li et al., 2014). Essas alteragdes
sugerem uma alteragado da homeostase éssea, tipica da osteoporose pés-menopausa
(Li et al., 2014). Neste estudo, os grupos OVX mostraram perfis histolégicos
osteoporéticos tipicos, como evidenciado pela redugdo drastica na massa Ossea
cortical e trabecular, bem como aumento no tecido conjuntivo do osso cortical (Tabelas
14 e 15).

O exercicio fisico é reconhecido como um método de tratamento nao
medicamentoso eficaz para a conservacao da saude é6ssea (Troy et al., 2018). Em
ratas, exercicios de impacto, como saltos ou corrida em esteira, demonstraram efeitos
benéficos na microarquitetura éssea, incluindo aumento da espessura trabecular e
reducdo da porosidade (Speretta et al., 2012). Nosso estudo demonstrou aumento
significativo na estrutura da massa oOssea cortical e do osso trabecular,
particularmente observado nos grupos submetidos aos tratamentos com medicamento
e exercicios fisicos (Tabelas 14 e 15).

Outro ponto importante foi a avaliagdo histolégica das laminas pelos e

histopatologistas. Isso foi evidenciado na Tabela 16, relacionando-se os resultados
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apresentados com a concordancia Inter avaliadores na analise de laminas histologicas
dos animais submetidos a diferentes tratamentos. Um Coeficiente de Correlagao
Intraclasse (CCI) superior a 0,70 € amplamente reconhecido como aceitavel em
estudos cientificos, particularmente em analises subjetivas, como as realizadas em
histopatologia. No presente estudo, os valores obtidos para as diferentes regides
avaliadas, bem como para a amostra total, situaram-se dentro desse intervalo,
conferindo validade as avaliag¢des realizadas.

A leve superioridade do CCI no fémur (0,74) em comparagao a coluna (0,72)
pode refletir diferengas na complexidade estrutural das regides 6sseas, variagdes na
qualidade técnica das laminas e a potencial clareza maior nos critérios de avaliagao
do fémur em comparacéao a coluna.

Os resultados indicaram uma concordancia Inter avaliadores variando de
moderada a boa (CCl: 0,50 — 0,84), com desempenho superior observado na analise
da amostra total (CCI: 0,77). Esses dados reforcam a confiabilidade das avaliagbes
histologicas realizadas, ao mesmo tempo em que destacam a necessidade de
aprimoramentos metodolégicos voltados para a redugéo da subjetividade e o aumento
da precisao das analises.

Neste estudo, observamos que as ratas submetidas ao exercicio fisico
apresentaram melhora significativa nos parametros histomorfométricos, com aumento
da espessura trabecular e uma reducao da separacgao trabecular, mesmo apds a
ovarectomia. Isso pode ser atribuido ao estimulo mecéanico que favorece a formacao
0ssea por meio da ativagao de osteoblastos e inibicao de osteoclastos (Yang; Li; Gao,
2023). Além disso, também evidenciamos que o grupo submetido ao tratamento com
risedronato apresentou preservagao substancial da microarquitetura Ossea,
caracterizada por incremento na densidade trabecular e reducdo da porosidade
cortical, achados que corroboram dados consistentes relatados na literatura prévia
(Yang; Li; Gao, 2023).

Embora o exercicio possa ser considerado uma alternativa natural as
intervengdes farmacologicas, também €& importante explorar até que ponto ele
complementa esses tratamentos comprovados (Ireland; Rittweger, 2017). Atualmente,
apenas alguns estudos investigaram as interagbes entre o exercicio e o0s
antirreabsortivos, embora os resultados iniciais sejam promissores (Ireland; Rittweger,
2017). Os bifosfonatos tiveram um efeito aditivo na redugdo da perda éssea em

astronautas quando combinados com exercicios resistidos (lreland; Rittweger, 2017).
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A combinacdo do risedronato com o exercicio fisico mostrou efeitos sinérgicos,
resultando em uma melhora mais expressiva na microarquitetura O0ssea em
comparacgao aos tratamentos isolados (Tabelas 14 e 15). Esses achados sugerem que
0 uso combinado de terapias farmacoldgicas e nao farmacoldgicas pode potencializar
os beneficios no tratamento da osteopenia induzida pela deficiéncia estrogénica.

Os resultados obtidos estdo alinhados com a literatura, que enfatiza os
beneficios do exercicio fisico e do risedronato na prevencao da perda éssea induzida
pela deficiéncia estrogénica (Li et al., 2014). Estudos como o de Leblanc et al. (2013)
destacam que a combinacéao de intervencgdes pode ser mais eficaz na preservacgao da
qualidade 6ssea do que intervengdes isoladas (lreland; Rittweger, 2017). Deve-se
considerar fatores como medidas objetivas de carga éssea, momento de duracéo da
atividade, a motivagao dos individuos e o modo como o exercicio é realizado (lreland;
Rittweger, 2017). Ha evidéncias de que a carga de alto impacto (alta intensidade) é
benéfica para os ossos (Troy et al., 2018). A carga de alto impacto combinada com
outros exercicios que produzem grandes forcas de reacgdo articular (como o
treinamento de resisténcia) tem um efeito positivo no osso (Ireland; Rittweger, 2017;
Troy et al., 2018). Além disso, uma combinac¢ao de carga de alto impacto parece ser
favoravel em oposicao ao treinamento de alto impacto, impacto impar ou resisténcia
sozinha (Troy et al., 2018). Embora os efeitos da atividade fisica na DMO possam ser
modestos, eles tém implicagdes clinicamente significativas em termos de redugéo no

risco de fratura a longo prazo (Ireland; Rittweger, 2017; Troy et al., 2018).
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7 CONCLUSAO

Os resultados desta dissertacdo evidenciaram que o modelo de ratas
ovariectomizadas é uma ferramenta valiosa para o estudo da osteoporose pos-
menopausica, permitindo a avaliagdo dos efeitos combinados de intervencoes
farmacolodgicas e nao farmacoldgicas. A associagao entre o risedronato e o exercicio
fisico mostrou um impacto positivo na preservacao da densidade mineral éssea e na
qualidade 6ssea, demonstrando o potencial de uma abordagem integrada para mitigar
os efeitos da deficiéncia estrogénica. Apesar das limitagcdes inerentes ao modelo
animal, este estudo contribui para o avango do conhecimento sobre estratégias
terapéuticas que podem ser adaptadas para populagdes humanas, destacando a
importancia de futuros estudos translacionais que validem e expandam as evidéncias

aqui obtidas.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

A presente dissertagdo analisou os efeitos da ovariectomia, da pratica de
exercicio fisico e da administracdo de risedronato em ratas de laboratério, utilizando-
as como modelo experimental para o estudo da osteoporose associada ao periodo
pos-menopausico. Apesar das limitagdes inerentes ao estudo, os achados obtidos
fornecem subsidios relevantes que podem fundamentar futuras investigagdes
cientificas e contribuir para o aprimoramento das abordagens terapéuticas

direcionadas a osteoporose em humanos.

8.1 CENARIOS PROSPECTIVOS

Futuros estudos podem concentrar-se na investigacdo dos mecanismos
moleculares subjacentes aos efeitos combinados do exercicio fisico e do risedronato
na remodelacdo 6ssea (Yang; Li; Gao, 2023). O uso de técnicas de biologia molecular,
como analise de expressdo génica e proteOmica, pode revelar vias celulares
envolvidas na formacéo e reabsorgao 6ssea (Hernandez, 2006).

Um aspecto relevante a ser explorado envolve a realizagdo de estudos de
intervencao de longa duragdo, essenciais para avaliar os efeitos persistentes do
risedronato e da pratica de exercicios fisicos sobre a densidade mineral 6ssea e a
microarquitetura 6ssea (Yang; Li; Gao, 2023). Além disso, tais investigagdes
permitirdao examinar potenciais efeitos adversos e a seguranga das intervengcées em
um horizonte temporal ampliado (Black et al., 1996).

Adicionalmente, a incorporagédo de biomarcadores emergentes relacionados a
remodelagdo éssea, como a osteocalcina sérica intacta e fosfatase alcalina éssea
melhor representam o processo de formagdo Ossea enquanto as piridinolinas e
fragmentos telopeptideos carboxi e amino-terminais do colageno tipo | melhor refletem
a reabsorcao 6ssea (Saraiva; Lazaretti-Castro, 2002).

E ainda explorar investigagdes sobre combinagdes terapéuticas que incluam
outros agentes farmacoldgicos, como anticorpos monoclonais, aliados ao risedronato
e ao exercicio fisico (Langdahl et al., 2017; Yang; Li; Gao, 2023). Essas combinagdes
podem potencializar a eficiéncia terapéutica e melhorar a qualidade 6ssea (Chandran,
2022).
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8.2 SUGESTOES PARA NOVOS ESTUDOS

Estudos que explorem a tradutibilidade dos resultados obtidos em ratas para
seres humanos. Protocolos que avaliem as diferencas entre os dois modelos podem
ajudar a adaptar as intervengdes para contextos clinicos reais. Investigar o impacto
de diferentes modalidades de exercicio (como treinamentos de resisténcia, aerdbico
el/ou intervalado) sobre a saude éssea em modelos animais e humanos (Nikander et
al., 2010). Analisar os efeitos do risedronato e do exercicio fisico sobre outros
sistemas do corpo, como o cardiaco e o0 muscular, ampliando uma visao mais global
do impacto terapéutico (Helge et al., 2010). Investigar os efeitos das interveng¢des em
populacdes de diferentes idades, géneros e condi¢des metabdlicas. Essa abordagem
pode trazer dados relevantes para tratamentos personalizados. Incorporar novos
protocolos de experimentos que contemplem variaveis como comorbidades, regime
alimentar e fatores de estresse, permitindo uma maior representatividade das
condicdes clinicas reais.

Uma linha de investigagdo promissora envolve a analise da associagéo entre
o risedronato e a pratica de exercicios fisicos, com foco na identificacdo de potenciais
efeitos sinérgicos na atenuacao da perda éssea. Tal abordagem configura-se como
uma estratégia relevante para o aprimoramento das diretrizes terapéuticas voltadas
para individuos em fase pos-menopdausica. Além disso, o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas multimodais, que integrem intervengdes farmacologicas e néo
farmacoldgicas, apresenta-se como uma area de grande potencial, promovendo maior
adesdo ao tratamento medicamentoso e contribuindo para a redugao do risco de
fraturas 0sseas. A geracéo e utilizagdo de dados consistentes s&o fundamentais para
a formulagao de diretrizes clinicas mais robustas, capazes de atender as demandas
especificas de diferentes populagoes.

Dessa forma, os achados do presente estudo destacam a relevancia de
estratégias terapéuticas combinadas para o manejo da osteoporose, particularmente
em populagdes de maior vulnerabilidade, como mulheres em periodo pos-
menopausico. Pesquisas futuras poderdo investigar o impacto de modalidades
variadas de exercicio fisico e diferentes regimes de dosagem de bisfosfonatos, além
de explorar as interagdes entre esses tratamentos e outros fatores moduladores, como

a composicao dietética e a suplementacao de calcio.
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10 ANEXOS

10.1 ANEXO 1 — APROVACAO DO COMITE DE ETICA.

MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada * Tempm com antireabsortivos e exercicios fisicos nas
ratas * protocolo nimero 02472023, sob responsabilidade
de Jﬂf.rAdr!nnn Kopke de Aguiar, Valdeci Manoel de Oliveira, José Leonardo Rocha de
Faria, Vera Maria Peters, Martha de Oliveira Guerra, Marcus Vinicius De Ollveira Ferreira e
Ana Eliza Andreazzi - que envolve a utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfile Verrebra (exceto homemy), para fins de pesquisa cientifica - estd de acordo com os
preceiios da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6893 de 15 de Julho de 2009,
bem como normas editadas pelo Conselho de Controle de Experimentagio Animal
(CONCEA, e fol APROVADA pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Juiz de Fora na reunido de 02/05/2023.

‘We certify that the proposal "‘mompyw.l‘m and in

rats” protocol number 02412023 under the responsibility of Jair
Adriano Kophdeﬂgutar Valdeci Manoel de Oliveira, José Leonardo Rocha de Faria, Vera
Mavia Peters, Martha de Oliveira Guerra, Marcus Vindcius De Oliveira Ferreira e Ana Eliza
Andreazzi - which involves the use of animals belonging to the phylum Chordara,

subphylum Verrebra (except human beings), for scientific research purposes - is in
accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, and Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with
the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA),
and was APPROVED by the Ethic Committee of Animal Use of the Federal University of Julz
de Fora/MG in the meeting of 02/05/2023.

Finalidade ( } Ensino (x) Pesquisa Clentifica

Vipéncia da autorizacio 1/08/2023 a D1/08/2026

Ricarde Palhares Zschaber de Araujo
Médico Veterindrio responsdvel pelas)

pesquisa ART e vigéncia WRT 43352023, validade 06/04/2023 a 06/04/ 2024,
fvalidador: eb2716aad0b266267 ecad 14c2505be bl
[Espécieflinhagem /raca Rato Wistar
i@ de animais fie
[Pesofldade [250-300 gramas(H dias

Sexo Machos

Procedéncia dos animais ICBR/UFIF

ILocal de manutengdo dos animais  (CBR/UFIF

APROVEITAMOS A OPORTUNIDADE PARA INFORMAR QUE:

1) O projeto/treinamento de pesquisa deve ser desenvelvido conforme delineado no processo
aprovado;

2) A CEUAJUFJF deve ser informada de tedos os fatos relcvames que alterem o curso normal
do projero/treinamento. £ papel do pesqui I resy rel 7y medidas i i

adequadas frente a e evento nio previstos.

3) Eventuais modificagdes ou 40 processo devem ser af 4 CEUA/UFIF de
forma clara e sucinta, identificando a parte a ser modificada e suas justificativas.

® No caso de treinamento, esta aprovacio tem validade de 12 meses a partir da datade
aprovacio pela CEUA/UFIF e para cada evento realizado nesse perdodo, o pesquisador
responsdvel deverd apresentar um relatdrio das atividades realizadas;

No caso de projeto de pesquisa, esta aprovacio tem validade de acordo com o
cronograma proposio no protocolo. 0s relatGrios deverio ser enviados a cada 12 (doze
meses), a partir da dara de aprovagio da CEUASUFIE.

4} Havendo interesse na renovacio do projeto, a solicitagio deverd ser protocolada até o
tiltimo dia de validade da atual proposia. Apds esta data uma nova proposia deverd ser
encaminhada.

Atenciosamente,
CEUA/UFJF
Documento assinado eletronicamente por Ana Eliza Andreazd, Coordenador(a) em

exercicio, em 12/05/2023, as 13:05, uml'urmt. }mmrm u[mu] de Hnl!lll.d com
fundamento no § 3" do art. 4@ do plo n®

Documento assinada eletronicamente por Jair Adriano Kopke de Aguiar,
Professor(a), em 12/05/ 2023, &s 14:43, conforme hordrio oficial de Brs
fundamento na § 3* do art. 4° do Deaeto pt 10,543 de 13 de

% (w2, ul][ im’\'hij através do jcone Co de 1 c; o
codigo verificador 1275373 ¢ o oodigo CRC FEC4BTOE.
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11 APENDICES

11.1 APENDICE 1 - AVALIACAO HISTOLOGICA ATRAVES DA OBSERVACAO DAS
LAMINAS PELOS HISTOPATOLOGISTAS

Histologia 6ssea

O exame histoldégico do osso de um paciente com osteoporose pode revelar as
seguintes caracteristicas:
Estrutura do osso trabecular: as trabéculas, ou paredes, do osso podem ser mais
grossas, normais ou mais finas do que o normal. Podem ser classificadas em: Normal,
Parcialmente reduzido, Marcadamente reduzido ou Ausente.
Quantidade de osso trabecular: quantidade de trabéculas visualizadas pode ser
classificadas em: 90-100%, 60-90%, 30-60% ou 0-30%.

Referéncia: BITTO, A. et al. Protective effect of genistein aglycone on the development
of osteonecrosis of the femoral head and secondary osteoporosis induced by

methylprednisolone in rats. The Journal of Endocrinology, v. 201, n. 3, p. 321-8, 2009

Caracteristicas Score
0- Normal 90-100%
Estrutura do osso trabecular 1- Parcialmente reduzido 60-90%
Quantidade do osso trabecular 2- Marcadamente reduzido 30-60%
3- Ausente 0-30%
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dade do osso trabecular

Estrutura do osso trabecular/ Quant

Normal 90

100%

90%

Parcialmente reduzido 60
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Marcadamente reduzido 30-60%




