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RESUMO

BARBOSA, Adelton Aparecido Andrade, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
maio de 2009. Densidade mineral 6ssea e propriedades mecéanicas de fémur
de ratos submetidos a hipocinesia dos membros pélvicos e a diferentes
programas de reabilitacdo. Orientador: Marcelo José Vilela. Coorientadores:
Antonio José Natali e Ricardo Junqueira Del Carlo.

Durante a auséncia de carga no esqueleto, e mesmo em curtos periodos
de atividade fisica diminuida, pode ocorrer enfraquecimento 0Osseo. Assim,
tratamentos médicos comuns para doencas musculo-equeléticas que envolvam
imobilizacdo temporaria por meio de talas, repouso forcado ou tracdo aumentam
o risco de fraturas. A atividade fisica € a medida mais estudada, tanto para evitar
danos quanto para promover recuperagao da estrutura oOssea. Portanto, o
objetivo deste estudo foi avaliar, por meio da densitometria éssea e do ensaio
mecanico, a influéncia da hipocinesia e posterior atividade de corrida em esteira
ou movimentagao livre na caixa em fémur de ratos. Foram utilizados sessenta e
quatro ratos Wistar com sessenta e cinco dias de idade e massa corporal média
de 316,11 gramas. Eles foram separados aleatoriamente em oito grupos, sendo
trés controles e cinco experimentais. Os animais do grupo 6 (G6), foram criados
até completarem 93 dias de idade e serviram de controle para G1, composto por
ratos suspensos pela cauda por 28 dias. No G7, os animais foram criados até
121 dias e foram controle para os grupos, G2 (suspenso e treinado em esteira
por 4 semanas) e G4 (suspenso e liberado por 4 semanas). No G8, os animais
foram criados até 149 dias e foram controle para os grupos, G3 (suspenso e
treinado em esteira por 8 semanas) e G5 (suspenso e liberado por 8 semanas).
Foram analisados o conteudo e a densidade mineral 6ssea do fémur esquerdo
por meio de densitometria 6ssea. Foram analisadas as propriedades mecanicas
do tergco médio do fémur (forca maxima de ruptura e rigidez). A suspenséao pela
cauda provocou a diminuicdo na densidade mineral 6ssea, na forca maxima
admitida e na rigidez do fémur dos animais. O treinamento em esteira e a

atividade livre na caixa apdés a suspensao promoveram recuperagcao do



conteudo mineral 6sseo e da densidade mineral 6ssea e aumentou a rigidez
0ssea e a forga necessaria para produzir fratura de forma semelhante e ao longo

do tempo.
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ABSTRACT

BARBOSA, Adelton Aparecido Andrade, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
May, 2009. Bone mineral density and mechanical properties of femur of
rats subjected to hypocinesia of pelvic members and different programs for
rehabilitation. Adviser: Marcelo José Vilela. Co-Advisers: Antonio José Natali
and Ricardo Junqueira Del Carlo.

During the absence of load on the skeleton, and even short periods of
reduced physical activity, may arise bone weakening. Thus, common medical
treatments for diseases muscle-equeléticas involving immobilization through
temporary splints, traction or rest forced the risk of fractures increase. Physical
activity is studied, both to prevent damage and to promote recovery of bone
structure. Therefore, the objective of this research was evaluated by bone
densitometry and mechanical testing, the influence of hypocinesia and
subsequent activity on a treadmill or free movement in femurs of rats. 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 content and bone
mineral density of the left femur by bone densitometry. Another analysis related
to mechanical properties of the middle third of the femur (maximum force
necessary to break and stiffness). The suspension by the tail caused a decrease
in bone mineral density, maximum strength and rigidity of the femur of animals.

The training on a treadmill and free activity after suspension promoted the

xii



recovery of bone mineral content, density, increased bone stiffness and strength

required to produce fracture in a similar way and over time.
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1. INTRODUCAO

O tecido 6sseo € o principal constituinte do esqueleto, serve de suporte
para as partes moles e protegem érgéos vitais, como os contidos na caixa
craniana, toracica e canal raquidiano. Proporciona apoio aos musculos
esqueléticos, transformando suas contragcbes em movimentos uteis, e constitui
um sistema de alavanca que amplia as for¢as geradas pela contragdo muscular.
Além dessas fungdes os ossos funcionam como depdsito de calcio, fosfato e
outros ions armazenando-os ou liberando-os de maneira controlada para manter
constante a concentracdo desses importantes constituintes nos liquidos
corporais (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

O osso é formado por tecido cortical (compacto) e esponjoso (trabecular).
Esses dois tipos de ossos sao formados pelos mesmos tipos de células e de
substancia intercelular, mas diferem entre si quanto a disposicdo espacial do
trabeculado e a proporgéo entre espagos medulares e substancia 6ssea (HOU et
al., 1990).

O osso cortical € uma massa continua, e comparado ao trabecular, pode
ser considerado compacto. A unidade estrutural basica deste osso é
denominada sistema haversiano ou Osteon, que consiste de Ilaminas
concéntricas distribuidas ao redor do canal de Havers, sendo o mesmo formado
por grande numero destes sistemas (TUREK, 1991).

O osso trabecular é constituido por trabéculas entrecruzadas de diversas

formas e espessuras, 0s espagos entre elas sao repletos de medula 6ssea. A



maioria das trabéculas sao interligadas e distribuidas ao longo das linhas de
tensbes mecanicas (TUREK, 1991).

O osso compacto denso e a malha trabecular do 0sso esponjoso sao
tecidos capazes de resistir a tracdo, compressido e a forcas de cisalhamento
normalmente ao mesmo tempo. Segundo a lei de Wolff, o osso é um tecido
dindmico capaz de se modelar de acordo com as pressdes impostas a ele. O
apoio de carga ou peso e a contragdo muscular sdo duas for¢cas que
desempenham papel importante na modelagem do osso. O exercicio ativo pode
aumentar ou diminuir o peso, o comprimento e a densidade 6ssea, dependendo
da idade da pessoa e da intensidade do exercicio (CORNWALL, 1984).

A falta de exercicio decorrente do desuso, imobilidade e fraqueza ou
lesdo neuromuscular também afeta o 0sso. A reabsorgao dssea em oposicao a
uma diminuicdo na formacdo Ossea pode ser responsavel pela perda da
densidade constatada pelo desuso (CORNWALL, 1984).

1.1 Efeitos da imobilizacdo no tecido 6sseo

As fraturas Osseas, rupturas ligamentares, lesbes musculares, como
também doencas degenerativas ou articulares, podem exigir, apds cirurgia ou
tratamento conservador, a imobilizagdo dos membros (APPELL, 1986).

A imobilizagao permite a reabsor¢cao 6ssea e deprime a formacao Ossea
(especialmente no osso trabecular), resultando em osteoporose, isto €, a massa
Ossea diminui, em relacao ao seu volume, com alteracdo simultdnea no material
e propriedades geométricas do osso. Estima-se que aproximadamente 30% do
total de perda 6ssea, induzida pela imobilizagdo experimental em ratos, sejam
causadas pelo aumento da reabsorgcdo Ossea e, aproximadamente 70% pela
diminuicado da formagao 6ssea (MINAIRE, 1989).

Devido aos rapidos efeitos da auséncia de carga no esqueleto, mesmo
por curtos periodos de atividade fisica diminuida, pode ocorrer enfraquecimento
0sseo. Desta forma, segundo MAEDA et al (1993), tratamentos médicos comuns
para doengas musculo-equeléticas (fraturas, lesbes ligamentares, hérnias de
disco, recuperagédo pos-cirurgica, etc.), que envolvem imobilizagdo temporaria
por meio de talas, repouso for¢ado ou tragdo, representam risco de iatrogenia e

de causa de fratura.



Efeitos negativos no equilibrio do calcio ocorrem durante desuso por
imobilizagdo (WESTLIN, 1974), na remoc&o de forgas mecanicas em humanos
com repouso no leito (WIEL et al., 1991; SILVA, 2002) e em vbos espaciais
(WRONSKI & MOREY, 1983). A diminuicdo das forgas mecanicas causa
reducédo mensal de 3 - 6% na massa dos ossos envolvidos (DONALDSON et al.,
1970; CANN et al., 1980; RUBIN, 1985; MINAIRE et al., 1974).

No inicio da imobilizacdo, a diminuicdo da solicitagdo mecanica resulta em
formacdo oOssea diminuida e deixa a atividade de reabsorcdo O6ssea,
temporariamente, sem oposicdo da deposi¢do. Nos humanos, a perda Ossea
atinge o limite maximo durante as primeiras 6 semanas e, entdo, € seguida por
uma taxa de menor perda. O estado de equilibrio € alcangado quando a
formacao dssea neutraliza a reabsorcdo, mais provavelmente apdés 5-6 meses
(KANNUS et al., 1994).

MAEDA (1993), ap6s imobilizar por seis semanas a pata traseira de ratos,
pelo método de enfaixamento com bandagem elastica, mantendo quadril em
flexdo, joelho e tornozelo em extensdo, observou que a perda de 0sso
esponjoso foi significativa e caracterizada por diminuigdo do numero de
trabéculas.

KANNUS et al. (1994), avaliaram os efeitos da imobilizacdo, da
mobilizacao livre, e dos exercicios com corrida de baixa e alta intensidade em
ratos, imobilizando a pata traseira de cada animal até acima do joelho. O joelho
foi fixado em 100% flex&do e o tornozelo em 6 graus de flexdo plantar, de modo
que os musculos da panturrilha estivessem relaxados. Apds trés semanas, o
conteudo mineral do osso foi estudado por meio de um “scanner” para absorgao
de energia dupla de raios-X e ficou comprovado que o modelo de imobilizagao
foi efetivo na producéo de osteopenia.

KANEPS (1997), em trabalho com cé&es, mediu o comportamento
mecanico do osso cortical e esponjoso, apés 16 semanas de imobilizacédo
unilateral do membro anterior. Os umeros foram testados com ensaio de flexao
em 3 pontos até a ruptura. Constatou que a densidade mineral 6ssea, a carga
maxima, a carga proporcional e a rigidez do osso cortical, bem como a tenséo
de ruptura, a tensao proporcional e o médulo de elasticidade foram

significantemente menores nos membros imobilizados.



1.2 Efeitos da suspensao

Segundo CARVALHO (2001), do comego ao fim da vida, o sistema
esquelético ajusta-se para manter a integridade estrutural dos ossos que, no
cotidiano, esta sujeita a varias condi¢cdes de carregamento mecanico.

Estudos dos efeitos do sub-carregamento do peso sobre o metabolismo
do calcio mostraram que o aumento na excrecdo urinaria desse ion, ndo €
devido a inatividade em si, mas sim a auséncia de compressao longitudinal
sobre 0s 0ssos longos. Se a excregao urinaria de calcio puder ser entendida
como uma indicacdo de desmineralizacdo Ossea, parece que a forgca
gravitacional sobre o0s o0ssos longos € essencial para o trofismo &sseo
(ASTRAND et al., 1980).

1.3 Simulagdo em animais

O sub-carregamento do peso também € observado em pessoas que
permanecem de repouso por tempo prolongado no leito. Estudos tém
demonstrado que esta condicdo reproduz sobre a estrutura éssea, efeitos
semelhantes aos observados em vbos espaciais (PORTINHO et al., 2008).

Segundo NORMAN et al. (2000), ratos s&o aceitos como modelos para
estudos, respeitando-se diferengas entre 0 comportamento dos tecidos dos ratos
e do tecido dos humanos (por exemplo, a taxa de remodelagdo), o que impde
certas limitagdes na extrapolacao dos resultados.

Os estudos onde os animais sao mantidos em suspensao (Figura 1) tém
sido utilizados para simular as condi¢des que acontecem em vdos espaciais ou
outras condigdes que levam a restrigdo da atividade fisica. Embora o método
produza condi¢gbes diferentes da imobilizacdo (os animais podem realizar
contragdes dindmicas, porém com carga minima), as alteragcbes podem ser
observadas nos musculos e nos 0ssos de acordo com o tempo de exposigao a
essas situagées (MATSUMOTO et al., 1998).

A hipocinesia dos membros pélvicos de ratos provoca danos significativos
na densidade mineral dssea e o retorno as atividades com treinamento recupera
a arquitetura do fémur (SHIMANO, 2006).



Figura 1 - Modelo de suspensao pela cauda. Adaptado de SHIMANO, 2006.

1.4 Efeitos da atividade fisica em algumas propriedades do o0sso apoés

periodo de imobilizacao

Segundo HOU et al. (1990), os efeitos dos exercicios sobre o sistema
esquelético dependem de fatores como a intensidade do exercicio, a maturidade
esquelética, o tipo de osso (cortical e trabecular) e a localizagdo anatdmica
(diafise, metafise ou epifise).

O treinamento fisico € a contramedida mais estudada como forma de
tratamento e prevencao da perda dssea e atrofia muscular. Estudos em animais
com treinamentos em esteiras demonstraram que houve aumento da massa
O0ssea e da densidade mineral 6ssea (YEH et al., 1993; TUUKKANEN; PENG;
VAANANEN, 1994; VAN DER WIEL et al., 1995; MATHEY et al., 2002).

YEH et al. (1993) determinaram a densidade mineral éssea (DMO) e o
conteudo mineral ésseo (CMO), em ratos adultos e exercitados em esteira por
nove e dezesseis semanas, em protocolo de treinamento considerado
moderado. Em animais adultos, o treinamento por um periodo maior causou
melhores efeitos sobre a estrutura 0ssea.

NORMAN et al., (2000) concluiram que o treinamento com exercicio
aerdbico moderado atenuou a perda de massa Ossea e a atrofia muscular em

animais que passaram por um periodo de suspensao pela cauda.



SHIMANO (2006) realizou um experimento que consistiu em suspender
ratos de dois grupos pela cauda, durante 28 dias, sendo que um grupo foi
suspenso e treinado (S-T), e o outro suspenso e liberado (S-L). A suspensao
pela cauda provocou diminuicao das propriedades mecanicas do tergo proximal
do fémur. A liberagcdo, apdés a suspensao, causou alteragcbes no nucleo de
ossificagdo, na esfericidade da cabega e na placa de crescimento do tergo
proximal do fémur, sem alterar as propriedades mecanicas desta regido. O
treinamento conservou o nucleo de ossificacao e a esfericidade da cabeca apos
a suspensao e também nao alterou o comportamento mecanico. Concluiu que a
liberacdo promoveu a recuperagdo parcial do comportamento mecanico da
diafise do fémur e, o treinamento recuperou as propriedades e estimulou a

formacao de osso novo.

1.5 Densitometria 6ssea.

A densitometria radiografica (DR) fornece meio para mensurar e
determinar a relagdo existente entre a quantidade de luz recebida por uma
pelicula sensivel e seu correspondente enegrecimento, direto ou por um
revelador. Ela vem sendo utilizada para avaliar a densidade d6ssea e é referida
como recurso utii no diagnéstico e orientacdo terapéutica com vistas ao
tratamento de doencgas osteometabdlicas, estudo de reparagbes Osseas de
fraturas e procedimentos cirurgicos (LOUZADA et al.; 2001).

FABRETTI (2008) avaliou a densidade mineral 6ssea dos fémures de
ratas submetidas a stress térmico. Ratas Wistar adultas com massa corporal
entre 250-300g foram mantidas em caixas individuais a temperatura (24 +
0,5°C), luz (12h claro/12h escuro; luzes acesas as 6h) e exaustao (10 trocas do
volume do ar da sala/ hora) controladas, com agua e ragao ad libitum. Foram
distribuidas em dois grupos: C (controle, n=10), E (experimental, n=10),
submetidas a 4°C durante 3 horas/dia por oito semanas. Sacrificadas, os
fémures foram removidos e refrigerados. Foi feita analise densitométrica
utilizando-se a técnica de absorgdo de raios-x de duas energias (DEXA®).
Concluiu que a submissao de ratas a estresse térmico (4°C) durante 3h/dia, por
oito semanas, proporcionou diminuigao nos parametros analisados, prejudicando

a qualidade do tecido 6sseo.



1.6 Ensaio mecanico

O conhecimento das caracteristicas de resisténcia de alguns materiais &
importante na Medicina Ortopédica e Esportiva. Materiais biolégicos tais como
0ss0, musculo, tenddes e cartilagem, muitas vezes, necessitam de otimizagao
de sua resisténcia para evitar ruptura (GOULD, 1993).

A determinacdo das propriedades mecanicas de um material € realizado
por meio de ensaios que podem ser destrutivos, quando promovem a ruptura
e/ou a inutilizagdo do material, ou ndao destrutivo. Na primeira categoria estao
classificados os ensaios de tragdo, impacto, dobramento, flexdo, torgao, fadiga,
compressao e outros. Dentre os ensaios nao destrutivos podem ser destacados
0s que utilizam raios-X, ultra-som, além de outros (SOUZA, 1974).

A escolha do ensaio mecanico mais adequado depende da finalidade do
material, dos tipos de forca que ele sofrera e das propriedades mecanicas que
se deseja medir (SOUZA, 1974).

Do ponto de vista mecanico, o osso pode ser estudado como material
(tecido 6sseo — corpo de prova) ou como estrutura intacta, sendo que os ensaios
tém finalidades distintas (EVANS et al., 1969).

Quando ha interesse no conhecimento das propriedades do material,
amostras sao retiradas do osso e ensaiadas. Assim, € possivel caracterizar o
tecido 6sseo pela curva tensdo-deformacgado. Dependendo do ensaio, podem-se
determinar propriedades como o moédulo de elasticidade, modulo de
cisalhnamento, limite de resisténcia e limite de ruptura. Estes parametros sao
importantes, pois ajudam a caracterizar um elemento bioldégico que tem grande
importancia na absorgdo, transmissdao e resisténcia aos esforgos fisicos
(CARVALHO, 2001).

VICENTINI (2006) avaliou a influéncia da suspensdo, do treinamento
fisico e da movimentacao livre, por meio de analises biomecanicas em terco
médio de fémures de ratos. Foram utilizados 75 ratos machos, distribuidos em
cinco grupos experimentais. Destes, dois utilizados como controle Cl (21 dias) e
Cll (42 dias) e trés suspensos por 21 dias. Dos suspensos, um grupo foi
sacrificado logo apés o término do periodo de suspensédo (S), outro foi
submetido a periodo de atividade fisica em esteira por 21 dias (SE), e o terceiro

a movimentagao livre por 21 dias (SL). A analise biomecanica ndo expressou



diferencas significativas nos grupos SE e SL em nenhum dos parametros
analisados (Forga Maxima, Rigidez e Resiliéncia), ja o grupo S, apresentou

reducao significativa em todas as propriedades mecanicas estudadas.

1.7 Objetivos:

1.7.1 Objetivo Geral

Avaliar parametros densitométricos e mecanicos em fémur de ratos
submetidos a hipocinesia dos membros pélvicos e, posterior liberagdo ou

reabilitacdo em esteira.

1.7.2 Objetivos Especificos:

1- Analisar a densidade mineral 6ssea do fémur de ratos logo apdés um
periodo de submissdao a hipocinesia dos membros pélvicos e apds diferentes
periodos de reabilitagdo com corrida em esteira.

2- Analisar o conteudo mineral 6sseo do fémur de ratos logo ap6s um
periodo de submissdao a hipocinesia dos membros pélvicos e apds diferentes
periodos de reabilitagdo com corrida em esteira.

3- Analisar a forca maxima admitida no terco médio do fémur e a rigidez,
apdés um periodo de submissdo a hipocinesia dos membros pélvicos e apds

realizacao de diferentes periodos de reabilitagcdo com corrida em esteira.



2. MATERIAL E METODOS

A metodologia utilizada no presente estudo foi avaliada e aprovada pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade Federal de
Vigosa (UFV), segundo o parecer n° 16/2009, (Anexo2), de acordo com as
normas do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA). Durante toda
a fase experimental os animais foram acompanhados, diariamente, pela médica
veterinaria Ana Flora Sousa de Brito, CRMV-RN 610.

2.1 Animais

Ratas matrizes da raga Wistar (Rattus norvegicus albinus) em fase inicial
de gestacao foram selecionadas no Biotério da Universidade Federal de Vigosa
e, apos a parturicdo foram selecionados filhotes machos. O controle da idade foi
realizado a partir do nascimento e o desmame foi realizado 21 dias apds a
parturicao.

Os filhotes permaneceram com a mae em gaiolas individuais até a idade
do desmame. Apds o periodo de amamentagado os animais foram distribuidos
em oito gaiolas e levados para o Biotério de Experimentagdo do Departamento
de Educacéo Fisica da UFV, onde tiveram livre acesso a agua e alimentagéo,

sendo as gaiolas higienizadas de acordo com os procedimentos do laboratério.



Foram utilizados 64 ratos, com idade de 65 dias. Previamente a
suspensdo pela cauda e ao final do experimento todos os animais foram
pesados, identificados e numerados.

Inicialmente, foram utilizados 64 ratos. Quatro animais morreram durante
o periodo de suspensdo e hipocinesia, e trés foram excluidos por nao se
adaptarem ao protocolo de treinamento, desta forma o experimento foi

conduzido com 57 animais.

2.2 Grupos Experimentais:

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em oito grupos
experimentais:

Grupo 1, controle suspenso, 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 eutanasia;

Grupos 4 e 5 Suspensos Liberados, compostos por 7 animais que
permaneceram em regime de hipocinesia dos membros pélvicos por 28 dias e,
posteriormente, alojados com livre movimentag&o na caixa por 28 dias (grupo 4)
e 56 dias (grupo 5) e depois sofreram eutanasia;

Grupos 6, 7 e 8, Controles Negativos, compostos por 8 animais, alojados
com movimentacgéao livre na caixa, submetidos a eutanasia com 93 dias de idade
(65+28), 121 dias de idade (65+28+28) e 149 dias de idade (65+28+56),

respectivamente.
2.3 Técnica de Suspensao:
Os animais dos grupos 1 a 5 foram suspensos pela cauda, e todos os

procedimentos para suspensao do animal foi baseado no trabalho de SILVA E

VOLPON (2004), com pequenas modificagdes, como relatado a seguir:
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2.3.1 Preparo do animal:

Os ratos foram anestesiados com a associagao de cetamina (95mg/kg) e
xilazina (12mg/kg), aplicada por via intraperitoneal. Em seguida a cauda foi
lavada com agua e detergente e, apds secagem completa, foi aplicada tintura de
benjoim em toda pele.

Em seguida, a cauda foi envolvida com espuma adesiva (ortobom), desde
sua origem até os dois tergos proximais, aproximadamente, com o objetivo de
proteger a pele e evitar lesdes cutdneas. Sobre esta espuma foi colocada uma
bandagem elastica, tensionando-se homogeneamente, de modo a envolver toda
espuma. Sobre o envoltério da tira elastica foi colocado um cadargo sarjado de
modo a formar uma algca que serviu para prender o animal ao sistema de
suspensao, por meio de uma presilha.

A seguir a extremidade da cauda do animal ndo enfaixada foi amputada,

para evitar necrose.

2.3.2 Sistema de Suspenséo:

O sistema de suspenséo foi adaptado em duas estantes com 3 prateleiras
cada, nas dimensdes de 1m de largura por 1,60m de altura, 50 cm de
profundidade e 42 cm de altura entre prateleiras.

Na parte superior de cada prateleira foi passado um fio de aluminio
galvanizado com comprimento de 1,20m e 4,5mm de didmetro, fixado nas
laterais da estante. Este fio foi utilizado para fixagao das presilhas e suspenséao
do animal. Na base da prateleira, anteriormente e posteriormente, foi fixado um
tubo de PVC 75mm, medindo 90cm de comprimento, com 4 furos de 5cm de
didmetro, equidistantes 15cm, para acesso do animal a agua.

Em cada prateleira foram suspensos 8 animais, sendo 4 na parte anterior
e 4 na posterior, e chapas de aluminio presas por porcas nos fios galvanizados,
delimitavam o espaco de movimentacdo dos animais. A alga presa a cauda do
animal foi fixada na presilha do sistema de suspenséo e a altura foi regulada até
que os membros pélvicos estivessem totalmente suspensos. A estrutura da

estante permitiu aos animais movimentagdo com os membros toracicos com
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apoio no assoalho da prateleira, porém, mantendo os membros pélvicos
suspensos (FIGURA 1).

Os animais somente foram suspensos apoés o retorno anestésico.

No assoalho da prateleira foram colocados ragcdo e maravalha, e a
higienizacao foi feita sempre que necessario. Neste sistema os animais tiveram

livre acesso a agua e ragao.

2.4 Treinamento:

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

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

Para o treinamento fisico foi utilizado o protocolo proposto por (VERAS-
SILVA et al, 1997) com pequenas alteragdes. O periodo de treinamento foi
iniciado no dia seguinte a retirada da suspensdo. Os animais correram 10
minutos por dia, aos quais foram acrescidos 5 minutos a cada dia até 60 minutos
de treinamento diario na velocidade de 10 m/min. Este aumento progressivo no
tempo de treinamento permitiu a adaptacdo do animal ao exercicio. A velocidade
da esteira a partir da terceira semana foi de 14m/min, na posi¢cao horizontal sem
inclinagdo, 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 consecutivos (segunda a sexta-feira)

e tiveram dois dias de repouso (sabado e domingo).
2.5 Coleta do Material:

Apos o periodo de experimento, os animais tiveram as massas corporeas
aferidas, utilizando balanga eletrénica (Helmac®, modelo HM 1000, 0,01g). Logo

apoés os animais foram submetidos a eutanasia em camara de CO,. Os fémures

esquerdos foram retirados, limpos das partes moles, pesados e identificados e,
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envolvidos em gaze umedecida em solucgéo fisioldgica e conservados em freezer
a ~20°C. As carcacas foram incineradas.

Para andlise densitométrica e 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

foram analisados.
2.6 Andlise Densitométrica:

A densidade mineral éssea (DMO), em g/cm?, dada pelo contetido mineral
4sseo (CMO), em g, pela area, em cm?, foi mensurada em todos os fémures
esquerdos dos animais, utilizando densitdbmetro modelo DPX-ALPHA (Figura 2),
com software especial para pequenos animais (Figura 3), pertencente a
Faculdade de Medicina Veterinaria de Aracatuba/UNESP, Aracatuba, SP.

Calculo da Densidade Mineral 6ssea: DMO = CMO / AREA

Figura 2. Densitdmetro LUNAR- DPX-ALPHA utilizado para mensuragdo da
densidade mineral éssea do fémur dos ratos apds hipocinesia,
treinamento e mantidos sem tratamento experimental.
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Figura 3. Foto ilustrativa da imagem da tela do computador evidenciando o
programa operacional para a andlise de dados de area, conteudo
mineral e densidade mineral dsseas.

2.7 Ensaio Mecéanico:

ApoOs analise densitométrica, todos os fémures esquerdos, foram
submetidos a ensaios mecanicos em maquina universal de ensaio EMIC®,
modelo DL 3000*%, do Departamento de Materiais Dentarios da Faculdade de
Odontologia da Unesp, Aragatuba, SP, com carga aplicada a uma velocidade de
Smm/min. O registro de forca e deslocamento foi realizado pelo sistema
computacional pertencente a maquina. Sendo assim, foi possivel controlar todos
os parametros dos ensaios e obter o valor da forgca referente a cada
deslocamento. A aquisicdo destes pontos foi realizada em intervalos nao
padronizados de tempos definidos pelo programa, e permitiu definir a forga
necessaria para ruptura da amostra.

Foram utilizados ensaios de flexdo 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 flexdo aplicada no centro do corpo de prova (a uma distancia L/2 de cada
apoio, Figura 4). 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 deflexdo correspondente, para depois, ser construido o grafico carga
x deflexdo, a partir do qual pode-se obter: forga maxima e rigidez, sendo: forga
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maxima (Fmax) o maior valor de forga observada no ensaio mecanico e rigidez
deformacgao observada no corpo, em resposta a forga aplicada. Quanto maior a
rigidez menor a deformagéo resultante da aplicacédo de uma tensao. Foi obtida
através da inclinacdo da curva forgca versus deformacdo na fase elastica da

curva (Figura 5).

Figura 4. Ensaio mecanico de flexdo em trés pontos, em fémur de rato, corpo de
prova.

O programa de computador da maquina emitiu um arquivo de extensao
Ixt para cada ensaio. Este arquivo continha todos os pontos adquiridos durante
0s ensaios [tempo (s) x deslocamento (mm) x forga (N)]. Com estes pontos e 0
programa de computador Excel® foi possivel construir os graficos e calcular as

propriedades mecanicas.
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Figura 5. Desenho esquematico da curva caracteristica, Forga x Deslocamento,
obtida no ensaio de flexdo de trés pontos na maquina universal de
ensaios EMIC®.

2.8 Andlise Estatistica

Apods submeter os dados ao teste de normalidade (teste de Kolmogorov-
Smirnov), aplicou-se analise de varidancia (ANOVA one-way para analises do
fator tempo e tempo de exercicio e seu controle), teste t student para analises
entre 2 grupos independentes (fatores suspensdo e exercicio) e testes de
correlagdo de Pearson para determinar a relagdo entre variaveis. Para as
analises de multiplas comparagdes post hoc foi utilizado o teste de Tukey em
analises paramétricas e Dunn’s em analises nao-paramétricas. Os calculos
estatisticos foram realizados no software Sigma Stat 3.0 [SPSS], empregando o

nivel de significancia estatistica de P<0,05.
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3. RESULTADOS

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

protocolo de treinamento.

3.1 Massa Corporal

Analisando os valores dos pesos dos animais observou-se que nao houve
diferenca (p=0,546) entre os grupos no inicio do experimento. Os dados com 0s
valores médios do peso corporal no inicio e final do experimento estdo

representados na Tabela 1.
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Tabela 1. Valores médios, desvio-padrao e estatistico para massa corporal
no inicio e no final do experimento para os oito grupos experimentais.

Massa Corporal Inicial (g) Massa Corporal Final (g)
Grupos
M + DP M + DP

1 327,0 £ 30,6 2058 £+ 243"
2 318,9 + 23,8 362,7 £ 299#€
3 315,2 £+ 29,1 4326 + 44,4 #
4 3234 £ 12,5 3918 £+ 212#
5 313,7 £ 25,5 4141 + 50,0 #
6 317,8 £ 27,9 373,0 £ 26,7

7 313,9 £ 31,8 423,6 + 33,0 €
8 2990 + 37,5 472,7 + 39,9

P<0,05 (Teste Tukey); # vs G1; * vs G6; € vs G4

3.2 Contetdo Mineral Osseo

Os resultados para conteudo mineral ésseo do fémur esquerdo dos ratos

obtidos por meio da analise densitométrica, estao representados na figura 6.

GRAMAS (@)
o
N
a

G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8

Figura 6. Conteudo mineral ésseo do fémur esquerdo dos ratos dos diversos
grupos experimentais obtido apds a analise densitométrica, ao final do
experimento.

18



3.3 Area

Os valores médios para area mensurada no fémur esquerdo dos ratos,
dos diversos grupos, por meio da analise densitométrica estdo representados na

Figura 7.
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Figura 7. Area do fémur dos ratos dos diversos grupos obtida na andlise
densitométrica ao final do experimento.

3.4 Densidade Mineral Ossea

Os resultados para densidade mineral 6ssea (CMO/AREA) do fémur

esquerdo dos ratos estao representados na Figura 8.
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Figura 8. Densidade mineral 6ssea do fémur esquerdo dos animais dos diversos
grupos experimentais.

3.5 Ensaio Mecanico

Os resultados do ensaio mecanico para analise da forca maxima admitida
no terco médio do fémur esquerdo dos ratos, por meio de ensaios de flexdo

simples em trés pontos, estao representados na figura 9.

250

FORCANBATONN

50 +

Figura 9. Forca maxima admitida obtida apdés ensaio mecéanico do fémur
esquerdo dos animais dos diversos grupos experimentais.
Os resultados do ensaio mecanico para analise da rigidez dos fémures

esquerdo dos ratos estao representados na Figura 10.
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Figura 10. Rigidez do fémur esquerdo dos ratos, dos diversos grupos
experimentais.

3.6 Andlise Comparativa dos Efeitos da Suspenséao

Os resultados das comparagdes entre os grupos (1 x6,4 x 7 e 5 x 8) para
densidade mineral 6ssea, forca maxima e rigidez estdo apresentados na Tabela
2.

Tabela 2. Comparacéo da densitometria 0ssea, forca maxima e rigidez entre os
grupos suspensos sacrificados (G1) e nao suspensos e sacrificados (G6),
suspensos liberados (G4 e G5), n&o suspensos e liberados (G7 e G8).

GRUPOS DMO FORCA MAXIMA RIGIDEZ
COMPARATIVOS

G1xG6 p = 0,009 p < 0,001 p < 0,001

G4 x G7 p=0,014 p = 0,008 p = 0,027

G5 x G8 p=0,181 p=0,219 p = 0,062

Teste: (t-student — G4 x G7, G5 x G8); (Mann-Whitney — G1 x G6)

A comparagao entre os grupos G1 x G6 e G4 x G7 mostrou diferencga
significativa, a favor de G6 e G7, grupos nao suspensos, para todas as variaveis
avaliadas. Entre os grupos G5 x G8, ndo houve diferenca estatistica para

nenhuma das variaveis.
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3.7 Analise Comparativa dos Efeitos do Tempo e do Exercicio ao Longo do

Tempo.

Os resultados das comparagdes entre os grupos suspensos e liberados (1
X 4 x 5) e ndo suspensos (6 x 7 x 8) para densidade mineral 6ssea, forga

maxima e rigidez estao apresentados no Tabela 3.

Tabela 3. Comparacao da densitometria éssea, forca maxima e rigidez entre os
grupos suspensos sacrificados (G1) e suspensos e liberados (G4, G5).

GRUPOS DMO FORCA MAXIMA RIGIDEZ
COMPARATIVOS

G4 x G1 p = 0,001 p=0,178 p=0,073

G5 x G1 p = 0,001 p = 0,004 p = 0,027

G5 x G4 p = 0,473 p = 0,239 p =0,130

Teste: (post hoc de Tukey)

Foram evidenciadas diferencas para G5 x G1 e G4 x G1 para densidade
mineral 6ssea. E na comparagao entre os grupos G5 x G4 ndo houve diferenca.
Na comparagdo da forga maxima e rigidez, a analise mostrou diferengas
(p<0,001) para G5 x G1. E, ndo houve diferenga entre os grupos G5 x G4 e G4 x
G1.

Para a analise dos grupos G6 x G7 x G8 (TABELA 4), houve diferenca
para densidade mineral 6ssea para G8 x G6 e G7 x G6. Mas, nao houve
diferenca entre os grupos G8 x G7. Na comparacao para forgca maxima e rigidez
a analise mostrou diferenca (p<0,05) para G8 x G6 e G7 x G6. Porém entre os

grupos G8 x G7 n&o houve diferenga.

Tabela 4. Comparacao da densitometria 6ssea, forca maxima e rigidez ensaio
mecanico entre os grupos nao suspensos sacrificados (G6) e ndo suspensos e
liberados (G7, G8).

GRUPOS DMO FORCA MAXIMA RIGIDEZ
COMPARATIVOS

G7 x G6 p = 0,003 p=0,016 p=0,018

G8 x G6 p = 0,003 p = 0,002 p = 0,001
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G8 x G7 b = 0,993 b = 0,670 p=0,116

Teste: (post hoc de Tukey)

3.8 Analise Comparativa dos Efeitos do Exercicio

Os resultados das comparagdes dos efeitos do exercicio em esteira (G2 e
G3) e livre (G4 e G5) para densidade mineral 6ssea, forca maxima e rigidez

estao apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Comparagao da densitometria 6ssea, forca maxima e ensaio mecanico
entre 0s grupos suspensos treinados (G2 e G3) e suspensos liberados (G4 e
G5).

GRUPOS DMO FORCA MAXIMA RIGIDEZ
COMPARATIVOS

G2 x G4 P =0,257 P =0,454 P =0,403

G3 x G5 P=0,312 p =0,333 P=0,751

Teste: (t-student)

A comparagao entre os grupos G2 x G4 e G3 x G5 mostrou que nao
houve diferencga significativa para densidade mineral 6ssea, forca maxima e
rigidez éssea entre os grupos suspensos e treinados (G2, G3) e os grupos
suspensos ¢ liberados (G4, G5).

Os resultados das comparagdes entre os grupos 1, 2 e 3 para densidade

mineral éssea, forgca maxima e rigidez éssea estao apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Comparacao da densitometria 6ssea, forca maxima e rigidez entre os
grupos suspensos sacrificados (G1) e suspensos e treinados (G2, G3).

GRUPOS DMO FORCA MAXIMA RIGIDEZ
COMPARATIVOS

G3 x G1 p = 0,001 p = 0,001 p = 0,001

G3 x G2 p=0,073 p = 0,003 p = 0,023

G2 x G1 p = 0,001 p = 0,001 p = 0,006
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Teste: (post hoc de Tukey)

A comparacao da densidade mineral 6ssea, para G3 x G1 (p<0,001) e
G2 x G1 (p<0,001) mostrou que foram diferentes. Porém, na comparagao entre
os grupos G3 x G2 (p=0,073) ndo houve diferenca estatistica.

Com relacéo a forca maxima e rigidez, houve diferenca (p<0,05) entre os

grupos para os trés cruzamentos.
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4. DISCUSSAO

O decréscimo da massa Ossea ocorrido durante o periodo de sub-
carregamento pode aumentar o risco de fraturas no retorno as atividades fisicas
normais. A perda de massa éssea, em alguns casos, ndo é quantitativamente
confiavel ou compreendida, devido a imprecisdo das técnicas de medida
(CAVANAGH, 2005). Também, os efeitos do sub-carregamento do peso é
observado em pessoas que permanecem em repouso por tempo prolongado no
leito (PORTINHO et al, 2008).

Os dados oriundos dessa pesquisa podem ser uteis para determinar
medidas de prevencdao ou tratamento da osteopenia, para pacientes com
osteoporose ou ainda para aqueles que necessitam permanecer acamados por
longos periodos. Também podem auxiliar a instituir medidas terapéuticas de
reabilitacdo adequadas nos casos de enfraquecimento 6sseo provocado pela

inatividade.

O rato foi escolhido como animal experimental pela facilidade de sua
manutencdo em laboratdrio, pelo baixo custo e, principalmente pela
possibilidade de simular o sub-carregamento. E, também, segundo NORMAN et
al. (2000), pode ser aceito como modelo para estudos em humanos,
respeitando-se diferencas entre o comportamento dos tecidos dos ratos e dos
humanos.

O modelo utilizado nesta pesquisa foi baseado no proposto por SILVA e
VOLPON (2004) e permitiu a suspensao dos animais pela cauda, preservando a
integridade, e permitindo a livre movimentagdo dos membros posteriores, porém
sem descarga de peso.

Dentre as dificuldades encontradas, neste experimento, com o uso do
sistema de fixacdo da cauda para a suspensdao dos membros pélvicos dos
animais, observou-se que alguns ratos se soltaram antes de completar o periodo
estabelecido, provavelmente, devido a agitagdo e afrouxamento do sistema. E,

outros animais, apresentaram necrose da extremidade da cauda, que também
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foi relatada por NORMAN et al. (2000), SILVA e VOLPON (2004) e SHIMANO
(2006). A partir destas observacdes, a extremidade da cauda passou a ser
amputada de forma preventiva, sem trazer consequéncias para os animais € o
experimento proposto.

O treinamento em esteira € um exercicio fisico muito estudado para
recuperacdo estrutural do sistema musculo-esquelético (Van der WIEL et al.,
1995; KANEPS; STOVER, 1997; NORMAN et al., 2000). Durante o exercicio,
com os ratos do experimento, observou-se dificuldade de adaptacédo dos animais
ao modelo de treinamento em esteira, sendo que alguns tiveram que ser
excluidos. Ao contrario do observado por SHIMANO, (2006) cujos animais se
adaptaram facilmente a metodologia de trabalho utilizada.

Existem varios estudos com diferentes protocolos de exercicio em esteira,
mas foi seguido o protocolo utilizado por GAVA et al. (1995), com pequenas
modifica¢des, caracterizando um exercicio de baixa intensidade (VERAS-SILVA
et al., 1997), cujo uso pode ser justificado pelo periodo de hipocinesia dos
membros pélvicos, com o0s animais apresentando perda de massa muscular e
alteragbes na arquitetura ossea, contra-indicando o uso de atividade com
intensidade moderada ou alta. Também, o treinamento utilizado preconiza
exercicio seguido de descanso evitando fadiga muscular e danos relacionados
com o excesso de treinamento e mimetiza protocolo que pode ser adaptado a
seres humanos.

Além da intensidade, segundo HOU et al (1990), os efeitos dos exercicios
sobre o sistema esquelético variam de acordo com a maturidade esquelética e
tipo de localizagdo anatdomica do osso. Outro fato que deve ser considerado no
modelo utilizado é que os animais podem realizar contragdes dinamicas, porém
com carga minima e as alteragbes podem ser observadas nos musculos e nos
ossos de acordo com o tempo de exposi¢cao a essas situagdes (MATSUMOTO
et al, 1998).

Neste estudo a massa corporal dos animais diminuiu significativamente
apo6s 28 dias de suspensdao, o mesmo foi relatado em outros trabalhos
(NORMAN et al., 2000; SHIMANO, 2006). Provavelmente, houve diminuigdo do
consumo alimentar durante a fase de adaptacdo ao modelo de suspensao, mas
foi evidente a atrofia muscular dos membros pélvicos submetidos a hipocinesia.

Apos 28 dias de liberagdo todos os animais recuperaram a massa corporal, e
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com o protocolo de treinamento de 8 semanas em esteira (G3), aumentaram
significativamente a massa em relacdo ao G1 (suspenso sacrificado), de forma
semelhante ao observado em G5, que foram mantidos livres apds a suspensao
(Tabela 1).

No trabalho de NORMAN et al., (2000), o treinamento promoveu apenas a
recuperagcao da massa corporal, ao contrario do observado neste experimento
que além da recuperagao houve ganho, o que pode ser justificado pelos tempos
de suspensao e treinamento maiores.

Outra reflexdo a respeito dos resultados obtidos é que tanto o exercicio
em esteira quanto a atividade livre estimularam a recuperacdo da massa
muscular (tabela 1) e da densidade 6ssea (Figura 8) indicando como resultado
pratico que nestas circunstancias obteve-se um complexo musculo-esquelético

mais forte e mais resistente.

4.1 Analise Densitomeétrica

Na analise dos efeitos da suspensdo, ao se comparar 0S grupos

suspensos (G1, G4 e G5) com os respectivos grupos controle ndo suspensos
(G6, G7 e G8) foram verificadas diferengas significativas na densidade mineral
o0ssea (DMO), ou seja, a suspensao por 28 dias foi suficiente para provocar
diminuicao da densidade 6ssea. Para FRATESCHI, (2002), durante o periodo de
hipocinesia ha alteracdo da relagao reabsorcao x formacéo 6ssea resultando em
massa 0ssea diminuida.

No inicio da imobilizacao, a diminuicdo da solicitagdo mecanica resulta em
formagdo Ossea diminuida e deixa a atividade de reabsorgcdo Ossea,
temporariamente, sem a oposi¢cado da deposigdo (CORNWALL, 1984). Estima-se
que aproximadamente 30% do total de perda dssea, induzida pela imobilizagao
experimental em ratos, seja causada pelo aumento da reabsor¢cdo dssea e,
aproximadamente 70% pela diminuigao da formacao (MINAIRE, 1989).

No comparativo do grupo suspenso e liberado para movimentagéo por 4
semanas (G4) e seu controle (G7) foi observada diferenga significativa,
demonstrando que a atividade livre em gaiola por 28 dias, ap6s o mesmo
periodo de imobilizagdo, nao foi suficiente para recuperar a densidade Ossea

aos niveis do controle (Figura 8), o que concorda com os estudos de TREBACZ

27



(2001), onde a movimentacao livre por quatro semanas nao foi suficiente para
recuperar a densidade 6ssea em animais que permaneceram em imobilizagao
por duas semanas .

Por outro lado, no comparativo de G5 x G8, os resultados foram
favoraveis, ou seja, 0s animais suspensos por 4 semanas e liberados
posteriormente por 8 semanas para atividade livre em gaiola, conseguiram
recuperar a densidade mineral aos niveis do grupo controle (Figura 8). Estes

dados se assemelham aos encontrados por SHIMANO (2006).

Na analise do efeito do tempo de atividade em esteira (G2 e G3) e 0

grupo suspenso (G1), foram comparados os grupos G3 x G2, G3 x G1 e G2 x

G1. Somente na comparacao de G3 x G2, ndo houve diferenca (Tabela 6).

Na anadlise do efeito do tempo de atividade livre (G4 e G5) e o grupo

suspenso (G1), foram comparados os grupos G5 x G1, G4 x G1 e G5 x G4. Os

cruzamento entre G5 x G1 e G4 x G1 demonstraram diferenga para a DMO
(Figura 8). O cruzamento de G5 x G4 ndo demonstrou diferenga (p=0,473).

A suspensao dos membros pélvicos determinou diminuigdo da densidade
O0ssea que foi revertida pelo treinamento em esteira e pela atividade livre em
gaiola, entretanto, sem alcangar os niveis do grupo controle (G8), composto de
ratos da mesma idade e que nao foram submetidos ao processo de hipocinesia.

Os dados demonstram que ambas as atividades foram capazes de
reverter a diminuicdo da DMO, nos periodos iniciais, quatro semanas, sem
resultados significativos em avaliagdes posteriores, uma vez que os resultados
para DMO passam a se assemelhar ao do grupo controle (G8). Também, deve
ser considerado que o0 tempo necessario para recuperagao total € maior que o

necessario para produzir as mudangas osteopénicas no osso (KANNUS,1994).

Na analise 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. Os cruzamentos de
G8 x G6 e G7 x G6 demonstraram diferenca significativa. Para o comparativo
entre G8 x G7 nao houve diferenca (p=0,993). Provavelmente, os resultados
(Figura 8) refletem o amadurecimento do tecido 6sseo ao longo tempo, com

tendéncia a estabilizagdo aos 121 dias. Segundo Carvalho (2001) do comego ao
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fim da vida o sistema esquelético ajusta-se para manter a integridade estrutural

dos ossos.

Na analise do efeito do exercicio em esteira (G2 e G3) em relacdo a

atividade livre (G4 e G5), quando comparados os grupos G2 x G4 e G3 x G5 nao

foram observadas diferencas. Percebe-se que nao foi observado o efeito positivo
do treinamento orientado em esteira quando este foi comparado a atividade livre.
Esperava-se uma eficiéncia maior do treinamento fisico em relacdo a
movimentacao livre em gaiola, mas foi encontrada uma recuperacao parcial de
ambos em relacdo ao controle (G8) e semelhante entre os dois métodos de
tratamento propostos. Pode-se inferir que a maior duragao da atividade fisica em
esteira e a maior intensidade dos exercicios poderiam interferir positivamente na
DMO, uma vez que podem submeter os o0ssos a maior carga e
consequentemente, maiores deposicao de tecido 6sseo, concordando com as
observacgdes de YEH et al., (1993) e KANEPS (1997). Todavia, NORMAN et al.
(2000), usando esse mesmo método de investigagcdo, relataram que ratos
submetidos ao treinamento em esteira apresentaram densidade 6ssea do fémur
significativamente superior aos animais que nao foram treinados, provavelmente
devido ao periodo de suspensao e ao protocolo de reabilitacdo em esteira terem
sido diferentes.

Também, evidencia-se pelos resultados que a atividade fisica, mesmo
nao programada, foi capaz de restaurar a perda de massa 6ssea oriunda do
desuso e que programas de reabiltacdo podem ser instaurados,

independentemente do uso de equipamentos dispendiosos.

4.2 Ensaio Mecanico

Na analise dos efeitos da suspensido sobre a forca maxima admitida e

rigidez, ao se comparar os grupos suspensos (G1, G4 e G5) com os respectivos
grupos controle ndo suspensos (G6, G7 e G8), foram verificadas diferencas

significativas para G1 x G6 e G4 x G7. Isto demonstra que a suspensao pela
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cauda provocou maior fragilidade 6ssea, quando comparado com 0s grupos nao
suspensos. As alteracbes na estrutura Ossea, apds 28 dias de suspensio,
também foram observadas por CARVALHO (2001), FRATESCHI (2002),
GUAGNELI (2006) e SHIMANO (2006) em diferentes modelos animais. A
comparacgao de G5 x G8 nao demonstrou diferenga para forga maxima (p=0,219)
e rigidez (p=0,062), permitindo inferir que a movimentac&o livre durante 8
semanas apés um periodo de hipocinesia de 28 dias, promoveu a recuperagao
das propriedades Osseas estudadas. Ou seja, o periodo de 8 semanas de
atividade livre na caixa permitiu a regulagdo 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 (G1), os cruzamentos entre G3 x G1, G3 x G2 e G2 x G1

(TABELA 6) evidenciaram diferencas significativas reafirmando que periodos
maiores de treinamento proporcionam melhores resultados na recuperacao das

propriedades ésseas, fato também encontrado por YEH et al., (1993).

Na analise do efeito do tempo de atividade livre (G5 e G4) e o grupo

suspenso (G1), foram comparados os grupos G5 x G1, G4 x G1 e G5 x G4. A

comparagao entre os grupos G5 x G4 e G4 x G1, para os resultados de forga
maxima e rigidez, nao foi significativa (Tabela 3), evidenciando que o periodo de
4 semanas foi insuficiente para a recuperagao destas propriedades mecanicas.
Estes resultados diferem dos obtidos por FRATESCHI (2002), que demonstrou
que ratos imobilizados por 21 dias seguidos de atividade fisica € movimentagao
livre por 4 semanas recuperaram os valores das propriedades mecanicas. Essa
diferenca pode ser explicada pelo periodo menor de suspensdo em relagao ao
periodo de reabilitacdo, pois de acordo com KANNUS (1994), o tempo para
recuperacao da resisténcia 6ssea € maior do que o tempo necessario para que
ocorra mudancgas osteopénicas no 0sso.

Quando comparados G5 x G1, evidencia-se que o tempo de exercicio
livre foi capaz de alterar favoravelmente os valores dos parametros estudados,
inclusive tornando-os semelhantes ao grupo controle (G5 x G8, TABELA 2).
Segundo TURNER (1999) e HART et al. (2001), a aplicagdo de forcas

mecanicas durante a atividade fisica representa um estimulo mecénico e causa
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pequenas deformagdes na arquitetura éssea, favorecendo a osteogénese. O
decréscimo da atividade determina reabsorg¢ao do osso.

Em analogia, a porosidade em materiais estruturais exerce uma forte
influéncia em suas propriedades mecanicas (HASHIN, 1962; BROWN, 1964).
Nos ossos acontece de forma similar, sendo que a forca e a rigidez variam
inversamente com o aumento da porosidade, e de forma contraria, estas
propriedades mecanicas melhoram quando a densidade 6&ssea aumenta
(GALANTE, 1970; EVANS,1973; CARTER & HAYES, 1977; MARTIN, 1993).

Na analise 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. As diferencas
significativas das propriedades mecanicas para G8 x G6 e G7 x G6 sugerem, de
acordo com EVANS (1969), SOUZA (1974) e CARTER e SPLENGER (1978),
que existem diferengas na composi¢cdo microestrutural dos ossos de animais de
diferentes faixas etarias, e que assim como na avaliagdo da DMO, existe um
periodo de estabilizacdo destas varaveis (forca maxima e rigidez), o que pode
justificar os resultados de G8 x G7 nao terem sido significativos (TABELA 4,
FIGURAS 9 e 10).

Na analise do efeito do exercicio em esteira (G2 e G3) em relacdo a

atividade livre na caixa (G4 e G5), a confrontagdo de G2 x G4 e G3 x G5

(TABELA 5) nado evidencia diferenca significativa, demonstrando que tanto a
atividade em esteira quanto a movimentagdo livre na caixa promoveram a
recuperacao das propriedades Osseas estudadas de forma semelhante, estando
de acordo com os achados de VICENTINI (2006).

Considerando que carga maxima e rigidez sdo importantes propriedades
que expressam o enfraquecimento do osso e maior risco de fraturas. Estas
estavam significativamente alteradas nos animais suspensos. Analisando em
conjunto as propriedades mecanicas, verifica-se que houve melhora quando se
comparam os grupos ao longo do tempo, o que indica aumento global da
resisténcia o0ssea aos esforgos aplicados, mostrando tanto a efetividade do
sistema de suspensdo em provocar o enfraquecimento do osso, quanto do
exercicio, livre ou em esteira, em promover a recuperacao da qualidade do osso.

Ou seja, os animais sairam do sistema de suspensdo com o osso enfraquecido,
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0 que é muito importante em termos do que fazer a seguir, no caso de se
considerar seres humanos submetidos a um processo de reabilitagdo em
decorréncia da exposi¢cdo a uma condigdo de microgravidade real ou em fungéo
de acamamento prolongado ou em grandes imobilizagdes. Nesse sentido, esses
dados fornecem subsidios para serem testados programas ou técnicas de
reabilitagéo.

Na educacgado fisica, na fisioterapia, € em outras areas onde os
profissionais utilizam a atividade fisica, € importante conhecer as relagcbes do
exercicio com as doengas. No entanto, algumas duvidas persistem e,
exemplificando, ainda ndo se sabe qual a quantidade e a intensidade de
atividade fisica suficientes para desencadear os efeitos benéficos para a saude.
Sabe-se apenas que quando excessivas sao prejudiciais. Por outro lado, os
dados desta pesquisa deixam claro que qualquer tipo de atividade fisica parece
ser saudavel, conduzida ou livre, talvez esportiva ou laboral em humanos, desde

que compativel com a condig¢ao fisica do paciente.

Nesta linha de raciocinio, torna-se importante retornar ao conceito de
medicina do exercicio que € o estudo das relagdes que existem entre os
exercicios fisicos e as doengas, nos aspectos profilaticos, terapéuticos e de
concomitancia. Em humanos, existem estudos (MAROULAKIS et al., 1993;
NIEMAN, 1999; LANE et al., 2002) que comprovam que a atividade fisica atua
diminuindo o stress emocional, alterando favoravelmente a constituicdo
sanguinea, reduzindo a gordura corporal, ativando o metabolismo dos
nutrientes, modulando o sistema imunoldgico e proporcionando aptidao fisica
para uma boa qualidade de vida. Os resultados desta pesquisa evidenciam que
até sob condi¢cdes de perda de aptidao fisica, o exercicio orientado, ou néo, é

capaz de atuar aumentando a massa muscular e a densidade Ossea.
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5. CONCLUSOES

Nas condi¢cdes em que foi realizado este experimento é possivel concluir

que:

a suspensao pela cauda provoca diminuicdo da densidade e do conteudo
mineral 6sseo do fémur de ratos submetidos a hipocinesia;

o treinamento em esteira e a atividade livre na caixa promove
recuperacao da densidade e do conteudo mineral 6sseo, de forma semelhante e
ao longo do tempo;

o periodo de suspensao pela cauda diminui a rigidez 6ssea e a forga
necessaria para produzir fratura e,

o treinamento em esteira e a atividade livre aumentam a rigidez 6ssea e a
forca maxima admitida no terco médio, de forma semelhante e ao longo do

tempo.
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ANEXO 1

VALORES DO CONTEUDO MINERAL OSSEO, AREA, DENSIDADE MINERAL
OSSEA, FORCA MAXIMA E RIGIDEZ DE CADA ANIMAL EM SEUS
RESPECTIVOS GRUPOS.

GRUPO 1 — Animais suspenso e sacrificados.

NO CMO |AREA [DMO |F. Max RIGlsDEZ
gr cm?  [g/lem? |(N) (I\>I</1rg)
1.1 0,142 1,412| 0,101| 91,63| 212,71
1.2 0,194 1,194| 0,164| 82,74| 139,68
1.3 0,231 1,307| 0,177|116,76| 321,42
1.4 0,196 1,299| 0,151| 89,25| 214,97
1.5 0,224 1,373| 0,163| 82,68 138,35
1.6 0,193| 1,364| 0,142| 90,92 232,37
1.7 0,185 1,343| 0,138]120,82| 329,61
Média | 0,195 1,327 0,148 96,40 227,02
DP 0,029 0,071 0,025 15,76 76,71

GRUPO 2 - Animais suspensos, treinados em esteira por 4 semanas e

sacrificados.
N° CMO |AREA [DMO |F. Max RIGISDEZ
gr cm?  [g/lem? |(N) (I\>I</1rg)

2.1 0,27| 1,312| 0,206|152,21| 398,67
2.2 0,293| 1,51| 0,194 149,43 389,02
2.3 0,308| 1,408| 0,219 147,69| 394,06
2.4 0,29| 1,39 0,209|147,45| 318,37
2.5 0,275| 1,411| 0,195| 140,48 407,57
2.6 0,292| 1,491| 0,196 123,92 347,65
2.7 0,276| 1,442| 0,191 124,24| 289,62
Média | 0,286 1,423 0,201 140,77 363,57
DP 0,013 0,066 0,010 11,94 45,66
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GRUPO 3 - Animais suspensos, treinados em esteira por 8 semanas e

sacrificados.
Ne CMO |AREA [DMO |F. Max RIGISDEZ
gr cm?  [g/lcm? |(N) (I\>I</1rg)

3.1 0,384 1,564| 0,245|210,65| 563,64
3.2 0,366 1,516| 0,242|194,41| 460,59
3.3 0,33| 1,509 0,219(173,21| 328,2
3.4 0,306 1,371| 0,223|149,89| 410,85
35 0,351 1,708| 0,206 173,6| 483,21
Média | 0,347 1,534 0,227 180,35 449,280
DP 0,030 0,121 0,016 23,13 87,314

GRUPO 4 - Animais suspensos,

mantidos em vida livre por 4 semanas e

sacrificados.
Ne CMO |AREA [DMO [F. Max RIGISDEZ
gr cm?  [g/lem? |(N) (Izl(/lr;))

4.1 0,338 1,453| 0,232|158,59| 429,36
4.2 0,308| 1,391| 0,221|151,88| 376,6
4.3 0,248 1,171| 0,211|117,22| 318,72
4.4 0,318| 1,555| 0,205|172,57| 441,02
4.5 0,273 1,395| 0,196| 139,25 359,65
4.6 0,288| 1,473| 0,196 144,67 372,33
4.7 0,295| 1,461| 0,202| 144,09 388,88
Média | 0,295 1,414 0,209 146,90 383,79
DP 0,030 0,120 0,013 17,19 41,59
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GRUPO 5 - Animais suspensos,

mantido em vida livre por 8 semanas e

sacrificados.
NO CMO |AREA [DMO |F. Max Rlﬁ,lsDEZ
gr cm?  [g/lcm? |(N) (I\)I(/m)

5.1 0,324 1,531| 0,211|148,92| 332,01
5.2 0,346| 1,563| 0,221|173,73| 511,99
5.3 0,352 1,857| 0,19|166,06| 352,44
5.4 0,34| 1,462| 0,233| 173,6| 504,24
5.5 0,371| 1,495| 0,248|198,73| 524,37
5.6 0,298 1,475| 0,202|171,09| 436,61
5.7 0,49| 1,946| 0,252|217,01| 610,51
Média | 0,360 1,618 0,222 178,45 467,45
DP 0,062 0,198 0,023 22,45 99,64

GRUPO 6 - Animais ndo suspensos e sacrificados no mesmo tempo de G1.

NO CMO |AREA [DMO |F. Max RIGISDEZ
gr cm?  [g/lcm? |(N) (I\>I</1rg)
6.1 0,184 1,558| 0,118 141,9| 395,88
6.2 0,292 1,412| 0,207|140,48| 357,24
6.3 0,268 1,291| 0,208|131,91| 363,25
6.4 0,272 1,416| 0,192|151,69| 359,9
6.5 0,28 1,476 0,19|153,17| 361,46
6.6 0,262 1,293| 0,202|152,53| 377,67
6.7 0,267 1,3| 0,205| 133,78| 346,63
6.8 0,301| 1,439| 0,209|176,56| 443,91
Média | 0,277 1,375 0,202 148,59 375,743
DP 0,014 0,078 0,008 15,23 31,298
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GRUPO 7- Animais nao suspensos, mantidos livres em gaiola e sacrificados no

mesmo tempo de G2 e G4.

NO CMO |AREA [DMO |F. Max RIGI3DEZ
gr cm?  |glem? [(N) ﬁ/ln(q’)
7.1 0,332| 1,332| 0,249|193,32| 498,59
7.2 0,391| 1,517| 0,258 220| 598,07
7.3 0,432| 1,595| 0,271| 233,4| 633,02
7.4 0,323| 1,467| 0,22|162,13| 395,33
7.5 0,403| 1,704| 0,233|170,44| 347,03
7.6 0,299| 1,398| 0,214|155,11| 474,42
7.7 0,361 1,707| 0,211|173,21| 489,31
7.8 0,35 1,516| 0,231|173,86| 423,09
Média | 0,366 1,558 0,234 184,02 482,358
DP 0,046 0,117 0,023 30,15 97,000

GRUPO 8 Animais nao suspensos, mantidos livres em gaiola e sacrificados no
mesmo tempo de G3e G5.

NO CMO |AREA [DMO |F. Max RIGISDEZ
gr cm?  [g/lem? |(N) (I\>I</1rg)
8.1 0,321| 1,451| 0,221|157,55| 467,48
8.2 0,299 1,435| 0,208| 155,75| 464,55
8.3 0,361 1,575| 0,229| 187,2| 572,89
8.4 0,41| 1,675| 0,245|217,61| 538,47
8.5 0,413 1,589| 0,26|225,34| 581,41
8.6 0,336 1,41| 0,238|187,32| 550,68
8.7 0,39 1,612| 0,242|208,72| 606,26
8.8 0,442 1,728| 0,255|226,38| 672,83
Média | 0,379 1,575 0,240 201,19 556,821
DP 0,050 0,117 0,017 25,81 69,318
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