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RESUMO GERAL

A osteoporose € uma doenca esquelética sistémica caracterizada pela diminuicdo da massa e
deterioracdo da micro-arquitetura do tecido 6sseo causada principalmente pela faléncia ovariana
na menopausa. Esse processo leva a uma maior fragilidade do 0sso e ao consequente aumento do
risco de fraturas. Trata-se de um grave problema de salde publica. Em razdo de sua elevada
prevaléncia e morbi-mortalidade, o estudo de terapias antiosteopordéticas torna-se fundamental.
Os tratamentos disponiveis na atualidade apresentam ainda efeitos adversos que justificam
estudos adicionais investigando estratégias alternativas tanto para tratamento como para
prevencdo da osteoporose. Nesse sentido, os B-Glucanos, fibras sollveis derivadas da parede
celular de leveduras, cereais e muitos cogumelos medicinais, tem sido estudados, devido ao seu
potencial anti-inflamat6rio. O exercicio fisico, especialmente o treinamento resistido (TR),
também tem sido pesquisado devido a sua capacidade de induzir a osteogénese. Estudos
avaliando a interacdo destas duas modalidades terapéuticas ainda ndo foram realizados. Assim,
este projeto teve como objetivo avaliar o efeito na saude 0ssea da ingestdo do prebidtico (-
glucano extraidos da parede celular da levedura Saccaromyces cerevisiae) associado ao TR de
escalada com carga, em modelo de osteoporose induzido por ovariectomia (OVX) em
camundongos. Foram utilizados 48 animais (N= 6 por grupo) distribuidos aleatoriamente em 6
grupos: grupo SHAM e 5 grupos de animais OVX tratados com: grupo SAL, alendronato (ALE -
0,1 mg/kg), BG (62,5 mg/kg), TR (escalada) e a associacdo BG e TR. Os tratamentos foram
realizados trés vezes por semana durante oito semanas. O consumo de BG pelas fémeas OVX
auxiliou na manutengdo da massa corporal semelhante aos animais do grupo SHAM. O TR
isolado produziu os melhores resultados sobre o 0sso, com valores de massa e forca necessaria
para fratura dos fémures semelhante ao grupo ALE. A densitometria éssea do fémur (DMOpgxa)
no grupo TR foi semelhante ao grupo SHAM. Porém, as microtomografias computadorizadas
(microCTs) demonstraram efeitos intermedidrios, inferiores ao do grupo ALE e semelhantes ao
do grupo BG + TR para a Densidade Mineral Ossea (DMOyct), volume 6sseo (BV), razéo
volume dsseo/volume total (BV/TV) e separacdo das trabéculas (Th.Sp). A associacdo BG + TR
aumentou a concentracao de calcio avaliado por Espectrometria de Fluorescéncia de Raios-X. A
quantidade de ostedcitos no grupo TR foi semelhante ao grupo SHAM. Concluiu-se com o
presente estudo, portanto que o TR se mostrou eficaz em minimizar os efeitos da osteoporose
induzida por OVX, sendo que a associa¢do com a ingestdo BG trouxe beneficios somente para a
concentracdo de calcio no conteddo mineral ésseo. O uso de BG reduziu a massa corporal, 0 que
pode ser um beneficio cardiovascular, porém um fator limitador para o fortalecimento ésseo, uma
vez que a redugdo da massa corporal diminui a carga mecénica e desfavorece a osteogénese.

Palavras-chave: Osteoporose. Treinamento resistido. f-Glucano. Estrogénio.



GENERAL ABSTRACT

Osteoporosis is a systemic skeletal disease characterized by decreased mass and deterioration of
bone tissue micro-architecture caused mainly by ovarian failure in menopause. This process leads
bone fragility and the consequent increased risk of fractures. This is a serious public health
problem. Due to its high prevalence and morbidity and mortality, the study of antiosteoporotic
therapies is essential. The treatments currently available also have adverse effects that justify
further studies investigating alternative strategies for both treatment and prevention of
osteoporosis. In this sense, B-Glucans, soluble fibers derived from the cell wall of yeasts, cereals
and many medicinal mushrooms, have been studied, due to their anti-inflammatory potential.
Physical exercise, especially resistance training (RT), has also been researched due to its ability
to induce osteogenesis. Studies evaluating the interaction of these two therapeutic modalities
have not yet been carried out. Thus, this project aimed to evaluate the effect in bone health of
ingestion of the prebiotic (B-glucan extracted from the cell wall of the yeast Saccaromyces
cerevisiae) associated with the load-climbing RT, in a model of osteoporosis induced by
ovariectomy (OVX) in mice. 48 animals (N = 6 per group) were randomly assigned to 6 groups:
SHAM group and 5 groups of OV X animals treated with: SAL group, alendronate (ALE - 0.1 mg
/ kg), BG (62.5 mg / kg), RT (climbing) and the association BG and RT. Treatments were
performed three times a week for eight weeks. The consumption of BG by OV X females helped
to maintain body mass similar to animals in the SHAM group. The isolated RT produced the best
results on the bone, with values of mass and strength needed for fractures of the femurs similar to
the ALE group. Bone densitometry of the femur (DMOpgxa) in the RT group was similar to the
SHAM group. However, computed microtomographs (microCTs) demonstrated intermediate
effects, inferior to the ALE group and similar to the BG + RT group for Bone Mineral Density
(BMDpct), bone volume (BV), bone volume / total volume ratio (BV /TV) and trabeculae
separation (Th.Sp). The BG + RT association increased the calcium concentration by X-Ray
Fluorescence Spectrometry. The amount of osteocytes in the RT group was similar to the SHAM
group. It was concluded with the present study, therefore, that RT was effective in minimizing
the effects of osteoporosis induced by OVX, and the association with BG intake brought benefits
only for the concentration of calcium in the bone mineral content. The use of BG reduced body
mass, which can be a cardiovascular benefit but a limiting factor for bone strengthening, since the
reduction in body mass decreases the mechanical load and disadvantages osteogenesis.

Keywords: Osteoporosis. Resistance training. B-Glucan. Estrogen.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O envelhecimento populacional traz consigo um aumento da propor¢do de mulheres que
estardo sujeitas as doencas relacionadas a auséncia dos hormdnios ovarianos, dentre elas a
osteoporose. A perda de massa 0ssea apds a menopausa aumenta progressivamente com o
avancar da idade (ANTHAMATTEN; PARISH, 2019; AZIZIYEH et al., 2019; MANOLAGAS;
O'BRIEN; ALMEIDA, 2013). A osteoporose é considerada um problema grave de satde publica,
com aproximadamente 200 milhGes de pessoas afetadas no mundo. Cerca de 30% das mulheres
em estagio pos-menopausa desenvolve osteoporose, sendo as fraturas dOsseas as principais
consequéncias (ALEJANDRO; CONSTANTINESCU, 2017; BACCARO et al., 2015; WOOD;
STENSON; EMBLETON, 2015).

O modelo experimental de roedores fémeas ovariectomizadas (OVX) constitui ferramenta
importante para a investigacdo de novas terapias e prevengdo para a osteoporose (KOMORI,
2015; MURAI et al., 2015). As terapias atuais envolvem principalmente o emprego de
bifosfanatos (ALEJANDRO; CONSTANTINESCU, 2017; WIDRICK et al.,, 2007), a
suplementacdo oral de céalcio e Vitamina D, bem como o uso dos farmacos denosumabe e
teriparitida, além do hormonio paratireoidiano (PTH) e da reposi¢cdo hormonal com estrégeno
(RADOMINSKI et al., 2017). Essas terapias visam principalmente minimizar os efeitos da
menopausa sobre 0s 0ss0s, entretanto, apesar da diminui¢do nos indices de fraturas, as terapias
antiabsortivas e anabdlicas vém sendo questionadas, pois muitos individuos apresentam alguns
efeitos adversos (IMAM et al., 2019) como fraturas atipicas durante o tratamento (OSAKI et al.,
2012). Adicionalmente, a suplementacdo a longo-prazo com estrégenos vem sendo associada a
maior suscetibilidade ao cancer de Utero e de mama, além de doencas cardiovasculares. Portanto,
mais estudos investigando estratégias alternativas para tratamento e prevencdo da osteoporose
ainda sdo necessarios (ISEME et al., 2017).

Medidas gerais tais como orientacfes para prevencdo de quedas e a pratica de exercicios
fisicos especificos, podem ser instituidas antes da manifestacdo da doenca e geram beneficios
adicionais a saude. Nos ultimos anos, varios estudos tém proposto formas alternativas para

estimulo da formacéo 0ssea, muitas vezes em substituicdo a terapia medicamentosa, tais como a
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préatica de atividade fisica de alto impacto (ou de forga), assim como a suplementacdo com
alimentos funcionais (GHOSHAL et al., 2017; JUNG et al., 2016; STRINGHETTA-GARCIA et
al., 2016).

Entre os alimentos funcionais, destacam-se os prebidticos como as fibras solUveis, que
promovem reducdo da absorcéo de gorduras e carboidratos no trato gastrointestinal, aumentando
a producdo de adipocinas pré-inflamatorias que podem estimular a reabsorcdo 6ssea (JAKEMAN
et al., 2016). Na osteoporose, ja foi reportado efeito osteoprotetor em ensaio com camundongos-
fémea ovariectomizadas que consumiram um B-Glucano (BG) proveniente do Aureobasidium
pullulans (Polycan) (SHIN et al., 2007). Beneficios ao tecido 6sseo também foram reportados na
associagdo do consumo de B-Glucanos com um extrato vegetal (Textoria morbifera) (CHO et al.,
2018; JUNG et al., 2016; SHIN et al., 2007) e com o lactato de célcio (CHOI et al., 2014).
Apesar de estudos prévios reportarem potenciais beneficios isolados do exercicio resistido ou da
ingestdo de BG sobre o tecido dsseo, estudos associando as duas terapias ainda ndo foram

realizados.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Osteoporose

2.1.1 Caracterizacao da doenca

A Osteoporose ¢ uma doenca esquelética sistémica caracterizada pela diminuicdo da
massa e deterioracdo da micro-arquitetura do tecido 6sseo, levando a maior fragilidade do 0sso e
ao consequente aumento do risco de fratura, apds traumas (NAIK-PANVELKAR et al., 2020;
WOOD; STENSON; EMBLETON, 2015). A osteoporose pos-menopausa é um grave problema
de salde publica associada a morbidade e mortalidade significativas, com reducdo na qualidade
de vida e aumento dos custos com cuidados de saiude (ALEJANDRO; CONSTANTINESCU,
2017).

Os hormonios sexuais tém um importante papel no metabolismo e na manutengéo do pico
de massa 6ssea. Existem claras evidéncias de que a diminui¢do ou auséncia de estrogenos leva a
uma progressiva diminuicdo da massa Ossea (MADA et al.,, 2017; MELTON et al., 2005;
MURAI et al., 2015). A evolucdo da osteoporose é caracterizada pela fragilidade esquelética,
tendo como um dos desfechos clinicos mais importantes a ocorréncia de fraturas por baixo
impacto (RADOMISNKI et al., 2017), sendo as fraturas do quadril em pacientes senis um
problema de satde publica mundial (SHIN et al., 2007). Dados epidemioldgicos indicam mais de
200 milhdes de pessoas com osteoporose e fraturas em todo o mundo (ISEME et al., 2017;
STRINGHETTA-GARCIA et al., 2016). Estima-se que o risco de fratura de quadril em mulheres
acima dos 50 anos de idade seja de 11-18% (ALEJANDRO; CONSTANTINESCU, 2017;
ISEME et al., 2017; MELTON et al., 2005).

A osteoporose € classificada em dois tipos: Osteoporose primaria (tipo | ou pos-
menopausa) que ocorre nos primeiros 10 anos apos a menopausa em consequéncia da deficiéncia
de estrogénio. Caracteriza-se por uma perda 6ssea mais acelerada que predomina sobre 0 0sso
trabecular. Ja a osteoporose secundaria (tipo Il ou senil), mais comum em pessoas de idade
avancada, afeta 0ssos compactos como o fémur e quadril (IVANOVA et al., 2015). Apesar deste
tipo de osteoporose ser denominada “senil” ela pode ser observada também em jovens como

consequéncia do uso de medicamentos (como glicocorticoides) ou de doencas associadas a



16

osteoporose. Nesse caso a perda € mais lenta (IVANOVA et al., 2015; MIRZA; CANALIS,
2015).

2.1.2 Epidemiologia

A prevaléncia da osteoporose no Brasil varia amplamente de acordo com a metodologia
utilizada em cada estudo. Alguns estudos baseiam o diagnéstico de osteoporose na densitometria
Ossea e outros estudos se baseiam em questionarios auto aplicaveis para a identificacdo de
prevaléncia. Além disso, sdo poucos estudos que avaliaram uma amostra representativa de todo o
territorio brasileiro. A prevaléncia de osteoporose no Brasil varia entre 15% e 33% (BACCARO
et al., 2015). Segundo o Ministério da Salde no Brasil sdo mais de 10 milhGes de brasileiros
afetados pela osteoporose.

Camargo et al. (2005) avaliando a Densidade Mineral Ossea (DMO) de 207 mulheres com
mais de 70 anos encontrou uma prevaléncia de 33,2 % (CAMARGO et al., 2005). Ja no estudo de
Martini et al. (2009) utilizando uma entrevista por telefone em 54.369 individuos encontrou uma
prevaléncia de 8% em mulheres de 45 a 54 anos, 19,2% em mulheres de 55 a 64 anos e 32,7% em
mulheres com mais de 65 anos (MARTINI et al., 2009).

Pinheiro et al. (2010) realizaram o maior estudo de prevaléncia de osteoporose no Brasil
através do Brazilian Osteoporosis Study (BRAZOS), que incluia uma amostra representativa de
mulheres de todas as regides do Brasil. Foram entrevistadas 1695 mulheres com mais de 40 anos
de idade, sendo que destas aproximadamente 35% estavam na pré-menopausa. A prevaléncia de
osteoporose foi relatada em 15,1% (PINHEIRO et al., 2010).

Nos Estados Unidos, a prevaléncia de osteoporose em mulheres com mais de 50 anos é de
15,4% e em mulheres com mais de 80 anos 34,9%. A prevaléncia da osteoporose em 27 paises da
Unido Europeia é de 21% entre mulheres de 50 a 84 anos (KANIS et al., 2020). Portanto a
prevaléncia de osteoporose em mulheres brasileiras se mostra similar & estas duas localizagdes
(BACCARO et al., 2015).

No Brasil mais de 121.000 fraturas de quadril sdo relatadas anualmente no pais, com um
aumento potencial para 160.000 até 2050, e que mais de 50% daqueles que sobrevivem a uma
fratura de quadril ndo poderdo viver independentemente. Além disso, 0s custos anuais

relacionados a osteoporose no Brasil sdo estimados em 309 milhdes de reais, principalmente
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relacionados a perda de produtividade (61%) e custos com hospitalizagdo (19%) (AZIZIYEH et
al., 2019). Ao redor do mundo estima-se que ocorra uma fratura osteoporotica a cada trés
segundos (NEUMAN; KENNELLY; TOSI, 2011). A cada trés mulheres na p6s menopausa, uma
¢ afetada pela doenca (ALSWAT, 2017).

2.1.3 Fisiologia do tecido 6sseo

Os o0ssos sdo estruturas inervadas e irrigadas, que apresentam grande sensibilidade e
capacidade de regeneracdo. Como é um tecido vivo e dinamico, se renova permanentemente
durante a vida toda, sendo esse sistema de deposigédo e reabsor¢do denominado de remodelacéo
Ossea. O tecido dsseo esta em constante modificacdo, basicamente devido a trés principais
processos: crescimento, modelacdo e remodelacdo dssea. Uma mudancga continua acontece em
todos os o0ssos ao longo da vida, em ciclos associados a maior ou menor atividade dos
osteoblastos e osteoclastos que constituem os grupos de células responsaveis pela formacao e
reabsorcdo Ossea respectivamente (MANOLAGAS; O'BRIEN; ALMEIDA, 2013; WOOQOD;
STENSON; EMBLETON, 2015).

A matriz 6ssea é composta por células e material extracelular calcificado. Os ostedcitos
sdo células localizadas em cavidades ou lacunas no interior da matriz. Os osteoblastos s&o
produtores da parte organica da matriz e os osteoclastos sdo células gigantes, moveis e
multinucleadas que reabsorvem o tecido dsseo. Juntos, esses tipos celulares realizam o processo
de remodelacdo e manutencdo do metabolismo 6sseo (JEPSEN et al., 2016).

A homeostase do tecido 6sseo é controlada pelo equilibrio dindmico entre a formacéo e a
reabsorcao 6ssea. Um desequilibrio entre estas atividades contribui para o aparecimento de varias
doencas metabolicas no osso (LUO et al., 2014). Na inféncia, adolescéncia e até os 35 anos de
idade, ocorre continua e acelerada formacdo da massa 0ssea, atingindo seu pico méximo. Logo
apos esse término do crescimento linear do individuo, inicia-se uma perda 0ssea que varia de
0,3% a 0,5% de massa 0ssea a cada ano. No caso das mulheres, acredita-se que entre 40 anos e a
menopausa ocorra perda de aproximadamente 1,5% ao ano. Na menopausa este ritmo pode
acelerar para 3 a 4% ao ano, uma vez que 0s ovarios tornam-se inativos (BRASIL et al., 2016;
PONZETTI; RUCCI, 2019; TAKAHASHI; JOHNSON, 2015).
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O principal mecanismo que regula a formagao e reabsor¢do Ossea é a sinaliza¢do entre
osteoblastos e osteoclastos. As células da linhagem dos osteoblastos expressam fatores que
induzem a diferenciacdo de osteoclastos a partir de progenitores da linhagem
monocitaria/macrofagica e também promovem a funcéo dos osteoclastos maduros (ZHAO et al.,
2019). Os osteoblastos liberam o fator estimulante de colénia de mondcitos (M-CSF), estes se
expandem e diferenciam os progenitores hematopoiéticos iniciais (CFU-GM) em pré-osteoclastos
que por sua vez expressam um receptor de superficie celular chamado RANK (receptor ativador
do fator nuclear Kappa B). Os osteoblastos apresentam um ligante de RANK (RANKL) em sua
superficie celular. O RANKL liga-se entdo ao RANK nos pré-osteoclastos e induz a
osteoclastogénese. Este processo envolve a fusdo de varios precursores de osteoclastos,
originando um grande osteoclasto multinucleado. A membrana do osteoclasto voltada para 0 0sso
mineralizado adere-se firmemente ao 0sso e veda a area de contato osteoclasto-0sso. A regiao
vedada forma uma membrana com grandes invaginagdes chamada de borda ondulada, a partir da
qual enzimas lisossémicas hidroliticas sdo secretadas. O microambiente rico em enzimas acidas
abaixo do osteoclasto dissolve o mineral 6sseo, liberando fons Ca**e P para o sangue,
degradando assim a matriz dssea. Além disso, existe outro componente inibidor do sistema
RANK/RANKL, as células da linhagem de osteoblastos também produzem um fator solGvel
chamado de osteoprotegerina (OPG), que atua como um receptor para 0 RANKL e inibe a
diferenciacdo e a funcéo dos osteoclastos. Portanto, o equilibrio entre RANKL e a expressdo de
OPG por osteoblastos determina a diferenciacdo de osteoclastos e a reabsorcdo 6ssea (LIU et al.,
2015; PONZETTI; RUCCI, 2019) (FIGURA 1).

As proteinas acima mencionadas desempenham um papel essencial no desenvolvimento e
manutencdo de tecidos 6sseos. A descoberta do sistema RANK/RANKL/OPG propiciou novas

oportunidades terapéuticas para o tratamento da osteoporose (BRASIL et al., 2016).



19

Figura 1 - Fisiologia do tecido dsseo.
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Fonte: Berne et al. (2015).

Existem substancias que sabidamente sdo indutoras da reabsorcdo Ossea estimulando a
expressdao do RANKL, enquanto diminuem a sintese de OPG. Estudos em ratos transgénicos que
hiperexpressavam OPG mostraram que esses animais desenvolveram osteopetrose, ao passo que
ratos knockout para OPG desenvolveram osteoporose grave com fraturas, além de calcificacGes
vasculares (SIMONET et al., 1997).

A membrana plasmaética das células 6sseas é particularmente rica em fosfatase alcalina e
tem receptores para o paratormdnio (PTH), citocinas e prostaglandinas. Possuem ainda receptores
intracelulares para horménios esterdides, como estrégeno e vitamina D. Expressam citocinas em
suas membranas, em particular o fator estimulador de colonia 1 (CSF-1) e RANKL, que podem
ser clivados para ativar a osteoclastogénese, por acao paracrina (PONZETTI; RUCCI, 2019).

Algumas citocinas e fatores de crescimento estimulam diretamente a reabsorcdo pelos
osteoclastos, como IL-1, IL-2, IL-6 (KANESHIRO et al., 2014), o TNF-a (YAO et al., 2006), o
TGF-0, 0 PDGF e 0 PTH (CALVI et al., 2003) atuando primordialmente aumentando o nimero
de osteoclastos, por induzirem sua diferenciacdo a partir de seus precursores (KHALID; KRUM,
2016). E muito provavel que a agio destes mediadores se faca por meio do balanceamento entre a
producdo pelos osteoblastos dos fatores RANKL e OPG. Ja esta demonstrada a acdo reabsortiva
(induzida por estimulo da sintese de RANKL pelos osteoblastos) pela 1,25-di-hidroxivitamina D,
PTH, IL-1, IL-6 e TNF (PONZETTI; RUCCI, 2019). Por outro lado, fatores antirreabsortivos,

como estrogenos e algumas proteinas morfogenéticas 6sseas (BMP), estimulam a producdo de
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OPG, enquanto suprimem a expressdéo de RANKL pelos osteoblastos. A calcitonina atua
diretamente sobre os osteoclastos por receptores especificos de membrana, impedindo a fuséo
celular prévia a formacéo dos osteoclastos e inibindo a reabsorcéo dssea por atuar provavelmente
sobre o citoesqueleto destas células (MANGLANI et al., 2019) (FIGURA 2).

Figura 2 - Esquema do controle da reabsor¢do 0ssea. Horménios e substancias.
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2.1.4 Fisiopatologia da osteoporose

No ano de 1941, Albright descobriu que o processo patogenético da osteoporose acelerava
imediatamente ap6s a menopausa natural e ndo natural, propondo assim a hipdtese de que a
osteoporose estava relacionada a diminuicdo da fungdo ovariana (ANTHAMATTEN; PARISH,
2019). Existem claras evidéncias de que a diminuicdo ou auséncia de estrégenos leva a uma
progressiva diminuicdo da massa 6ssea (LU; WANG, 2018; MANOLAGAS; O'BRIEN;
ALMEIDA, 2013).

Os estrogenos exercem influéncias poderosas no tamanho e forma do esqueleto durante o
crescimento, contribuindo para a homeostase esquelética também durante a vida adulta. O
declinio nos niveis de estrogeno associado a menopausa causa perda 6ssea em mulheres, que
ocorre no 0sso trabecular e no osso cortical, estando associada a uma alta taxa de remodelacéo
6ssea (MANOLAGAS; O'BRIEN; ALMEIDA, 2013).
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A presenga de receptores estrogénicos em osteoblastos ou em células de linhagem
osteobléastica foi descrita por Eriksen et al. (1988), que detectaram receptores funcionais de
estrégeno em células 6sseas humanas, e por Komm et al. (1988), que encontraram diversos locais
de ligacdo do estrégeno em nucleos de células de ratas. Ambos os trabalhos relataram a presenca
de RNA mensageiro (RNAm) estrogénico em cada populacao de células dssea estudadas.

Tanto os osteoblastos quanto os osteoclastos tém receptores de estrogeno. Os receptores
de estrogénio, ERa (ER1 ou Esrl), ERB (ER2 e Esr2) e receptor de estrogeno acoplado a proteina
G (GPER), mediam os efeitos de compostos estrogénicos em seus tecidos-alvo. O estrégeno
interage com seu receptor através de vias tradicionais e ndo tradicionais. Na via tradicional, o
estrogeno se liga ao receptor homologo no nucleo, regulando diretamente a transcri¢cdo de genes
ou combinando com fatores de traducdo. Na via ndo tradicional, o estrégeno se liga aos
receptores de membrana e regula principalmente o processo de apoptose de osteoclastos,
osteoblastos e ostedcitos (IVANOVA et al., 2015; ZUO et al., 2019).

Os receptores de estrogeno ndao agem da mesma maneira em todos os tecidos alvos, de
forma que sua a¢do depende da predominancia do subtipo a ou B no tecido em questdo, da
natureza do ligante, da transcricdo celular e da presenca ou auséncia de auxiliares ou proteinas
reguladoras (KHALID; KRUM, 2016). O estrogeno promove o desenvolvimento de osteoblastos
através de células precursoras, aumenta a sua proliferacdo e sintese proteica, como o pro-
colageno tipo I, TGF-B e proteinas morfogenéticas. Além disso, tem um efeito anabdlico e
inibitdrio da apoptose dos osteoblastos e dos ostedcitos (SU et al., 2016).

Estudos com terapia de reposicdo de estrégeno a longo prazo (TRH) demonstraram que
ele aumentou a atividade dos osteoblastos. A cultura in vitro de osteoblastos de ratos com
tratamento com 17-B-estradiol aumentou significativamente a proliferagdo celular e a expresséo
do gene do colageno. O estrégeno regula um processo de diferenciagdo dupla, promovendo a
diferenciacdo precoce de osteoblastos e inibindo a diferenciacdo de adipocitos na linha de células
estromais da medula 6ssea de camundongos (ALEJANDRO; CONSTANTINESCU, 2017).

Em relagdo ao sinal celular, o remodelamento 0sseo determinado pelo estrégeno se da
pela sua ligacdo aos seus receptores presentes nas células osteoblésticas, o que induz ao aumento
da producdo de osteoprotegerina (OPG) e suprime a sintese de RANKL. Esse processo diminui a
acao dos osteoclastos levando a reducdo da reabsorcdo Gssea, mantendo assim a massa 0ssea.

Além disso, o estrogeno leva a uma queda de citocinas envolvidas na reabsor¢do 6ssea como a
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IL-1 e TNF-a, produzidos pelos monacitos, IL-6 como também do fator estimulador da col6nia
de macrofagos (M-CSF) sintetizado por células estromais e osteoblastos. Em situacbes de
hipoestrogenismo ndo ha blogueio completo do sistema RANKL/RANK e das citocinas. Ha ainda
aumento dos fatores relacionados com o incremento da reabsorcdo éssea, favorecendo a agéo
osteoclastica (KALKAN; TULAY, 2018).

O estrogeno age através da regulacdo do nivel de citocinas e fatores de crescimento,
modulando a secrecdo de enzima lisossémica dos osteoclastos, promovendo assim a apoptose nos
mesmaos e inibindo a apoptose nos osteoblastos e ostedcitos (LU; WANG, 2018).

A isoforma a do receptor de estrogeno (ER o), além de suas agcdes osteogénicas, também
estd envolvida na resposta adaptativa a tensdo mecanica desempenhando funcédo
mecanotransdutora nas células dsseas (SAXON et al., 2012; ZAMAN et al., 2010). No periodo da
menopausa ha uma reducdo da atividade dos ER a nas células 6sseas com consecutivo declinio
da capacidade de resposta do tecido 0sseo a carga mecanica, 0 que determina maior agravamento
da qualidade dssea e explica o fato de algumas mulheres na menopausa desenvolverem
diminuicdo de massa 0ssea semelhante a que é observada no desuso (SAXON et al., 2012). Como
mecanismo compensatério da diminuicdo da concentracdo de estrogeno, ha aumento dos niveis
de expressdao de RNAm de ERa (ZAMAN et al., 2010).

O 17-beta-estradiol promoveu apoptose em osteoclastos in vitro e in vivo em ratos
(HUGHES et al., 1996). Os osteoclastos se ligam a superficie do osso para formar um
compartimento extracelular selado. Um ambiente &cido vai sendo formado através da acdo de
uma bomba de hidrogénio nos osteoclastos, na qual eles produzem e secretam proteases
lisossdmicas. Estudos demonstraram que o estrogeno age diretamente no osteoclasto maduro
prevenindo a secrecdo de enzimas lisossdmicas e diminuindo a secre¢édo de catepsina B, catepsina
L e Fosfatase Acida Resistente a Tartarato (TRAP). Por outro lado, 0 estrégeno também diminui
a capacidade do osteoclasto em formar cavidades entre a célula e a superficie 6ssea (ASPRAY;
HILL, 2019).

O tratamento in vivo de ratas ovariectomizadas com 17-B-estradiol aumentou a apoptose
dos osteoclastos e evitou a perda de massa 6ssea. A cultura in vitro de células da medula 6ssea
com 17-B-estradiol aumentou em duas vezes a apoptose dos osteoclastos durante a
osteoclastogénese (COOPER et al., 2000).



23

Além disso, o estrdgeno promove a secrecdo de calcitonina, aumenta a atividade da 25-
hidroxilase hepética e 1-alfa-hidroxilase renal, aumenta o nivel de expresséo de 1,25- (OH) 2D3 e
promove a absorcdo intestinal de calcio. A calcitonina inibe a atividade dos osteoclastos
combinando-se com seu receptor nessas células, reduzindo assim a reabsorcdo 6ssea (KALKAN;
TULAY, 2018; NIEVES et al., 1998).

O estrdgeno pode também inibir a secre¢do do paratorménio (PTH), sendo que deficiéncia
do estrégeno aumenta a sensibilidade 6ssea a esse hormdnio, ativando a reabsorcdo 0Ossea
(BOLOGNESE, 2010; CHO et al., 2018). O estrogeno também modifica as expressdes de genes
de substancias como colageno tipo I, fosfatase alcalina, osteopontina, osteocalcina e osteonectina,
que estimulam a formacdo 6ssea. Além disso, este horménio aumenta a sintese e a mineralizacéo
da matriz 6ssea e mantém os ostedcitos viaveis (CHAKI, 2015; JACOME-GALARZA et al.,
2019; KALKAN; TULAY, 2018; SHIN et al., 2007).

A descoberta de receptores de estrogeno nos osteoblastos e osteoclastos foi um avancgo
cientifico. As mutagdes nos receptores de estrogeno o (Esrl), levando a osteoporose, bem como
os efeitos diretos do estrogeno no o0sso tém sido extensivamente estudadas através dos
camundongos knockout para Esrll. Em animais com auséncia do gene para receptores Esrl
especificos para osteoclastos, a perda 6ssea induzida por ovariectomia ndo ocorreu (KOMORI,
2015). Sendo assim, o tratamento com o hormonio estrégeno passou a ser utilizado para mulheres
pos-menopausa com osteoporose a fim de prevenir a perda de massa 6ssea. Entretanto, algumas
contraindicacdes, efeitos colaterais e adversos bem como duvidas sobre seu real papel no
metabolismo 6sseo estdo levando a comunidade cientifica a buscar novas fontes de tratamento
alternativo para prevencdo da perda de massa Ossea (ALEJANDRO; CONSTANTINESCU,
2017).

2.1.5 Biomecéanica do tecido 6sseo

Biomecénica é a mecanica aplicada aos sistemas bioldgicos determinando informagdes
basicas que proporcionam conhecimento necessario para o entendimento das influéncias
mecanicas sobre o0s processos de reparacdo Ossea. A compreensdo da biomecanica, das

propriedades estruturais e materiais do 0sso, assim como dos efeitos que as forcas apresentam em
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0ss0s longos se torna importante para melhor conhecimento da osteoporose (DALMOLIN et al.,
2013).

O esqueleto humano é formado pelos ossos que cumpre duas fungbes mecanicas
importantes para os seres humanos, sendo a primeira fornecer uma estrutura esquelética rigida
que sustenta e protege outros tecidos corporais e formar um sistema de alavancas rigidas que
podem ser movidas pela for¢a dos musculos fixados a eles (ACKERMAN; MISRA, 2013).

O tecido dsseo apresenta resisténcia a tracdo similar a do aco, além disso, é trés vezes
mais leve e dez vezes mais flexivel. 1sso se deve a sua microestrutura heterogénea, anisotropica e
ndo linear. Esta sob permanentes mudancas em resposta a diferentes sinais como, por exemplo, a
atividade fisica e os horménios (BOUGHTON et al., 2018).

O material e a organizacdo estrutural do osso influenciam as formas com que ele responde
a estimulos mecanicos. A composicdo e a estrutura do 0sso produzem um material que é forte
para seu peso relativamente pequeno, sendo as principais substancias do 0sso o carbonato de
calcio, o fosfato de célcio, o coladgeno e a 4gua. O colageno é uma proteina que fornece ao 0sso
sua flexibilidade e contribui para sua resisténcia a tracdo (BENALLA; CARDOSO; COWIN,
2012).

E importante salientar que a resisténcia final 6ssea vai estar intimamente ligada a essa
deposicao mineral no osso formado. A extrema rigidez que caracteriza o tecido 6sseo é, portanto,
resultado da interacdo entre o componente organico e o componente mineral da matriz. Na
presenca da osteoporose o coladgeno e o0s depositos minerais sdo desfeitos muito rapidamente e a
formacdo do osso torna-se mais lenta. Com menos colageno, surgem espacos vazios que
culminam por enfraquecer 0 0sso (ASPRAY; HILL, 2019).

O tipo de osso afeta diretamente as caracteristicas mecanicas do tecido. Com seu alto teor
mineral, o osso cortical é mais rigido, de modo que pode suportar forcas maiores, mas
menos deformacdo ou distorgéo, do que o osso trabecular (ERUM; DAM; DEYN, 2019). Como o
0ss0 trabecular € mais esponjoso do que o 0sso cortical, ele pode sofrer mais deformacdes antes
de fraturar. O o0sso é mais forte na resisténcia a compressdo e mais fraco para resistir ao
cisalhamento (HELL, 2012).

Os minerais 6sseos normalmente se acumulam ao longo da infancia e da adolescéncia,
alcangando um pico por volta da idade de 33 a 40 anos em mulheres e aos 19 a 33 anos em
homens (ACKERMAN; MISRA, 2013). Apos esse pico, um declinio progressivo na densidade
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0ssea, relacionado com a idade e na resisténcia 0ssea tem inicio tanto em homens quanto em
mulheres. Isso envolve a diminui¢do progressiva nas propriedades mecanicas e na resisténcia
geral do osso, com perda crescente de substancia 0ssea e aumento de porosidade. O 0sso
trabecular é afetado particularmente, com a progressiva desconexdo e desintegracdo das
trabéculas, comprometendo a integridade da estrutura Ossea e diminuindo seriamente sua
resisténcia (BERGER et al., 2016).

Além do crescimento 0sseo, esse tecido responde dinamicamente a presenca ou a auséncia
de forcas diferentes com mudancgas em tamanho, formato e densidade. Esse fenémeno foi descrito
originalmente pelo cientista alem&o Julius Wolff em 1892: “A orientagdo das dire¢des
anisotropicas se relacionam com sua adaptacdo as cargas fisiolégicas. Quando um 0sso é
submetido a uma carga mecanica, ele modifica sua estrutura por aposicdo éssea na sua
concavidade e por reabsor¢do na sua convexidade” (BRAND, 2010).

Quando uma forca é aplicada a um objeto bloqueado, este se deforma. Se a deformagéo é
de tal ordem que quando removida o objeto reassume posic¢éo e conformacdo original, denomina-
se "deformacdo elastica”. Quando a carga € aplicada até o ponto em que o objeto ndo é mais
capaz de reverter sua forma original, ttm-se o "ponto de quiescéncia”. A deformacdo permanente
é denominada "deformacdo plastica" e, finalmente, com a continuidade da aplicacdo da carga,
obtém-se 0 "ponto de fratura”. Dessa maneira, tem-se que fraturas em 0ssos ocorrem quando a
carga aplicada sobre determinada regido do tecido 6sseo supera sua capacidade de resisténcia
(DALMOLIN et al., 2013).

O estimulo mecéanico dindmico faz com que o o0sso se deforme ou se sobrecarregue
(BRAND, 2010). Os ossos adultos ganham ou perdem massa de acordo com a lei de Wolff. Ao
sofrer uma distorcdo ou carga de flexdo, o osso fica sujeito a sobrecarga € um novo 0SSO Se
estabelece no local, aumentando a massa e a densidade 6sseas totais (BENALLA; CARDOSO;
COWIN, 2012).

Materiais como 0 0sso, cujas caracteristicas de tensdo-deformacdo e de resisténcia
dependem da velocidade de deformacdo aplicada, sdo considerados viscoelasticos, pois se
distende vagarosamente sobre baixa carga, considerando que, quanto maior o tempo de aplicacéo
da carga mais se distende, embora de maneira mais lenta com o passar do tempo (DALMOLIN et
al., 2013).
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O estimulo mecénico que resulta de fortes impactos produz alta taxa de deformacao que
empurra melhor o fluido através da matriz dssea. E por esta razdo que as atividades que envolvem
altos niveis de impacto sdo melhores para estimular a formacéo 6ssea. Em resposta ao movimento
de fluido dentro da matriz do 0sso, os ostedcitos disparam a acdo dos osteoblastos e dos
osteoclastos, as células que, respectivamente, formam e reabsorvem o 0sso (BERGMANN et al.,
2011). A remodelagem 6ssea envolve equilibrio entre as acbes osteoblastica e osteoclastica ou a
predominancia da atividade dos osteoclastos, com a manutencdo ou a perda de massa 0ssea
associada. As sobrecargas que resultam de uma atividade, como uma caminhada diaria de 30 a
60 minutos, sdo suficientes para provocar a ativacdo Ossea e a formagdo de novo 0sso
(BENALLA; CARDOSO; COWIN, 2012).

O efeito piezoelétrico € uma resposta bioldgica ao estimulo mecéanico, que permite
observar no 0sso, a producdo de carga elétrica negativa em areas de compressao e carga elétrica
positiva nas de tracdo. Na pratica, a hiperpolarizacdo esta associada a osteogénese, enquanto a
despolarizacéo esta associada a reabsor¢do éssea (VARELA; JOLETTE, 2018).

As forcas a que 0s 0ssos longos estdo submetidos podem ser fisioldgicas ou ndo. As nédo
fisioldgicas ocorrem em situagfes incomuns como acidentes automobilisticos e quedas. Quando
excedem a resisténcia limite do osso, originam fraturas. As fisiologicas sdo geradas pela
sustentacdo do peso corporal, contragdo muscular e atividade fisica. Dificilmente excedem a
resisténcia 6ssea. Assim, o tamanho, a forma e a resisténcia do 0sso sdo regulados em parte por
essas forcas mecanicas durante as atividades fisicas diarias (DALMOLIN et al., 2013).

Fatores como massa muscular magra, forca muscular e realizacdo regular de exercicios de
levantamento de pesos exercem influéncias mais fortes sobre a densidade 6ssea do que 0 peso, a
altura e a raca (LI et al., 2004). Também parece que, quanto maiores forem as forcas ou cargas
encontradas habitualmente, mais substancial serd o aumento da mineralizagdo do osso. Em geral,
a evidéncia cientifica sugere que a atividade fisica que envolve for¢as de impacto seja necessaria
para manter ou aumentar a massa 0ssea. Os musculos do corpo exercem principalmente forgas de
tracdo sobre o 0sso, enquanto a gravidade fornece uma forca compressiva (TENFORDE;
FREDERICSON, 2011).

Estudos detalhados sobre o o0sso demonstram cada vez mais que as sutilezas na
microarquitetura podem ser mais importantes para determinar a resisténcia do 0sso a fratura do

que a densidade mineral 0ssea. Em termos simples, a qualidade 6ssea pode ser mais importante
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do que a quantidade dssea. Entretanto, os fatores que afetam a estrutura 6ssea dentro e ao redor
das trabéculas ainda ndo estdo totalmente elucidados. Até que se compreenda mais sobre a
osteoporose, as mulheres jovens devem ser encorajadas a maximizar o pico de massa 0ssea e a
minimizar sua perda com a realizacao de atividade fisica regular e evitando os fatores de estilo de
vida que afetam negativamente a salde ¢ssea (RUPPEL; MILLER; BURR, 2008).

2.2 Modelo experimental de osteoporose: ovariectomia

O modelo animal mais utilizado de osteoporose pds-menopausa sdo em roedores, sendo
que a perda de osso trabecular ocorre logo apos a ovariectomia (KOMORI, 2015).

A ovariectomia € uma técnica experimental classica que mimetiza a reducdo dréstica da
concentracdo de estrogénio pds-menopausa, permitindo a exploracdo dos efeitos e mecanismos
das intervencdes terapéuticas (MADA et al., 2017; MURAI et al., 2015). Os roedores estdo entre
um dos modelos animais mais utilizados na pesquisa da osteoporose, sendo que importantes
contribuicbes tém sido alcangcadas com seu uso como modelo experimental desde a década de
1950. Os principais mecanismos bioldgicos responsaveis pelo ganho e perda da massa 6ssea tanto
na vida adulta normal quanto na osteoporose sdo 0s mesmos em humanos. Assim, a utilizacdo do
modelo experimental é importante para estudar a eficacia e seguranca de técnicas de tratamento e
ou prevencdo (EGERMANN; GOLDHAHN; SCHNEIDER, 2005).

A inducdo de osteoporose utilizando ratos ou camundongos ovariectomizados (OVX)
ocorre dentro de 4 a 6 semanas apos a cirurgia (LIU et al., 2017). A ovarietctomia resulta em
perda de massa 0ssea, alteracdes histomorfométricas do osso trabecular e espessura do 0SS0

cortical, diminuicdo da densidade mineral e reducédo da forga 6ssea (SHIN et al., 2007).
2.3 p-Glucanos
Os B-Glucanos séo polissacarideos do tipo fibra soltivel derivados da parede celular de

leveduras, cereais e muitos cogumelos medicinais. Correspondem a um grupo diversificado de

moléculas cuja massa molecular, solubilidade, viscosidade e configuracdo tridimensional sao
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distintas, atribuindo caracteristicas bioldgicas diversas (BALDASSANO; ACCARDI; VASTO,
2017). A estrutura quimica possui ligagdes lineares centrais B (1-3), formada por unidades de
glicose, que se diferenciam conforme seu comprimento e ramificagcdes. A posi¢do da ramificagcdo
geralmente define a atividade biologica do B-glucano (RAHAR et al., 2011).

Os B-Glucanos séo derivados principalmente das paredes celulares de fungos, leveduras,
algas, bactérias e plantas. Aquelas encontradas em leveduras apresentam ligagdes do tipo B- (1,3)
e B- (1,6) enquanto aquelas constituintes da parede celular de plantas apresentam ligagdes B- (1,3)
e B- (1,4) (JIN; LI; WANG, 2018). Uma importante fonte de B-glucano é a parede celular de
Saccharomyces cerevisiae, também conhecida como levedura de fermentacéo, que é amplamente
empregada nas industrias de panificagdo, cervejaria e sucroalcoleira. Em S. cerevisiae, a f-
glucano é constituida por um esqueleto linear central de unidades de glicose ligadas na posi¢édo
B(1-3), com cadeias laterais unidas em B (1-6), que ocorrem em diferentes intervalos e tém
tamanhos variados (MAGNANI; CASTRO-GOMEZ, 2008) (FIGURA 3).

Figura 3 - Cadeia 1,3-glicosidica linear de monémeros de -D-glicose ligada por uma ligacéo 1,6-
glicosidica.
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Fonte: (BASHIR; CHOI, 2017).

Atribui-se aos B-glucanos uma atividade prebiética devido a sua capacidade de resisténcia
a digestdo, fermentabilidade e favorecimento do crescimento e atividade de bactérias benéficas
como Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp (JAKEMAN et al., 2016).

Nas ultimas décadas estes polimeros vem recebendo especial atengdo por sua
bioatividade, principalmente no que se refere a imunomodulagdo (BOBADILLA et al., 2013).
Além disso, inimeros efeitos benéficos como antitumoral (BALDASSANO; ACCARDI,
VASTO, 2017), antinflamatorio (SILVA et al., 2017), antimutagénico (OLIVEIRA et al., 2006)
hipocolesterolémico (SIMA; VANNUCCI; VETVICKA, 2018) e hipoglicémico (WOLEVER et

al., 2019) tém sido relacionados a B-glucanos.
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Entre seus efeitos bioldgicos favoraveis, os B-glucanos , auxiliam no tratamento das
dislipidemias, diabetes, doencas cardiovasculares e até cancer (SILVA et al., 2017; VOLMAN,;
RAMAKERS; PLAT, 2008).

Os B-glucanos atuam nos mecanismos de defesa do organismo através da ativacdo da
resposta imune via sistema complemento, diretamente, ou através de anticorpos que produzem
substancias quimicas induzindo a migracdo de leucdcitos para o local da infecgdo. Os
mecanismos de acdo da resposta desencadeada englobam o estimulo da hematopoiese, ativacao
de macréfagos, neutréfilos e de células natural killers (NK) (BASHIR; CHOI, 2017).

Ainda sao reportados efeitos dos B-glucanos na proliferacdo, diferenciagédo e efeito
antifibrose em células da musculatura esquelética e efeito positivo na microbiota intestinal (LI et
al., 2018); melhora na cicatrizacdo de feridas e efeito antiosteoporético (CHO et al., 2018; SHIN
etal., 2007).

Os efeitos antiosteopordéticos, de melhora da salde 6ssea e de regeneracdo Ossea dos f-
glucanos tem sido estudados in vitro, bem como em ensaios clinicos baseados em animais e seres
humanos. Estudos in vitro demonstraram que os [B-glucanos podem aumentar a atividade
hematopoética aumentando significativamente o fator de formacdo de col6nias mieldides
mononucleares da medula 6ssea. A proliferacdo de osteoblastos foi estimulada, o que impediu a
diferenciacéo de osteoclasto induzida por RANKL das células (CHOI et al., 2011).

Estudo prévio relatou um aumento significativo na densidade mineral 6ssea do fémur, da
tibia e da vértebra L5, bem como um aumento na biodisponibilidade do calcio e uma diminuicéo
na secrecdo de calcio em modelos de ratas ovariectomizadas tratadas com B-glucano isolado de
Aureobasidium pullulans (CHOI et al., 2014). Adicionalmente, também foram reportados efeitos
protetores do B-Glucano isolado de A. pullulans na osteoporose induzida por ovariectomia. O
tratamento reduziu a reabsorcdo Ossea de maneira dose-dependente; gerando um aumento
significativo nos indices histomorfométricos (mensuracdo da densidade mineral dssea por
DEXA). O B-Glucano preservou a massa e forca 6ssea e aumentou a taxa de formacéo, apoiando
a ideia de que este alimento pode ser usado como um agente antiosteoporético (JUNG et al.,
2016). Os efeitos do B-Glucano em mulheres saudaveis na menopausa ap6s quatro semanas de
tratamento mostrou alteragdes positivas, aumentando o0s niveis séricos de osteocalcinina e
fosfatase alcalina (HONG; KIM, 2018).
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2.4 Treinamento Resistido

O exercicio fisico € um estimulo importante para o tratamento da osteoporose. Contudo,
ainda ndo esta clara qual modalidade seria ideal para estimular o metabolismo 6sseo e melhorar o
desempenho fisico de mulheres p6s-menopausa (KAWANO et al., 2017). O treinamento resistido
(TR) tem como objetivo aumentar a massa magra, melhorando a forca e funcdo muscular e a
mobilidade fisica (DALY et al., 2019). Este treinamento pode ser definido como um exercicio
que envolve contracbes dos musculos esqueléticos frente a uma carga de resisténcia externa
(GASIER et al., 2011; JU et al., 2015).

A prética regular de TR inibe a degradacdo de proteina, acelera a sintese proteica e a
diferenciacdo muscular e ainda promove a proliferacdo de células satélites (BORBA-PINHEIRO
et al., 2016). Dessa forma, o TR pode ser dito como uma contramedida para a sarcopenia e para a
osteopenia (GASIER et al., 2011; STRINGHETTA-GARCIA et al., 2017). O TR requer menos
gasto de oxigénio e movimentacdo cardiorrespiratoria do que o treinamento aerébio e se
concentra no exercicio de grupos musculares especificos. Durante e apés o TR, fatores de
crescimento e citocinas sdo liberados, o que pode desempenhar um papel benéfico em processos
de regeneragéo e adaptacio (KRUGER et al., 2016).

Uma vez que 0 0sso € um tecido que possui habilidade de responder a atividade fisica e
exercicio, programas de exercicio, principalmente TR, tém sido indicados para tratamento de
osteoporose, visto que estimula a osteogénese (FERNANDES et al., 2006; GIANGREGORIO et
al., 2014; MCMILLAN et al., 2017; YUAN et al., 2016). De acordo com o efeito piezoelétrico, a
pressdo imposta pelo exercicio resistido atinge os cristais de hidroxiapatita, que sofrem
deformacéo e geram diferencas de potencial elétrico, atuando como um estimulo no processo de
formacdo 0ssea, ou seja, 0 aumento na massa 0ssea em resposta ao exercicio se da principalmente
devido ao aumento na mecanotransducdo (WEBER-RAJEK et al., 2015). O TR atua como um
indutor de diferenciacdo de ceélulas tronco mesenquimais em osteoblastos estando este fato
associado com o aumento na adipogénese na medula 6ssea (LOMBARDI et al., 2016; YUAN et
al., 2016).

Em pacientes com baixa massa 0ssea, observou-se que o exercicio de resisténcia diminuiu
as concentracgdes séricas de telopeptideo C-terminal de colageno tipo | (CTX), um marcador de

reabsorcdo Ossea, (GOMBOS et al., 2016). Adicionalmente, resultados de imunohistoquimica
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para osteocalcina, fosfatase &cida resistente ao tartarato (TRAP) e esclerostina associados as
andlises de microarquitetura, densidade mineral e forga Gssea indicaram que o treinamento de
forca constitui uma intervencéo eficiente na prevencao da osteoporose associada a idade em ratas
(STRINGHETTA-GARCIA et al., 2017).

Uma revisdo sistematica que avaliou os efeitos do treinamento fisico sobre a densidade
mineral 6ssea de idosos, indicou que o treinamento resistido progressivo como estimulo
mecanico indiretamente produzido no osso (BENEDETTI et al., 2018; CIOLAC; RODRIGUES-
DA-SILVA, 2016; HINGORJO et al., 2018; XU et al.,, 2016) atua como estimulo para
manutencdo da massa 6ssea durante o envelhecimento. As melhorias na densidade mineral 6ssea
foram obtidas através do treinamento de resisténcia de alta intensidade, com trés sessGes por
semana e duas a trés séries por sessdo (CIOLAC; RODRIGUES-DA-SILVA, 2016).

O exercicio de resisténcia determina uma forca de reacdo conjunta e fortalecimento
muscular, produzindo um importante beneficio clinico (KELLEY; KELLEY; KOHRT, 2012).
Entre os tipos de exercicio destaca-se 0 agachamento, leg press, subida de degraus, descida de
degraus, remo sentado e supino (BENEDETTI et al., 2018).

Desde que Hornberger e Farrar propuseram a escalada em escada como modelo de
treinamento resistido (TR) em roedores, varios estudos vem utilizando o modelo de subida em
escada para estudar os efeitos do TR em diferentes condigdes de satde e doenca em roedores. A
maioria dos estudos que utilizam a escada como modelo de TR em roedores utiliza o treinamento
com alta carga, como proposto inicialmente por Hornberger e Farrar (2004) combinadas com um
baixo nimero de repeticdes, para promover o recrutamento de fibras musculares de contracdo

rapida e estimulos metabdlicos, aumentando a for¢a muscular (PADILHA et al., 2019).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito na saude Ossea da associa¢do de ingestdo de prebidtico (B-glucano de
Saccaromyces Cerevisiae) e treinamento resistido em escada, em modelo de osteoporose

induzido por ovariectomia em camundongos.

3.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos que constituem este experimento foram:

e Verificar a influéncia da ovariectomia na perda de massa 6ssea no modelo experimental
de osteoporose

o Verificar alteragcGes nos pardmetros do conteudo mineral 6sseo, densidade mineral 6ssea,
observadas atravées de raio-x de dupla energia (DMOpgxa) em animais tratados com BG,
treinamento resistido e associacdo de ambos em relacdo a terapia com alendronato e
solucdo salina.

e Verificar o efeito dos tratamentos na microarquitetura éssea (fémures) do osso trabecular
e cortical através da técnica de microtomografia computadorizada (MicroCT).

o Verificar os parametros biomecénicos nas tibias frente aos tratamentos testados.

e Verificar a quantidade de ostedcitos no tecido ésseo das tibias dos animais do
experimento.

e Verificar o grau de hipertrofia e hiperplasia das células musculares através da avaliacdo

histomorfométrica associadas aos tratamentos propostos.
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4 CONSIDERACOES GERAIS

Considerando que a osteoporose € um problema sério de satde publica mundial afetando
principalmente as mulheres na pds-menopausa e tendo em vista alguns efeitos adversos de
determinados tratamentos medicamentosos, hoje mais do que nunca se tornam necessarios mais
estudos com alternativas terapéuticas que promovam efeitos benéficos com o minimo de efeitos
adversos, além de atuar de forma preventiva para aqueles individuos com pré-disposicdo para o
desenvolvimento da doenca.

O treinamento resistido € considerado benéfico para a salde dGssea, promovendo uma
maior taxa de formacdo 6ssea e diminuicdo da reabsorcdo desse tecido. Os alimentos funcionais
como o0s prebidticos aparecem como promissores na prevencdo da osteoporose ou da evolugédo
dela. Os B-Glucanos em razdo de seus efeitos imunoldgicos e metabolicos sdo alimentos
funcionais muito promissores e sua aplicacdo em diversas doengas cronicas nao-transmissiveis
deve ser incentivado, com possibilidade de emprego rotineiro pela populagdo, com baixo custo e

seguranca.
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Abstract

Osteoporosis denotes reduction in bone mass, often caused by decreased synthesis and secretion
of female sex hormones due to menopause. We evaluate the effects of prebiotic B-glucan (BG)
ingestion (isolated from Sacharomyces cerevisiae) in association with Resistance Training (RT)
in ovariectomized (OVX) female mice. Forty-eight female C57BL/6J mice were divided into 6
treatments: SHAM surgery and five OV X groups treated with: saline solution (SAL), Alendronate
(ALE) (0.1 mg/kg), BG (62.5 mg/kg), RT (climbing a ladder with load) and the association BG
and RT. All treatments were performed three times a week, for 8 weeks. There was a significant
reduction in uterine mass and an increase in body mass after OVX (p <0.05). The consumption of
BG by OVX females maintained body mass similar to animals in the SHAM group (p> 0.05). The
isolated RT produced the best results on the bone, with values bone mass and strength necessary
for fracture the femurs similar to the ALE group (p> 0.05). Bone mineral density of the femur
(BMDpgxa) in the RT group was also similar to the SHAM group (p> 0.05). However, bone
microarchitecture (microCTs) demonstrated intermediate effects, inferior to ALE and similar to
the BG + RT group for Bone Mineral Density (BMDwcr), trabecular bone volume (BV) and bone
volume/total volume ratio (BV/TV) and trabecular separation (Th.Sp). The association BG + RT
increased the concentration of Calcium (Ca?*) by X-Ray Fluorescence Spectrometry (XRF). The
number of osteocytes/mm? in the RT group in femurs was similar to the SHAM group (p> 0.05).
There was no difference among groups in terms of the number of muscle fiberss/mm? or cross-
section area in gastrocnemius muscle. In conclusion, RT was effective in minimizing the effects
of osteoporosis induced by OVX, with benefits of BG intake only for the concentration of
calcium in bone. The use of BG reduced body mass, which in menopause is a benefit for general
health. However, for bone tissues, body mass decrease reduces mechanical overload and favors

bone loss.

Keywords: Osteoporosis, Resistance training, f-Glucan, Estrogen
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1. Introduction

The increase in life expectancy promotes an increase in the proportion of women
susceptible to estrogen-deficiency related diseases, including osteoporosis [1]. After ovarian
failure, the loss of bone mass progressively increases with age [2-4]. Estrogen paucity reduces
the stimulation of osteoprotegerin (OPG) expression by osteoblasts, and increases the synthesis of
RANK-L. This process promotes greater activity of osteoclasts, thus reducing bone mass [5,6].
The reduction in the release of estrogen by the gonads is also associated with an increase of
cytokines involved in bone resorption such as IL-1 and TNF-o by monocytes. IL-6 and the
macrophage colony-stimulating factor (M- CSF) are also released by stromal cells and
osteoblasts [4] inducing a pro-inflammatory bone resorption condition. It is estimated that 200
million people worldwide suffer from osteoporosis. About 30% of postmenopausal women
develop this condition, with bone fractures being the main consequences [1,7,8].

Due to its high prevalence and high morbidity and mortality, the study of antiosteoporotic
therapies is essential. The use of female ovariectomized rodents (OVX) is an important tool for
investigating new treatments and preventive measures [9,10]. Current therapies mainly involve
the use of bisphosphonates [11], oral calcium and vitamin D supplementation, as well as the use
of drugs such as denosumab and teriparitide, in addition to parathyroid hormone (PTH) and
estrogen hormone therapy [12]. These therapies minimize the effects of menopause on bones.
However, despite effectively reducing fracture rates, anti-absorptive and anabolic therapies have
been questioned, as many individuals experience adverse effects [13]. The main concerns are
atypical fractures during treatment [14] and greater susceptibility to uterine and breast cancer due
to long-term replacement with estrogens, and also increased cardiovascular risk. Therefore,
additional studies investigating alternative strategies for treatment and prevention of osteoporosis

are still needed [15].



46
General measures, such as guidelines for the prevention of falls and the practice of
specific physical exercises [16], can be instituted before the onset of the disease, generating
additional health benefits [17]. In recent years, several studies have proposed non-
pharmacological ways to stimulate bone formation, such as the practice of high-impact physical
activity (or resistance exercise), as well as supplementation with functional foods [18-20].
Functional foods include prebiotics (soluble fibers), which promote reduced absorption of fats
and carbohydrates in the gastrointestinal tract, reducing body mass and the synthesis and release
of pro-inflammatory adipokines (IL-6 and TNF-a) associated with bone resorption [21]. A study
with female OVX mice demonstrated osteoprotective effects by ingesting Aureobasidium
pullulans (Polycan) B-glucan (BG) [22]. Benefits to bone tissue have also been reported for the
association of B-Glucans concumption with plant extracts (Textoria morbifera) [20,22,23].
Although previous studies have reported potential isolated benefits of resistance training
or ingestion of prebiotics on bone tissues, the association of two therapies has not yet been
investigated. Thus, the present study aimed to evaluate the effects of the association of soluble
fibers originating from the yeast cell wall (Sacharomyces cerevisiae) and of resistance training in

rodents induced to osteoporosis by ovariectomy.
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2. Materials and Methods
2.1 Animals

This study was approved by the Animal Ethics Commmitte of Federal University of
Lavras (CEUA/UFLA) under protocol 039/18. The sample comprised 48 female C57BL/6J mice,
weighing an average 23 £ 1.6 g (8 weeks).

Initially the animals were kept in collective polyethylene cages with 4 animals/each. The
environment temperature remained at 22 + 2 ° C, with standard humidity 45 £ 15% and light/dark
cycles of 12/12 hours. The animals received commercial feed and water ad libitum throughout the
experiment. We weighted the animals once a week. All experimental procedures ocured in the
morning, between 7 am and 10 am. The experiment followed a completely randomized design.
Mice were randomly divided into 6 groups according to Figure 1.

All mice underwent a surgical procedure (SHAM or ovariectomy - OV X) after anesthesia
with ketamine (100 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg). In OV X groups both ovaries were removed.
For the SHAM group, we adopted the same procedures to conduct OVX. However, the ovaries

were just exposed and repositioned.

2.2 p-glucan and Alendronate Administration

We used a commercial veterinary product rich in B-glucans (BG) extracted from the cell
wall of the yeast Saccharomyces cerevisiae (composition: B-glucans Min. 60%; Crude Protein -
Max. 8.0%; Ashes - Max - 10.0 g/100g). We stored the product under refrigeration at 4 ° C and
protected from light. At the time of use, we diluted the product in distilled water and
administered by gavage using a 1 mL syringe. The dose was 62.5 mg/kg [22] as previously
reported. B-glucan was administered three times a week (on alternate days) for 8 weeks always in

the morning, starting 38 days after ovariectomy (same period as the beginning of resistance
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training described below). We tested an additional group receiving 0.1 mg/kg alendronate [22] in

order to compare the experimental protocols against conventional therapy .

2.3 Resistance Training (RT)

Animals were submitted to climbing sessions, on a ladder with the following dimensions:
90 x 14 cm, 1 cm grid, 80 ° angle, with a resting area at the top [24]. Adaptation to training
started at the sixth week (thirty-eight days after ovariectomy) (Figure 1). Mice were placed at the
bottom of the ladder. Then they were encouraged climbing the ladder by applying manual
pressure to their tails. At the top of the ladder, the animals found a cage with dimensions of 20 x
20 x 20 cm, where they rested for 120 seconds. The procedure was repeated until the animals
climbed voluntarily three consecutive times without stimulus to the tail [18,24].

The maximum initial load was determined in the first training session (second week). We
started using an initial load of 75% of body weight. Then, we progressively added additional
loads after each climb until the animal could no longer reach the top of the ladder or completed
nine climbs (maximum number of climbs per session). The largest load successfully loaded was
considered the maximum load [25,26].

In the following training sessions, in the first four climbs, the animals carried 65%, 85%,
95% and 100% of the maximum load determined in the previous session, respectively. In the
following climbs, 2g were added to each climb until they could not continue or completed nine
predetermined climbs (with the last full climb becoming the new maximum load for the next
training session) [26].

Body mass was assessed before surgery, after four weeks of recovery and once a week
throughout the experimental period, until the day of euthanasia. At the end of the experimental

period, the animals were killed according to the recommendations of the Brazilian Guide to Good
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Practices for Animal Euthanasia [27]. The procedure was performed by cardiac puncture with the
animals under anesthesia (50 mg / kg of sodium thiopental via intraperitoneal). After euthanasia,
femurs, tibia, gastrocnemius muscle and uterus were removed. The uterus and femurs were

weighed on a precision scale to confirm the effectiveness of the ovariectomy.

2.4 Bone Densitometry
We performed bone mineral density (BMDpgxa) analysis using a dual X-ray emission
device (DEXA) and performed with the Lunar DPX-1Q densitometer (Lunar; software version
4.7e, GE Healthcare, Chalfont St. Giles, United Kingdom), by the biphotonic X-ray
absorptiometry method. The bones were scanned along the entire length.
The analysis was performed in the distal metaphysis of the right femurs (ROl 0.40 cm2),
immediately proximal to the distal growth cartilage. The values of BMDpgxa (bone mineral

density) and BMC (bone mineral content) were analyzed [28].

2.5 Computed Microtomography Analyses (Micro CT)

We obtained computed microtomography (MicroCT) images using the SkyScanTM
microtomograph (1174 X-Ray; Skyscan, Aartselaar, Belgium). The equipment consisted of a
microfocus X-ray tube with a high voltage source (100kV), a sample holder and a 11Mp CCD
camera connected to a computer. The images were obtained by means of high resolution scans
with an isotropic voxel size of 14.49 pum (50 kv aluminum filter, 0.5 mm, 0.7 ° rotation angle)
[29,30].

The trabecular tissue of the distal metaphysis of the right femur was analyzed for a 3.0
mm extension, proximal from the distal femur growth cartilage [30]. The parameters analyzed

were: we determined bone mineral density (BMDwcr g/cm™), bone volume (BV mm?), bone
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volume/total volume ratio (BV/TV %), trabecular thickness (Tb.Th mm), trabecular number
(Th.n mm™), trabecular separation (Th.sp mm), structure model index (SMI) and intersection
surface (.S pm?). The higher the values of BV, BV/TV, Tb-N, Tb-Th, I.S the better the quality of
the bone tissue structure. On the other hand, the higher the Tb-Sp value and SMI the worse the
bone quality.

The cortical microarchitecture was also analyzed in the femurs using the variables M.Ar
(medullary area). B.Pm (total perimeter of the medullary + cortical bone), Ct. Th (cortical
thickness) and B.Ar/ T.Ar (relationship between total cortical bone and cortical bone volume).

All analyzes were performed using the CT Analyzer software (Skyscan Bruker) [29-31].

2.6 Biomechanical testing

The mechanical tests were performed in a universal testing machine (Emic®, model DL
10000 Equipment and Testing Systems LTDA, Sdo José dos Pinhais- PR). The load application
speed was Imm/min, with 1N preload, 500N load cell, 30s accommodation time and a 10mm
distance between the points. Bone strength was determined using the failure load test (TESC

software, version 13.4). The point of failure femur was detected in Newtons [32].

2.7 Bone Mineral Content
The left tibia were dissected and dried. Subsequently, they were analyzed using X-Ray
Fluorescence Spectrometry (FRX), which is an analytical technique for determining the

elemental composition of the minerals calcium and phosphorus [33,34].
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2.8 Histological Analyses
Histomorphometric analyses were performed on the animals' right tibia and right
gastrocnemius muscle. Bones were fixed in 10% buffered formalin for 48 hours. Then, they were
dissected, washed and placed in 18% ethylenediamino tetraacetic acid (EDTA) demineralizing
solution until complete descaling. The bones remained in this process for 30 days, renewing the
solution every two days. After descaling, processing was performed according to the histological
protocol and inclusion in paraffin.

Serial sections of approximately 5 um were performed. Subsequently, cuts were stained
with hematoxylin and eosin for analysis by light microscopy. The images of the histological
sections were captured by a camera (SC30 CMOS Color Camera for Light Microscopy, Olympus
Optical do Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP, Brazil) attached to the Olympus CX31 binocular
microscope (Olympus Optical do Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP, Brazil). All images were captured
in the 40X objective. The measurements were performed using Image J software (National
Institute of Health, Bethesda, MD, USA). For histomorphometric analysis, three sections of each
sample were selected. The digitized images were transferred to a microcomputer and subjected to
histometric analysis. To calculate the number of osteocytes/area, images were examined using a
field grid. The mean number of osteocytes in each sample was then calculated [30].

The gastrocnemius muscles were fixed in 10% buffered formalin solution for 24 hours at
22°C. Then, the samples were embedded in paraffin. The images of the histological sections were
captured by the same camera and microscope, also using a 40X objective. The number of muscle
fibers/mm? was determined, in addition to the cross-sectional area of the muscle fibers also using
Image J Software. 15 fibers were examined per field, three fields per cut, for a total of five cuts

per animal. A grid was also used to identify selected fiber [35,36].
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2.9 Stastitical Analyses
Data were submitted to the Shappiro-Wilk normality test. We used Analysis of Variance
(ANOVA) and when there was a significant difference among groups, the Tukey pos hoc test was
applied. The GraphPadPrism software was used for all analyzes (version 5.01, GraphPad

Software, San Diego, USA). The level of significance was adjusted to p <0.05.
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3. Results
3.1 OVX, RT performance and Body mass

The effectiveness of OV X was confirmed by comparing the mass of the uterus among the
studied groups. There was a reduction in the size (Figure 2A) and in the mass of the uterus
(Figure 2B; p <0.05) in relation to the SHAM group, confirming the gonads had been totally
removed.

Regarding performance in resistance training (RT), both trained groups increased their
loading capacity gradually (RT and BG + RT), no difference between the groups. Performance
(load) was normalized by body weight, that is, for each animal the load was divided by animals’
body weight (Figure 3 A).

At the beginning of the experimental period (before OVX), all groups enclosed animals
with similar body weight (p> 0.05). All groups gained mass throughout the experimental period,
with the exception of the BG group (Figure 3B). The OVX groups (except BG) showed greater
mass when compared to SHAM, indicating that the removal of the gonads promoted a greater
increase in body mass of these animals (p <0.05). At the end of the experimental period, the body
mass gain in the SAL group was significantly greater than in the SHAM and BG groups (p <0.05)

(Figure 3C).
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3.2 Bone Paramethers (DEXA, microCT analysis and Biomechanical analysis)

Regarding the mass of the femur, we observed a significant reduction for the SAL, BG and
BG + RT groups when compared with the SHAM group (p <0.05), while the ALE and RT groups
presented intermediate values (Figure 4A). OV X promoted a significant drop in BMDpgxa of the
femur for all groups (in relation to the SHAM group), except for the TR group, which presented
similar results to the group without OVX (p> 0.05; Figure 4B). OVX also reduced the maximum
force required to fracture the animals' femur (p <0.05). However, the RT group and the ALE
group promoted a partial increase in this parameter, with intermediate results between the SHAM
group and the other groups (p> 0.05; Figure 4C). Bone stiffness was similar in all groups, except
in the SAL and ALE groups, which presented extreme results (lower and higher, respectively)
(Figure 4D).

Bone mineral density (BMDycr), bone volume (BV), bone volume/total volume (BV/TV)
and trabecular separation (Th.Sp) from the trabecular bone of the femurs evaluated in the
MicroCT images indicated partial effect RT and BG + RT in reducing the effects of OVX in
relation to the SHAM and SAL groups. The use of BG had no beneficial effect, being similar to
the SAL group (p> 0.05; Figure 5 A-B). The other variables of the trabecular bone, as well as the
cortical bone (Figure 6 A-B) did not show significant variations among tested treatments (p>

0.05).

3.3 Bone mineral content
The BG + RT group showed a higher concentration of Calcium (Ca*") compared to the
SAL group. The other treatments showed intermediate concentrations (Figure 7A). The

concentrations of phosphorus (P) did not differ aong groups (p> 0.05) (Figure 7B).



95

3.4 Histomorphometric parameters
The number of osteocytes in the TR group was similar to the SHAM group (p> 0.05), while
animals receiving BG showed a reduction in these bone cells (p <0.05) in relation to former
groups (Figure 8 A and B). There was no difference among groups for fibers cross-section area
(muscle hypertrophy; Figure 9 A and B) or in relation to the number of muscle fibers/mm?

(muscle hyperplasia; Figure 9C) (p> 0.05).



56
4. Discussion
The present study demonstrated that the association of the consumption of the prebiotic
(BG Saccaromyces cerevisae) with the resistance training reduced the benefits of the latter on the
evaluated bone parameters. Except for the calcium concentration in the bone mineral content,
which increased with the association.

Overloaded physical activities, as well as resistance training, are known to cause
osteogenic stimuli due to increased mechanical stress [17,37]. These stimuli are able to reduce
bone mass loss, favor osteoblastogenesis and assist in the maintenance of BMD both in animals
[24,38] and in post-menopausal women [39,40].

The experimental model of OVX used in the present study simulates the pathological
mechanism of postmenopausal osteoporosis. The decrease in uterine weight, bone mineral
density, bone microarchitecture and the reduction of bone biomechanical parameters found in the
present study confirm the effectiveness of osteoporosis induction [9,22,41]. Using this model,
previous research has shown favorable effects of physical resistance training on bone tissue after
60 days of training three times a week [38], and also after 120 days [18]. The mechanisms
involve an increase in the bone turnover rate associated with significant muscle stimulation
[9,40]. Mechanical stimulation of bone generated by RT is able to induce the differentiation of
mechanosensitive mesenchymal stem cells into osteoblasts [42,43], which in turn activate
transcription factors for osteogenic expression, osteoblast maturation and consequent bone
formation [44]. Some transcription factors involved are Runx2 and Osterix, which are related to
increases in mesenchymal stem cells under mechanical stress. Runx2 is a positive regulator of
osteoblast differentiation, which can also positively regulate the expression of bone matrix
protein genes, such as collagen type I, alpha 1, osteopontin, bone sialoprotein and osteocalcin

[45]. Other factors, such as myocins and hormones, have also been reported as sources of
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stimulation for osteogenesis during exercise, especially in models of osteoporosis, with emphasis
on IGF-1 [46] and irisine [47].

Osteocytes play a fundamental role in the remodeling process, detecting mechanical loads
and transmitting information to osteoblasts and osteoclasts, which then maintain skeletal
homeostasis. The Wnt/B-catenin signaling pathway increases the activity of osteoprogenitor cells
and decreases the apoptosis of mature osteoblasts. The mechanical load imposed by resistance
training reduces the expression of sclerotin by osteocytes, which acts as an antagonist of the
Whnt/B-catenin pathway [48].

The results obtained with RT in the present study corroborate previous research in relation
to the behavior of femurs in biomechanical tests, with increased bone strength in trained groups
[40,49]. The effect observed with the use of bisphosphonates is also well documented in the
literature [50,51] with well-defined doses and side effects [52]. Bisphosphanates are able to
inhibit the activation of osteoclasts [50,51] and inhibit hydroxyapatite crystals breakage
suppressing bone resorption [50,53].

Resistance training in the present research proved to be efficient inducing muscular
strength increase, in view of the increase in loading capacity along time. However, the eight
weeks regimen apparently was not able to induce muscle hypertrophy. Similar results were
observed after 10 weeks of resistance training [54]. Muscle hypertrophy is easier in fast-twich
fibers. Previous research with rodents found muscle hypertrophy on the flexor hallucis longus
muscle but not on the soleus [55]. Since the soleus fibers (and the gastrocnemius as well) present
mixed distribution (types I and I1) with a large proportion of slow-twitch fibers, the appearance of
hypertrophy might have been hindered.

In relation to the use of BG and the absence of benefits on bone tissue in the present

study, some parameters need clarification. Firstly, the justification for its use as an anti-
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osteoporotic agent is justified by the existence of previous studies pointing out positive effects of
the prebiotics administration in improving bone health. Four studies using B-glucans (associated
or not with other compounds) found that it increased BMD [22], calcium bioavailability [20,23],
increased bone formation indexes and levels of serum alacaline phosphatase expression, in
addition to preserving bone mass and strength by increasing the rate of bone formation [20,56].

OVX promotes estrogen deficiency, which increases the production of interleukin IL-1,
IL-6, IL-7, TNF-a and granulocyte macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) by immune
cells that lead osteoclastogenesis and bone resorption [10]. Since BGs have a recognized effect
on the immune system and on bone [57,58] it was expected that they could have a synergistic
effect to RT in an osteoporosis model. However, in the present study, BGs were introduced into
the animals' diet 30 days after OVX (period in which the animals were able to start physical
training). At that time, osteoporosis was already installed, and the inflammatory process that
induced bone resorption could not not prevented anymore. In the four previous studies
investigating BG, animals started receiving the fibers on first week [20,56] or four weeks
following OV X [22,23]. The anti-inflammatory effects of BG may justify antiresorptive effects
but not bone healing in accordance to our results. Differences among studies may also be due to
animal age, strain and type of BG.

It should also be noted that BG were able to reduce body mass gain during the
experimental period, keeping BG group animals with similar mass to the SHAM group, (even in a
situation where estrogen deficiency predisposes to mass gain) [6]. Despite weight control during
menopause might be a benefit, for bone tissues the increase in body mass increases mechanical
overload and prevents bone loss [59]. Thus, lighter animals because of BG ingestion presented
poorer bone mass. Soluble fibers decrease the absorption of nutrients by forming a viscous layer

in the gastrointestinal tract contributing to less weight gain [60]. The reduction in the absorption
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of these nutrients may also be associated with a reduction in muscle mass in these animals, an
important factor in bone remodeling [17,37,61]. The dose used in the present study was defined
by the lowest effective dose on bone reported previously [22] since BG doses varies widely (10
to 1250 mg/kg) for rodents [20,23,56]. Further studies administrating different doses of this p-
glucan and starting right after OV X may elucidate a preventive effect on against bone loss.

The increase in calcium concentrations in the bone mineral content observed for the BG +
RT group (in relation to the SAL group) might be associated with fibers when fermentation in the
intestine and generation of short chain fatty acids (acetate, propionate and butyrate). These
compounds leads to a reduction in intestinal pH and the more acidic medium facilitates the
absorption of calcium [62], increasing serum concentration of this component which is stored in
bones.

In summary, the present study demonstrated that the inclusion of BG after consolidation
of osteoporosis did not produce significant beneficial effects to RT, despite contributing to an
increase in calcium concentration in bone. The use of BG reduced body mass, which in
menopause is a benefit for general health. However, for bone tissues, body mass decrease reduces
mechanical overload and favors bone loss.
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Figure 1: Experimental groups and experimental design.
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Figure 2: (A) Representative images of the female mouse uterus without OVX (SHAM) and
Saline group (SAL). (B) Relative mass of the uterus (mg/g) of female C57BL/6J mice submitted
to SHAM or ovariectomy (OVX) treated with: Saline solution (SAL), Alendrona (ALE) (0.1
mg/kg), B-Glucan (BG) (62.5 mg/kg), resistance training (RT) (8 weeks climbing with load) and
B-Glucan + Resistance Training (BG + RT). The data are expressed as mean = standard

deviation. Different letters indicate significant difference with p<0.05.
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Figure 3: (A) Evolution of normalized load (load in grams/body weight) in female C57BL/6J
mice submitted to resistance training (RT) and resistance training + B-Glucan (BG + RT). (B)
Body mass (g) variation in female C57BL/6J mice submitted to SHAM procedure or ovariectomy
(OVX) treated with: Saline solution (SAL), (ALE) (0.1 mg/kg), B-Glucan (BG) (62.5 mg/kg),
resistance training (RT) (8 weeks climbing with load) and B-Glucan + resistance training (BG +
RT). (C) Mass gain (difference between final mass - initial mass). The data are expressed as

mean =+ standard deviation. Different letters indicate a significant difference (p< 0.05).
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Figure 4: (A) Femoral mass (g). (B) Bone Mineral Density (BMDpgxa). (C) Maximum fracture
strength (N). (D) Bone rigidity. Female C57BL/6J mice submitted to SHAM procedure; or
ovariectomy (OVX) treated with: Saline solution (SAL), Alendronate (ALE) (0.1 mg/kg), B-
Glucan (BG) (62.5 mg/kg), resistance training (RT) (8 weeks climbing with load) and B-Glucan +
resistance training (BG + RT). The data are expressed as mean + standard deviation. Different

letters indicate a significant difference (p< 0.05).
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Figure 5: (A) Representative images of the femur. (B) Bone parameters: Bone Mineral Density
(BMDycT), Bone Volume, BV / TV Ratio, Tb Th, Tbh.N and Tb.Sp, SMI and I.S of trabecular
bone. Female C57BL/6J mice submitted to SHAM procedure; or ovariectomy (OVX) treated
with: Saline solution (SAL), Alendronate (ALE) (0.1 mg/kg), B-Glucan (BG) (62.5 mg/kg),

resistance training (RT) (8 weeks climbing with load) and B-Glucan + resistance training (BG +
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RT). The data are expressed as mean * standard deviation. Different letters indicate a significant

difference (p< 0.05).
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Figure 6: (A) Representative images of the cortical bone of the right femur. (B) Analysis of the
cortical bone of the right femur: Ct.Th, M. Ar, Ct.Ar/Tt.Ar, B.Pm. Female C57BL/6J mice
submitted to SHAM procedure; or ovariectomy (OVX) treated with: Saline solution (SAL),
Alendronate (ALE) (0.1 mg/kg), B-Glucan (BG) (62.5 mg/kg), resistance training (RT) (8 weeks
climbing with load) and B-Glucan + resistance training (BG + RT). The data are expressed as

mean + standard deviation. Different letters indicate a significant difference (p< 0.05).
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Figure 7: (A) Calcium concentration. (B) Phosphorus concentration in the tibiae. Female
C57BL/6J mice submitted to SHAM procedure; or ovariectomy (OVX) treated with: Saline
solution (SAL), Alendronate (ALE) (0.1 mg/kg), B-Glucan (BG) (62.5 mg/kg), resistance training
(RT) (8 weeks climbing with load) and B-Glucan + resistance training (BG + RT). The data are

expressed as mean + standard deviation. Different letters indicate a significant difference (p<

0.05).
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Figure 8: (A) Representative images of the histomorphometry of the bone tissue of the female
tibia of mice (B) Number of osteocytes/area. Female C57BL/6J mice submitted to SHAM
procedure; or ovariectomy (OVX) treated with: Saline solution (SAL), Alendronate (ALE) (0.1
mg/kg), B-Glucan (BG) (62.5 mg/kg), resistance training (RT) (8 weeks climbing with load) and
B-Glucan + resistance training (BG + RT). The data are expressed as mean + standard deviation.

Different letters indicate a significant difference (p< 0.05).
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Figure 9: (A) Histomorphometry muscle tissue gastrochemistry right tibia. (B) Gastrocnemius
muscle cross-section area. (C) Numbers of muscle fibers/area. Female C57BL/6J mice submitted
to SHAM procedure; or ovariectomy (OVX) treated with: Saline solution (SAL), Alendronate
(ALE) (0.1 mg/kg), B-Glucan (BG) (62.5 mg/kg), resistance training (RT) (8 weeks climbing
with load) and B-Glucan + resistance training (BG + RT). The data are expressed as mean +

standard deviation. Different letters indicate a significant difference (p< 0.05).



77

ANEXOS

ANEXO A - Etapas do procedimento de Ovariectomia (A) Anestésicos utilizados: Ketamina
e Xilazina (B) Inciséo bilateral (C) Remocao dos ovarios (D) Sutura da incisao

Fonte: Do autor (2020).
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ANEXO B - Treinamento Resistido. (A) Escada (B) Aparatos utilizados para colocacgéo de
cargas (C) animais utilizados e colocagédo da carga na cauda do animal (D)

escalada até o topo da escada
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!

l

Fonte: Do autor (2020).



ANEXO C - Massa (A) e comprimento do fémur (B)

Fonte: Do autor (2020).
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ANEXO D - (A) Densitdometro utilizado, (B) posicionamento dos 0ssos para o
escaneamento (C) software para analise da DMO

Fonte: Do autor (2020).
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ANEXO E - Maquina de Ensaio Universal EMIC (modelo 4444) utilizada para o ensaio de
flexao de trés pontos

Fonte: Do autor (2020).



ANEXO F - Aparelho de Fluorescéncia portatil de Raio X

Fonte: Do autor (2020).
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ANEXO G - Certificado Comissao de ética em uso de animais da UFLA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Cx.P.3037 - Lavras — MG - 37200-000 — (35) 3829-5182 cba@nintec.ufla.br

ATESTADO DE APROVAGAO PROVISORIO

(o certificado definitivo sera concedido apés o cumprimento
critérios exigidos pela Orientagdo Técnica n° 5, de 27 de abril
CONCEA/MCTI)

de todos os
de 2015, do

Atestamos que a proposta intitulada "Efeito antiosteoporético da
glucano (Saccaromyces cerevisae) e do treinamento de forga
ovariectomizados", protocolo n°® 039/18, sob a responsabilidade
Pereira, Débora Almeida Galdino Alves, Marina Apocalypse Nogueir:
de Oliveira Silva, que envolve a produgdo, manutengio efou utili
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto homem), para fins de ensino
elou pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da Lein® 11.794, de
8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
edificadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA),
do Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagio (MCTI), e foi aprovada pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Pr

-Reitoria de
Pesquisa/UFLA, em reunido de 23/05/2018, podendo ser iniciada a realiz

acao da sua
parte experimental.

associagdo do B-
e€m camundongos
de Luciano José
a Pereira e Vivian
zagdo de animais

Vigéncia da autorizagdo: de 01/07/2018 a 01/07/2019

Finalidade: () Ensino (x ) Pesquisa Cientifica
Espécie/linhagem/raga: Camundongo heterogénico / C57BI/6 black
Numero de animais aprovados: 48

Peso/ldade: 25 g / 8 semanas

Sexo: fémea

Origem dos animais: aguardando documentacio

Lavras, 23 de maio de 2018.

Prof. Juliano Vogas Peixoto
Presidente da Comiss&o de Etica no Uso de Animais CEUA

Universidade Federal de Lavras
Pré-Reitoria de Pesquisa /ComissGes Permanentes
Campus Universitario -
Caixa Postal 3037 / CEP 37200 000 — Lavras, MG - Brasil
Tel.: +55 (35) 3829 5182
cba@nintec.ufla.br - www.prp.ufla.br



