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RESUMO

Objetivo: Avaliar por meio da densitometria 6ssea e do ensaio mecanico, a influencia da
hipocinesia e posterior atividade em esteira ou movimentacgao livre em fémures de ratos.
Métodos: Foram utilizados 64 ratos Wistar com 65 dias de idade e massa corporal média
de 316,11 gramas, separados aleatoriamente em oito grupos, sendo trés controles e cinco
experimentais. Os animais do grupo 6 foram criados até completarem 93 dias de idade e
serviram de controle para grupo 1, composto por ratos suspensos pela cauda por 28 dias.
No grupo 7, os animais foram criados até 121 dias e foram controle para os grupos grupo
2 (suspenso e treinado em esteira por 4 semanas) e grupo 4 (suspenso e liberado por 4
semanas). No grupo 8, os animais foram criados até 149 dias e foram controle para os
grupos 3 (suspenso e treinado em esteira por 8 semanas) e 5 (suspenso e liberado por 8
semanas). Dentre as propriedades mecanicas do terco médio do fémur foram analisadas
a forca maxima de ruptura e a rigidez. Resultados: A suspensao pela cauda provocou
diminui¢do na for¢ca maxima admitida e na rigidez. Conclusao: O treinamento em esteira
e a atividade livre na caixa apds a suspensao promoveram aumento na rigidez éssea e na
forca necesséria para produzir fratura de forma semelhante e ao longo do tempo.

Palavras-chave: Condicionamento Fisico Animal; Regeneracao Ossea; Osteogénese
Imperfeita.

ABSTRACT

Objective: Evaluate, using bone densitometry and mechanical testing, the influence of
hypocinesia and subsenquent activity on a treadmill or free movement in femurs of rats.
Methods: Sixty-four Wistar rats were used. The animals were created until the age of
sixty-five days for the beginning of the procedures experimental. They were divided into
eight groups, being three control and five experimental. The animals in group 6 (G6),
were created until completeting 93 days of age and served as a control for G1, which
was to suspend the animal by the tail for 28 days. In G7, the animals were created until
121 days and were for the control groups, G2 (suspended and trained on a treadmill for
4 weeks) and G4 (suspended and released for 4 weeks. Already in the G8, the animals
were created until 149 days and were for the control groups, G3 (suspended and trained
on a treadmill for 8 weeks) and G5 (suspended and released for 8 weeks). We analyzed
the mechanical properties of the middle third of the femur (maximum force necessary to
break and stiffness). Results: The suspension by the tail caused a decrease in maximum
strength and rigidity of the femur of animals. Conclusion: The training on a treadmill and
free activity after suspension promoted increased bone stiffness and strength required to
produce fracture in a similar way and over time.

Key words: Physical Conditioning, Animal; Bone Regeneration; Osteogenesis Imperfecta.
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INTRODUCAO

O apoio de carga ou peso e a contragao muscular
sao duas for¢cas que desempenham papel importante
na modelagem do osso. O exercicio ativo pode au-
mentar ou diminuir o peso, o comprimento e a den-
sidade 6ssea, dependendo da idade da pessoa e da
intensidade do exercicio.!

A imobilizacao permite a reabsorcao oOssea e
deprime a formacao 6ssea (especialmente no 0sso
trabecular), resultando em osteoporose, isto €, a
massa 6ssea diminui em relacao ao seu volume com
alteragao simultanea no material e propriedades ge-
ométricas do 0sso.? Desta forma, mesmo por curtos
periodos de atividade fisica diminuida, pode ocorrer
enfraquecimento 6sseo, devido aos rapidos efeitos
da auséncia de carga no esqueleto.?

No inicio da imobilizac¢ao, a diminui¢ao da solici-
tacao mecanica resulta em formacao 6ssea diminui-
da e deixa a atividade de reabsorgao 6ssea, tempora-
riamente, sem oposicao da deposicao.*

O treinamento fisico é a contramedida mais estuda-
da como forma de tratamento e prevencao da perda 6s-
sea e atrofia muscular. Estudos em animais com treina-
mentos em esteiras demonstraram que houve aumento
da massa 6ssea e da densidade mineral dssea.>®

Os efeitos dos exercicios sobre o sistema esquelético
dependem de fatores como intensidade do exercicio, ma-
turidade esquelética, tipo de osso (cortical e trabecular)
e localizacao anatomica (diafise, metéfise ou epifise).’

A determinacao das propriedades mecanicas de
um material é realizada por meio de ensaios que po-
dem ser destrutivos, quando promovem a ruptura e/ou
a inutilizacao do material, ou nao destrutivo. A escolha
do ensaio mecanico mais adequado depende da fina-
lidade do material, dos tipos de forca que ele sofrera
e das propriedades mecanicas que se deseja medir.®

O objetivo deste estudo foi analisar a forca ma-
xima admitida no ter¢o médio do fémur de ratos e a
rigidez, apos um periodo de submissao a hipocinesia
dos membros pélvicos e ap6s realizacao de diferen-
tes periodos de reabilitacao com corrida em esteira
ou movimentacao livre em caixa.

MATERIALE METODOS

Foram utilizados 64 ratos, com idade de 65 dias.
Quatro animais morreram durante o periodo de sus-
pensao e hipocinesia, e trés foram excluidos por nao

se adaptarem ao protocolo de treinamento, desta for-
ma o experimento foi conduzido com 57 animais.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em
oito grupos experimentais: Grupo 1, controle suspen-
so, constituido de 7 animais que permaneceram em
regime de hipocinesia dos membros pélvicos por 28
dias e posteriormente sofreram eutanasia; Grupos 2 e
3 Suspensos Treinados, compostos por 7 e 5 animais
respectivamente, que permaneceram em regime de
hipocinesia dos membros pélvicos por 28 dias, e
posterior regime de exercicio em esteira por mais 28
dias (grupo 2) e 56 dias (grupo 3) e posteriormente
sofreram eutanéasia; Grupos 4 e 5 Suspensos Libera-
dos, compostos por 7 animais que permaneceram
em regime de hipocinesia dos membros pélvicos por
28 dias e, posteriormente, alojados com livre movi-
mentacdo em caixa por 28 dias (grupo 4) e 56 dias
(grupo 5) e depois sofreram eutandsia; Grupos 6, 7 e
8, Controles Negativos, compostos por 8 animais, alo-
jados com movimentacao livre em caixa, submetidos
a eutanasia com 93 dias de idade, 121 dias de idade e
149 dias de idade, respectivamente.

Os animais dos grupos 1 a 5 foram suspensos pela
cauda, e todos os procedimentos para suspensao
do animal foram baseados no trabalho de Shimano
(2006), com pequenas modificagoes.

Os ratos foram anestesiados, a cauda lavada com
agua e detergente, e apos secagem completa, foi apli-
cada tintura de benjoim em toda pele. Em seguida, a
cauda foi envolvida com espuma adesiva, desde sua
origem até os dois ter¢cos proximais, sobre esta espu-
ma foi colocada uma bandagem eléstica, de modo
a envolver toda espuma. Sobre o envoltério da tira
elastica foi colocado um cadargo sarjado de modo a
formar uma alca que serviu para prender o animal ao
sistema de suspensao, por meio de uma presilha. A
seguir, a extremidade da cauda do animal nao enfai-
xada foi amputada, para evitar necrose.

O sistema de suspensao foi adaptado em duas
estantes com trés prateleiras. Em cada prateleira fo-
ram suspensos 8 animais com espaco de movimen-
tacao delimitado. A estrutura da estante permitiu
aos animais movimentagcao com os membros tora-
cicos com apoio no assoalho da prateleira, porém,
mantendo os membros pélvicos suspensos (Figura
1). Os animais somente foram suspensos ap6s o re-
torno anestésico.

No assoalho da prateleira foi colocada maravalha
e a higienizacao foi feita diariamente. Neste sistema
0s animais tiveram livre acesso a agua e racao.
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Figura 1 - Modelo de suspenséao pela cauda. Adapta-
do de Shimano (2006).

Os animais dos grupos 6, 7 e 8 permaneceram
em caixas de polipropileno, proprias para ratos, nas
dimensoes de 49 x 34 x 16 cm, sem atividade fisica
programada, apenas com deambulacao livre.

Os animais dos grupos 2 e 3 foram treinados para
caminhar em uma esteira motorizada (Insight, mo-
delo EP-131), composta por 6 baias individuais, com
altura de 15 cm, largura interna de 10 cm e compri-
mento de 50 cm.

Para o treinamento fisico foi utilizado o protocolo
proposto por Veras-Silva (1997) com pequenas alte-
racoes. O periodo de treinamento foi iniciado no dia
seguinte a retirada da suspensao. Os animais corre-
ram 10 minutos por dia, aos quais foram acrescidos
5 minutos a cada dia, até 60 minutos de treinamento
diario na velocidade de 10m/min. Este aumento pro-
gressivo no tempo de treinamento permitiu a adapta-
cao do animal ao exercicio. A velocidade da esteira a
partir da terceira semana foi de 14m/min, na posi¢ao
horizontal sem inclinacao, caracterizando exercicio
de baixa intensidade. O grupo 2 foi submetido a este
protocolo durante 28 dias e o grupo 3 por 56 dias. A
cada semana os ratos foram treinados por 5 dias con-
secutivos e tiveram dois dias de repouso.

Apods o periodo de experimento, os animais fo-
ram submetidos a eutandsia em camara de CO,. Os
fémures esquerdos foram retirados, limpos das par-
tes moles, identificados, envolvidos em gaze umede-
cida em solugao fisiologica e conservados em freezer
a~20°C. As carcacas foram incineradas.

Para o ensaio mecanico, os ossos foram retirados
do freezer e mantidos em refrigerador comum por 24
horas. Em seguida, permaneceram em temperatura
ambiente, até atingir equilibrio térmico, quando fo-
ram analisados.

O ensaio mecanico foi realizado em maquina
universal de ensaio EMIC®, modelo DL 3000*, com
carga aplicada a uma velocidade de 5 mm/min.
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O registro de forca e deslocamento foi realizado
pelo sistema computacional pertencente a maqui-
na, sendo possivel controlar todos os parametros
dos ensaios e obter o valor da forca referente a
cada deslocamento.

Foram utilizados ensaios de flexao simples em
trés pontos que permitiram testar o corpo de prova.
O ensaio consistiu em apoiar o corpo de prova sob
dois suportes distanciados entre si a uma distancia
L, sendo a carga de dobramento ou flexao aplicada
no centro do corpo de prova (a uma distancia L/2
de cada apoio, (Figura 2)). A distancia de vao de
apoio foi de 20 mm e a célula de carga utilizada foi
de 2000N. A cada incremento de carga aplicada ao
material foi anotada a deflexao correspondente, para
depois, ser construido o grafico carga x deflexao, a
partir do qual pode-se obter for¢ca maxima e rigidez,
sendo: forca maxima (Fmax) o maior valor de forca
observada no ensaio mecanico e rigidez a deforma-
cao observada no corpo, em resposta a forca apli-
cada. Quanto maior a rigidez menor a deformacao
resultante da aplicacado de uma tensao e foi obtida
através da inclinagao da curva forca versus deforma-
¢ao na fase elastica da curva (Figura 3).

Figura 2 - Ensaio mecanico de flexado, em trés pontos,
no corpo de prova fémur de rato.

O programa de computador da maquina emitiu
um arquivo de extensao.txt para cada ensaio. Este
arquivo continha todos os pontos adquiridos durante
0s ensaios [tempo (s) x deslocamento (mm) x forca
(N)]. Com estes pontos e o programa de computador
Excel® foi possivel construir os graficos e calcular as
propriedades mecanicas.
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Figura 3 - Desenho esquematico da curva caracteristi-
ca, Forca x Deslocamento, obtida no ensaio de flexao
de trés pontos na maquina universal de ensaios EMIC®.

Os dados foram submetidos ao teste de normalida-
de (teste de Kolmogorov-Smirnov), e apos aplicou-se
andlise de variancia (ANOVA one-way para analises
do fator tempo e tempo de exercicio e seu controle),
teste t student para analises entre 2 grupos indepen-
dentes (fatores suspensao e exercicio) e testes de cor-
relacao de Pearson para determinar a relacao entre
variaveis. Para as analises de miultiplas comparagoes
post hoc foi utilizado o teste de Tukey em analises pa-
ramétricas e Dunn’s em analises nao-paramétricas.
Os célculos estatisticos foram realizados no software
Sigma Stat 3.0 [SPSS], empregando o nivel de signifi-
cancia estatistica de P<0,05.

A metodologia utilizada no presente estudo foi
avaliada e aprovada pelo Comité de Etica em Expe-
rimentacao Animal (CEEA) da Universidade Federal
de Vicosa (UFV).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados oriundos dessa pesquisa podem ser
Uteis para determinar medidas de prevencao ou tra-
tamento da osteopenia, para pacientes com osteopo-
rose ou ainda para aqueles que necessitam permane-
cer acamados por longos periodos. Também podem
auxiliar a instituir medidas terapéuticas de reabilita-
cao adequadas nos casos de enfraquecimento 6sseo
provocado pela inatividade.

O rato foi escolhido como animal experimental
pela facilidade de sua manutencao em laboratério,
pelo baixo custo e, principalmente pela possibilida-
de de simular o sub-carregamento. E também pode
ser aceito como modelo para estudos, respeitando-se

diferencgas entre o comportamento dos tecidos dos
ratos e dos outros animais.!

Para os resultados finais foram considerados to-
dos os animais que nao apresentaram problemas
durante os procedimentos experimentais. Destes, a
ruptura da cauda durante a suspensao foi observada
em um animal de cada um dos grupos 1, 2,4 e 5, e
trés animais do grupo 3 nao conseguiram se adaptar
ao protocolo de treinamento.

O treinamento em esteira € um exercicio fisico
muito estudado para recuperagao estrutural do sis-
tema musculo-esquelético.>! Existem varios estudos
com diferentes protocolos de exercicio em estei-
ra, mas foi seguido o protocolo utilizado por Gava
(1995), com pequenas modificacoes, caracterizando
um exercicio de baixa intensidade', cujo uso pode
ser justificado pelo periodo de hipocinesia dos mem-
bros pélvicos, com os animais apresentando perda
de massa muscular e alteracbes na arquitetura Os-
sea, contra-indicando o uso de atividade com inten-
sidade moderada ou alta. Também, o treinamento
utilizado preconiza exercicio seguido de descanso
evitando fadiga muscular e danos relacionados com
0 excesso de treinamento.

Além da intensidade, os efeitos dos exercicios
sobre o sistema esquelético variam de acordo com
a maturidade esquelética e tipo de localizagcao ana-
tomica do osso.” Outro fato que deve ser conside-
rado no modelo utilizado € que os animais podem
realizar contragoes dinamicas, porém com carga
minima e as alteracbes podem ser observadas nos
musculos e nos ossos de acordo com o tempo de
exposicao a essas situacoes.”

Os resultados do ensaio mecanico para analise
da forca maxima e rigidez admitida no ter¢co médio
do fémur esquerdo dos ratos, por meio de ensaios de
flexao simples em trés pontos, estao representados
nas figuras 4 e 5, respectivamente.

200
)
w0 o
& 82 as e as a8 ar an

Figura 4 - Forca maxima admitida obtida ap6s ensaio
mecanico do fémur esquerdo dos animais dos diver-
S0S grupos experimentais.
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Figura 5 - Rigidez do fémur esquerdo dos ratos dos diver-
s0s grupos experimentais, obtida apds ensaio mecanico.

Na analise dos efeitos da suspensao sobre a forca
méaxima admitida e rigidez, ao se comparar os grupos
suspensos (G1, G4 e G5) com 0s respectivos grupos
controle nao suspensos (G6, G7 e G8), foram verifica-
das diferencas pelo Teste de Mann-Whitney para Gl
x G6 (p < 0,001 e p < 0,001, respectivamente) e pelo
Teste t-student para G4 x G7 (p =0,008 e p = 0,027, res-
pectivamente). Isto demonstra que a suspensao pela
cauda provocou maior fragilidade 6ssea, quando
comparado com 0s grupos nao suspensos. As altera-
coes na estrutura 6ssea, apos 28 dias de suspensao,
também foram observadas em diferentes modelos
animais."15169 A comparagao de G5 x G8 ndo demons-
trou diferenca pelo Teste t student para forca maxima
(p=0,219) e rigidez (p=0,062), permitindo inferir que
a movimentacgao livre durante 8 semanas ap6s um
periodo de hipocinesia de 28 dias, promoveu a recu-
peracao das propriedades 6sseas estudadas. Ou seja,
o periodo de 8 semanas de atividade livre na caixa
permitiu a regulacao do balango osteogénico, que se
encontrava alterado devido a suspensao.

Na analise do efeito do tempo de atividade em
esteira (G2 e G3) e o grupo suspenso_(Gl), os cruza-
mentos entre G3 x G1, G3 x G2 e G2 x GI evidencia-
ram diferencas para forga maxima e rigidez pelo Tes-
te de Tukey (p=0,001 e p=0,001; p=0,003 e p=0,023;
p = 0,001 e p = 0,006, respectivamente) reafirmando
que periodos maiores de treinamento proporcionam
melhores resultados na recuperacao das proprieda-
des 6sseas, fato também encontrado por Yeh (1993).

Na andlise do efeito do tempo de atividade livre
(G5 e G4) e o grupo suspenso (Gl), foram compara-
dos os grupos G4 x Gl1, G5 x G1 e G5 x G4 pelo Teste
de Tukey. A comparacao entre os grupos G5 x G4 e G4
x (1, para os resultados de forca maxima e rigidez,
nao apresentou diferenca (p = 0,239 e p=0,130; p =
0,178 e p= 0,073, respectivamente), evidenciando que
o periodo de 4 semanas foi insuficiente para a recu-
peracao destas propriedades mecanicas. Estes resul-
tados diferem dos obtidos por Frateschi (2002), que
demonstrou que ratos imobilizados por 21 dias segui-
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dos de atividade fisica e movimentagao livre por 4
semanas recuperaram os valores das propriedades
mecanicas. Essa diferenca pode ser explicada pelo
periodo menor de suspensao em relagao ao periodo
de reabilitacao, pois o tempo para recuperacao da
resisténcia 6ssea € maior do que o tempo necessario
para que ocorram mudangas osteopénicas.*

Quando comparados G5 x Gl, evidencia-se que o
tempo de exercicio livre foi capaz de alterar favora-
velmente os valores dos parametros estudados (p =
0,004 e p = 0,027, respectivamente) inclusive tornan-
do-os semelhantes ao grupo controle (G5 x G8). Pois
a aplicacao de forcas mecanicas durante a atividade
fisica representa um estimulo mecanico e causa pe-
quenas deformagoes na arquitetura 6ssea, favorecen-
do a osteogénese. De outra forma, o decréscimo da
atividade determina reabsorcao do 0sso.'®1?

Em analogia, a porosidade em materiais estru-
turais exerce uma forte influéncia em suas proprie-
dades mecanicas.?’ Nos ossos acontecem de forma
similar, sendo que a forca e a rigidez variam inver-
samente com o aumento da porosidade, e de forma
contraria, estas propriedades mecanicas melhoram
quando a densidade 6ssea aumenta.?!

Na anélise do efeito do tempo sobre os grupos
controle (G6, G7 e G8), foram comparados os grupos
G8 x G6, G7 x G6 e G8 x G7 pelo Teste de Tukey. As di-
ferencas das propriedades mecanicas para G8 x G6 e
G7xG6 (p=0,002e p=0,001; p=0,016 e p=0,018, res-
pectivamente) sugerem, de acordo com Evans & Vin-
cenelli (1969) e Souza (1974) que existem diferencas
na composi¢ao microestrutural dos ossos de animais
de diferentes faixas etarias e que existe um periodo
de estabilizacao destas varaveis (forca maxima e rigi-
dez), o que pode justificar os resultados de G8 x G7
(Figuras 4 e 5) nao terem apresentado diferenga (p =
0,670 e p=0,116, respectivamente).

Na analise do efeito do exercicio em esteira (G2 e
G3) em relagao a atividade livre na caixa (G4 e G5),
a confrontacao de G2 x G4 e G3 x G5 nao evidencia
diferenca para forca méaxima e rigidez pelo Teste t
student (p = 0,454 e p = 0,403; p = 0,333 e p = 0,751,
respectivamente) demonstrando que tanto a ativida-
de em esteira quanto a movimentagao livre na caixa
promoveram a recuperacao das propriedades 6sseas
estudadas de forma semelhante, estando de acordo
com os achados de Vicentini (2006).

Considerando que carga méxima e rigidez sao
importantes propriedades que expressam o enfra-
quecimento do 0sso e maior risco de fraturas e que
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estavam significativamente alteradas nos animais sus-
pensos e, analisando em conjunto as propriedades
mecanicas, verifica-se que houve melhora quando se
comparam o0s grupos ao longo do tempo, o que indica
aumento global da resisténcia 6ssea aos esfor¢os apli-
cados, mostrando tanto a efetividade do sistema de
suspensao em provocar o enfraquecimento do 0sso,
quanto do exercicio, livre ou em esteira, em promo-
ver a recuperacao da qualidade do osso. Ou seja, 0s
animais sairam do sistema de suspensao com 0 0SSO
enfraquecido, o que é muito importante em termos do
que fazer a seguir, no caso de se considerar pacientes
submetidos a um processo de reabilitacao em decor-
réncia de imobilizagoes prolongadas. Nesse sentido,
esses dados fornecem subsidios para serem testados
programas ou técnicas de reabilitagcao.

CONCLUSOES

Nas condigoes em que foi realizado este experi-
mento € possivel concluir que o periodo de suspensao
pela cauda diminui a rigidez ssea e a for¢a necessaria
para produzir fratura. Conclui-se também que o treina-
mento em esteira e a atividade livre aumentam a rigi-
dez 6ssea e a forca maxima admitida no terco médio
do femur, de forma semelhante e ao longo do tempo.
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