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HORMONIO DO CRESCIMENTO VERSUS TREINAMENTO DE FORCA: ALTERACOES
NAS ESTRUTURAS COLAGENAS, LIPIDICAS E GLICIDICAS

Robson Chacon Castoldi'?, Henrique 1zaias Marcelo?, Andressa Eulina da Cruz Félix*, Jonathan Borges Peixoto Silva?, Heliard Rodrigues
dos Santos Caetano?, Thiago Alves Garcia®, Guilherme Akio Tamura Ozaki®, Inés Cristina Giometti*, José Carlos Silva Camargo Filho?,

William Dias Belangero®.

Resumo: O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da aplicacdo de hormdnio do crescimento (Growth Hormone - GH) e treinamento de forca (TF) na composicéo do
tecido dsseo de ratos Wistar a partir da Espectroscopia Raman. 40 ratos machos foram distribuidos de forma aleatéria em quatro grupos: controle (C [n=10]), controle a
aplicacdo de GH (GHC [n=10]), treinamento de for¢a (T [n=10]) e treinamento de forga e aplicacdo de GH (GHT [n=10]). O treinamento foi composto por quatro séries de
10 saltos aquaticos, realizados trés vezes por semana, com sobrecarga correspondente a 50% do peso corpéreo e duracgdo de quatro semanas. O GH foi aplicado na dose de
0,2 UI/Kg em cada animal, trés vezes por semana e em dias alternados. Ao final do experimento, os animais foram eutanasiados e coletados os fémures direitos para
realizacdo da anlise da composicao dssea. A espectroscopia Raman (ER) foi utilizada para observar os seguintes compostos a partir de suas respectivas bandas: colageno e
fosfolipidio (1445 cm!), colesterol (548 cmt), glicerol (607 cm™), glicose (913 cmt), Pico de carboidrato (931 cm) e prolina (918 cm-). Para a analise estatistica, foram
realizados os testes de normalidade de Shapiro-Wilk e analise de variancias ANOVA one-way, seguida pelo pés-teste de Tukey. Os resultados revelaram aumento nas
concentracdes de colageno e fosfolipidio, colesterol, glicerol, glicose, pico de carboidrato e prolina em todos 0s grupos experimentais, associados ou ndo a realizagdo do ST
e/ou aplicagdo de GH. Porém, somente o grupo T diferiu significativamente do grupo C (p<0,05). Conclui-se que todas intervengdes puderam promover ganho no tecido
6sseo, porém, somente o grupo T demonstrou diferenca significativa nos compostos minerais analisados.
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GROWTH HORMONE (GH) VERSUS STRENGTH TRAINING:
CHANGES IN COLLAGEN, LIPID AND GLUCIDIC STRUCTURES

Abstract: The objective of this study was to evaluate the effect of the application of growth hormone (GH) and strength training (TF)
on the bone tissue composition of Wistar rats using Raman Spectroscopy. 40 male rats were randomly assigned to four groups: control
(C [n = 10]), control the application of GH (GHC [n = 10]), strength training (T [n = 10]) and training of strength and application of
GH (GHT [n = 10]). The training consisted of four series of 10 water jumps, performed three times a week, with an overload
corresponding to 50% of body weight and lasting four weeks. GH was applied at a dose of 0.2 1U / kg to each animal, three times a
week and on alternate days. After four weeks, the animals were euthanized and the right femurs were collected to carry out the analysis
of the bone composition. Raman spectroscopy (ER) was used to observe the following compounds from their respective bands:
collagen and phospholipid (1445 cm-1), cholesterol (548 cm-1), glycerol (607 cm-1), glucose (913 cm-1), Peak carbohydrate (931
cm-1), proline (918 cm-1). For statistical analysis, the Shapiro-Wilk normality tests and ANOVA One-Way analysis of variances
were performed, followed by the Tukey post-test. The results revealed an increase in the concentrations of collagen and phospholipid,
cholesterol, glycerol, glucose, peak carbohydrate and proline in all experimental groups, associated or not with the performance of ST
and / or application of GH. However, only group T differed significantly from group C (p <0.05). It was concluded that all intervention
could promote gain in bone tissue, however, only the T group showed a significant difference in the analyzed mineral compounds.

Keywords: physical exercise; spectroscopy; femur; anabolism.
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Introducéo

A estrutura e a composicao quimica do tecido 6sseo tem a capacidade de se adaptar
a diferentes estimulos, como, por exemplo, aplicacdo de substancias anabdlicas como o
GH e alteragBes metabolicas causadas pelo treinamento fisicol?. A composicdo quimica
e a estrutura cristalina do 0sso desempenham um papel essencial nas suas caracteristicas
bioldgicas e estruturais®.

O tecido 6sseo pode ser descrito como um composto de uma matriz organica
reforcada contendo uma fase mineral inorganica*®. A matriz organica é composta por
cerca de 90% de colageno tipo | orientadas localmente, paralelos entre si, fornecendo uma
matriz de suporte em forma de cristais minerais®.

A fracdo mineral do osso é altamente impura apatita carbonada situada entre a
fibrila de colageno e ligacGes cruzadas e extremidades de fibrilas®. Tanto o orgéanico
quanto o mineral, os componentes e as interacGes entre os dois contribuem para as
propriedades mecanicas dos 0ssos, incluindo forca, dureza e elasticidade®®.

Por sua vez, o treinamento de for¢a (TF) promove uma sobrecarga mecanica sobre
0 0sso e pode ser reconhecida como um importante regulador na forca Ossea’.
Similarmente, acredita-se que o treinamento com pesos possa contribuir para preservagao
da massa 0ssea em individuos jovens e adultos, pois observa-se que o TF é um potente
estimulador da liberagdo do GH, sobre influéncia de diversos fatores, em especial, da
intensidade e do volume do exercicio 8.

Evidéncias experimentais demonstram que a aplicacdo do GH, juntamente ao
treinamento de forca, provoca diminuicdo da densidade mineral Ossea®. Este
acontecimento pode ser gerado pelo excesso de estimulo celular causado pela atuacao
anabolica do GH somada as adaptacdes celulares ao exercicio®.

Baseando-se em estudos, existem duas hipdteses que explicam como o GH atua. A
primeira delas é que o horménio poderia agir diretamente nas células. Ja segunda, é de
que o GH chegaria ao figado e tecidos periféricos, causando a liberacdo e producdo dos
fatores de crescimento tipo insulina (IGFs), que por sua vez aumentariam a quantidade
de receptores para estes peptideos, podendo prolongar a meia-vida dos IGFs*81°,

Nesse sentido, fez-se necesséria a realizacdo do presente estudo, pois existe a

escassez estudos envolvendo o uso do TF e GH, ndo esclarecendo totalmente os efeitos
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dos mesmos utilizados de forma conjunta. Desta forma, o presente estudo € de importante
relevancia, pois descreve as alteracdes impostas pelo GH e TF sobre moléculas do
metabolismo tecidual 6sseo, tema este que ainda carece de estudos na literatura.

Além disso, a espectroscopia Raman (ER) € uma técnica importante que possibilita
a realizacdo de investigacdes nas propriedades do tecido dsseo®!!. Esta técnica fornece
espectros vibratdrios 6sseos e, como espectroscopia infravermelha, ndo € destrutiva, além
disso fornece informacdes simultaneas sobre minerais 6sseos e matriz organicas, e possui
vantagens devido a sua aplicabilidade®!.

Sendo assim o objetivo desse estudo foi verificar os efeitos do TF e ou aplicacéo
do GH e suas alteracdes relacionadas as estruturas colagenas, lipidicas e glicidicas do

tecido 6sseo.

Materiais e métodos

Uso de Animais
Foram utilizados 40 animais machos, com 60 dias de idade, da linhagem Wistar.

Os animais permaneceram em grupos de 05 animais por caixas plasticas com dimensoes
de 41x34x17,5 cm, com temperatura controlada (20 a 30°C), luminosidade (ciclo
claro/escuro de doze horas) e umidade (55£15%) controlados, das 7 as 19 horas, com
livre acesso & agua e a racdo da marca Supralab® (Supra, Empresa Alisul, Brasil). O
presente estudo foi aprovado pelo comité de ética local, no qual recebeu o nimero de
aprovacdo CEUA — 2626.
Protocolos experimentais

A amostra foi distribuida em quatro grupos: (40 ratos machos) sendo estes: controle
(C [n=10]), controle GH (GHC [n=10]), treinamento de forca (T [n=10]) e treinamento
de forca com a aplicagdo de GH (GHT [n=10]). Os animais foram submetidos
antecipadamente a um periodo de adaptacéo ao meio liquido e equipamento (1x10 saltos;
2x10 saltos; 3x10 saltos), durante uma semana'?. O periodo de treinamento foi composto
por quatro semanas.
Protocolo de treinamento

O protocolo de treinamento foi composto por quatro séries de 10 saltos, executado
trés vezes na semana em dias ndo consecutivos, em um recipiente cilindrico de PVC,
especialmente modificado para saltos na &gua, de profundidade apropriada ao

comprimento dos animais (38 cm). Entre cada uma das séries de saltos foi estabelecido
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intervalo de 1 minuto. A sobrecarga utilizada foi correspondente a 50% do peso corpéreo
de cada animal e corrigido semanalmente. Para realizagdo do treinamento, a sobrecarga
foi acomodada na regido anterior do térax através de um colete (Figura 1)*14,
Grupos experimentais

Grupo C: Os animais ficaram livres em suas gaiolas com acesso irrestrito a &gua e
alimentacéo, receberam solucéo fisiologica (0,9% de cloreto de sdio em &gua).

Grupo GHC: Os animais permaneceram livres em suas caixas com acesso irrestrito
a &gua e alimentacdo. Além disso, foi administrada a quantidade de 0,2 Ul/Kg de GH em
cada animal, trés vezes por semana, em dias alternados®.

Grupo T: Este grupo recebeu mesmo volume de solucgdo fisioldgica do grupo C

(0,9% de cloreto de sddio em &gua) e realizou o protocolo de treinamento durante as

Y
»

guatro semanas.
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Figura 1. llustra o treinamento realizado pelo animal.

Grupo GHT: Foi composto de forma idéntica ao protocolo de treinamento citado
anteriormente, durante 0 mesmo periodo. Porém, assim como no caso do grupo GHC,
foram administrados 0,2 UI/Kg de GH °, ao invés de solugéo fisiologica, em cada um dos
animais. Imediatamente ap0s a aplicacdo, os animais foram induzidos a realizacdo do
protocolo de treinamento de forga.

Analise do Tecido Osseo
Ao final do periodo experimental, os animais foram anestesiados com éter etilico e
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apés a eutandsia, o fémur do membro inferior direito foi retirado por meio de inciséo
longitudinal para remocdo da pele e de partes moles. Apos este procedimento, foi
realizada a imersdo em solugdo fisiologica e armazenada a temperatura de —20°C para a
realizacdo de analises posteriores.

A anélise do contetildo mineral 6sseo foi realizada por Espectroscopia Raman com
a utilizagdo de microscopio Raman “espectrografo micro-Raman, marca Renishaw,
modelo in-Via” surface-enhanced Raman scattering (Gloucestershire, Reino Unido).
Nesse caso, foram mensuradas as alteragcdes nas bandas correspondentes aos seguintes
compostos: Colageno e Fosfolipideo, Colesterol, Glicerol, Carboidratos e Prolina (Tabela
1)%.

Tabela 1. Atribuicdes de bandas por espectroscopia Raman do tecido 0sseo.

v [em™?] Atribuicdo da banda
1445 Colageno e fosfolipidio
548 Colesterol

607 Glicerol

913 Glicose

931 Pico de carboidratos
918 Prolina

Fonte: Movasaghi et al., ©°.

Foi utilizado o laser com comprimento de onda de 633 nm com poténcia na amostra
da ordem de microwatt (LW) e a rede de difracdo foi de 1800 linhas por mm. O tempo de
exposicdo adotado foi de 10s e a quantidade de acumulagées foi igual a cinco.

A microscopia 6ptica foi obtida por microscopio Optico da marca Leica (série
DMLM), acoplado ao espectrégrafo e objetiva com aumento de 50x fornecendo resolucéo
espacial da ordem 1,00 um?, detector CCD Peltier (resfriado a -70 °C) e plataforma
motorizada XYZ (motor de passo — 0,10 um) no qual foram posicionadas as amostras.
Trés espectros foram coletados de cada amostra, totalizando nove espectros por grupo.
Anélise estatistica

Apobs a obtengdo dos dados, foi verificada normalidade dos dados pelo teste de
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Shapiro-Wilk e, em seguida, aplicado o teste ANOVA unidirecional (one-way) para
comparacdo entre médias com pds teste de Tukey. Todos os procedimentos utilizaram
significancia de 5% (p<0,05) e foram realizados com o Software SPSS 22.0.

Foram utilizados no estudo 40 ratos machos Wistar, distribuidos em 4 grupos,
controle (C); controle GH (GHC); treinamento de forga (T); e treinamento de forca com
a aplicacdo de GH (GHT), ambos o0s grupos constituidos por 10 animais.

Ap0s obtencdo das imagens microscépicas do fémur, foram verificadas diferentes
morfologias no osso cortical (Figura 2). Além disso, a espectroscopia Raman demonstrou
diferentes intensidades de pico nos diferentes grupos de animais (Figura 3).

-1980 3

-1880

420 -400 -380 =360 340 =320 300 420 400 -380 -360 340 =320 300

Figura 2. Imagens microscopicas do fémur de ratos Wistar com aumento de 50x.
A): Controle; B): Controle GH; C): Treinamento; D): Treinamento GH.
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Figura 3. Intensidade de picos obtida pela Espectroscopia Raman em cada
composto analisado. A): Controle; B): Controle GH; C): Treinamento; D): Treinamento GH.

Apos andlise da intensidade de picos, foi observado que o grupo de animais que
realizou o treinamento de forca isoladamente demonstrou maiores valores para 0s
compostos analisados quando comparado aos demais grupos de animais (p<0,05). Nesse
caso, houve um comportamento semelhante para as variaveis colesterol - 548,07 cm
(14332,46 + 8105,92), glicerol - 607,13 cm™ (14804,24 + 8573,17), glicose - 913,45 cm
1(7993,23 + 2516,99), prolina - 918,17 cm™ (16321,67 + 16321,67), carboidrato - 931,56
cm? (16486,61 + 9743,43) e colageno e Fosfolipideos - 1445,76 cm™? (16839,38 +
10214,74) (Figura 4).

Brazilian Journal of Science and Movement. 2021;29(2) ISSN: 0103-
1716



0O N OOhRWN -

>
*
o
*
(@]
*

18000
o 20000 -{ 18000 4
‘é 18000 1900 16000 +
"y
3 16000 10 140004
g 14000 = 12000 % g // -
2 ram] / ] 8 1 : w / I
3 1 2 1ww € 10000 - | 7 /
2 10000 % - 2 /
° 8000 4 ] o 1 / 2 ] 1 /
g N CHEE 70
S ool 3 7
§ 4000 - o 40001 /
2000 2000 2000 4 / /
0 f T T N 0 7 T T f o T T T T
c GHC T GHT c GHC T GHT [ GHe T GHT
Grupos de Animais Grupos de Animais Grupos de Animais
D E F
* * ®
20000 20000 20000
18000 - 18000 4 2000 -
16000 4 - 16000 16000 7
E oo § ] Z / = 4000 /
) 1 2 }// T 5 1
2 10004 I 5 12000 T 77 /;/ g 2000 1 %
$ 1000 / £ 1000 7 s Z // = o000 y /// %
8 I
b 8000 ! g 8000 / / Z / g 6000 1 7 /
6000 - / 6000 4 / 1 / // 7 6000 /
4000 - 4000 4 // / 2 / / 4000 /
2000 4 2000 7 Z % / 7 2000 4 7
Z 7 Z
o T T ¥ T 0 v T v T o T v T T
c GHE T GHT (- GHC T GHT [ aHe T GHT
Grupos de Animais Grupos de Animais Grupos de Animais

Figura 4 . Alteracdes das estruturas colagenas, lipidicas e glicidicas. A) moléculas de Colageno e Fosfolipideos; B) moléculas de Colesterol; C) moléculas de
Glicerol; Banda D) moléculas de Glicose; E) moléculas de Carboidratos; F) moléculas de Proteina Prolina. C: grupo controle; GHC: grupo controle com aplica¢do de hormonio

do crescimento; T: grupo treinamento; GHT: grupo treinamento com aplicacdo de horménio do crescimento. (*): Diferenca estatisticamente significativa a partir do teste de
ANOVA one way com pos teste de Tukey (p<0,05).
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Discussao

O objetivo do presente estudo foi verificar os efeitos do TF e ou aplicagédo do GH
e suas alteracdes relacionadas as estruturas colagenas, lipidicas e glicidicas tecido 6sseo.
Os resultados revelaram que o grupo T, apresentou maiores valores para banda colesterol
(548,07 cm™), glicerol (607,13 cm™), glicose (913,45 cm™), prolina (918,17 cm?),
carboidrato (931,56 cm™) e colageno e Fosfolipideos (1445,76 cm™).

Varios métodos foram usados para estudar o tecido 6sseo, no entanto, a maioria
desses métodos ndo sdo suficientemente sensivel para gerar informacdo a nivel
molecular®, Como é um sistema complexo, muitas varidveis podem afetar sua
composicdo, formacéo, forca e propriedades?’.

Desta forma, o método utilizado no presente estudo a partir da analisa realizado
pela Espectroscopia Raman, foi capaz de quantificar cada elemento presente no tecido
6sseo™. Além disso, o TF influencia no aumento da reabsorcido dssea, devido a
intensidade de treinamento®®. Os resultados obtidos no presente estudo, s&o
consequéncias da aplicacédo de protocolo de TF, que gera estimulos osteogénicos, devido
a0 aumento do estresse mecanico aplicado sobre os 0ssos*é,

Uma possivel justificativa, para o levar ao aumento da densidade mineral 0ssea
(DMO) a partir do TF € devido a presenca de sinais bioquimicos, possivelmente
decorrente da sobrecarga imposta 0ss0??*, Essa teoria € aplicada a qualquer deformagao
ou sobrecarga Ossea causada por compressdo, tensdo, tor¢do ou cisalhamento desse
tecido. Essas acGes mecanicas proporcionam diferencas no potencial elétrico exercido nos
0Ss0S, que agem como um campo elétrico, estimulador da atividade celular, levando a
deposicido de minerais nos pontos de estresse?.

Pesquisas evidenciam que o TF é um potente estimulador para promover aumento
da densidade do tecido 6sseo e seu remodelamento®. Assim, o mecanismo para o
aumento da DMO por meio do TF passa pela magnitude da deformacdo 6ssea causada
durante essa atividade®®.

Um estudo mostrou que o treinamento aerdbio, utilizado por 90 dias, com
intensidade de 60% da capacidade aerdbia maxima, possibilitou aumento da DMO em
ratos Wistar de meia idade?2. De fato, maiores intensidades de treino com cargas elevadas,
geralmente estdo associadas a maiores estimulos para o aumento na DMO, comparado

com a de menores intensidades?®?-%, Além disso, estudos sugerem que outros fatores
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como 0s niveis de testosterona, podem ser determinantes na massa 6sseaZ®.

Pesquisadores observaram-se que o exercicio fisico € um potente estimulador da
liberagdo do GH, tendo como influéncia em especial, a intensidade e do volume do
exercicio®. Embora pesquisas demonstram que o protocolo de treinamento com natagio
ndo altera significativamente os niveis de GH em ratos diabéticos, este consegue otimizar
o desenvolvimento Gsseo nesses animais?’.

No presente estudo, notou-se que o TF estimulou o0 aumento das concentracOes de
moléculas no tecido 6sseo. Este fato pode ter ocorrido devido ao estimulo de producédo de
calcio, amido e outras moléculas presentes nas células 6sseas, bem como na conexao da
matriz extracelular®®?®, Além disso, estudos mostram que os estimulos celulares
provocados pelo GH em combinacdo ao TF, podem acabar atenuando fungdes celulares
relacionadas a secrecdo hormonal e no mecanismo de feedback negativo®.

Alem do TF, a modalidade de treinamento aerobio, tem se mostrado eficiente na
contribuicdo da salde Ossea, restaurando a homeostase do tecido por meio de
biomarcadores como fosfato alcalino dsseo e célcio®. Dentro deste contexto, no estudo
de Gomes et al.?” que utilizou um protocolo de exercicio aerdbio, verificou o aumentou
nos niveis de IGF-1. Por fim, pesquisas mostram que diversos efeitos promovidos pelo
exercicio fisico s@o influenciados pelo GH, incluindo a reducdo do catabolismo proteico
e a oxidacéo da glicose, concomitantemente ao aumento da mobilizacéo de acidos graxos
livres do tecido adiposo para gerar energia®=?.

Sendo assim, o presente estudo colabora com a literatura ao verificar as alteractes
provocadas pelo treinamento de forca muscular e GH pelo método de espectroscopia
Raman. No entanto, algumas limitacGes devem ser consideradas, como a dose utilizada
na aplicacdo do horménio e protocolo de treinamento. Vale ressaltar que os resultados
foram verificados em ratos, portanto, ndo podem ser extrapolados em seres humanos.
Estudos futuros, que investiguem diferentes formas de treinamento, assim como dosagens

hormonais, podem vir a colaborar com os achados expostos nesta investigacao.

Conclusao

Os resultados confirmam que, o TF isolado resultou em maiores concentracoes de
colageno, fosfolipidio, colesterol, glicerol, glicose, pico de carboidratos e prolina, no

tecido 0sseo de ratos, quando comparado a aplicacdo do GH isolado ou em combinacgao
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ao TF.
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