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Efeitos da remobilizagao por meio de exercicio fisico sobre a
densidade 6ssea de ratos adultos e idosos

Physical exercise remobilization effects on bone density in adults and
elderly rats
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RESUMO
A presente pesquisa visou estudar os efeitos da remobiliza¢do por meio de exercicio fisico sobre o teci-
do 6sseo de ratos adultos e idosos. Foram utilizados 80 ratos Wistar machos divididos em dois grupos,
com idade de cinco meses para adultos e 15 meses para idosos; subdivididos em quatro subgrupos
cada: grupo controle (G1 e G5), grupo imobilizado (G2 e G6), grupo remobilizado livre (G3 e G7),
grupo remobilizado por meio de exercicio fisico (G4 e G8). Os grupos imobilizados foram eutanasiados
logo apds a retirada da imobilizagao gessada, que perdurou por 14 dias. Os grupos remobilizados livre
permaneceram por sete dias em gaiolas coletivas apés a retirada da imobiliza¢io, seguidos por eutana-
sia. Os grupos exercitados realizaram natagao por 25 minutos/dia, durante sete dias, sendo posterior-
mente eutanasiados. Foi possivel observar que os grupos remobilizados G3/G7 e G4/G8, tiveram um
aumento da massa éssea em compara¢io ao G1/G5 e aos G2/G6. Com relagio a andlise mecénica, no
grupo adulto houve significincia estatistica quando comparados a G2 e G3. A imobilizagdo promoveu a
reduc@o da densidade mineral éssea e propriedades mecénicas, fato que ocorreu de forma inversa na
remobilizacao.
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ABSTRACT
This study aimed to analyze the effects of remobilization by means of physical exercise on bone tissue
in rats and elderly adults. A total of 80 male Wistar rats were split into two groups, aged five months
to 15 months for adults and elderly; each one was further split into 4 subgroups: control (G1 and G5),
immobilized groups (G2 and G6), remobilized groups free (G3 and G7), remobilized groups through
exercise (G4 and G8). The immobilized groups were euthanized immediately after removal of immobi-
lization, which lasted for 14 days. The remobilized groups remained free for seven days in collective
cages after removal immobilization, followed by euthanasia. The exercise groups underwent swimming
for 25 min/day during 7 days and then were euthanized. It was observed that groups remobilized
G3/G7 and G4/G8, had an increase in bone mass compared to the G1/G5 and G2/G6. With respect to
mechanical analysis, in the adult group was statistically significance when compared G2 and G3. The
immobilization process caused a reduction in the bone mineral density, likewise reducing their me-
chanical properties.
Keywords: immobilization, exercise, swimming, bone density
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INTRODUCAO

O tratamento de fraturas dsseas, bem como
doengas degenerativas ou articulares, pode
exigir cirurgia ou tratamento conservador com
subsequente imobiliza¢do dos membros (Kon-
no et al., 2008). Entretanto, longos periodos de
imobilizacdo conduzem a perda dssea e de
propriedades do osso (Bertolini, Oliveira &
Cararo, 2010).

O tecido dsseo é constituido por um tecido
conjuntivo especial, diferindo de outros mate-
riais estruturais pelo fato de ser autorrepara-
dor, podendo alterar suas propriedades e geo-
metria em resposta as mudangas na demanda
mecéanica (Turner, 2000). A falta de sustenta-
¢io de peso e de atividade fisica levam a dimi-
nui¢do no estimulo mecinico necessirio para
crescimento e remodelamento 6sseo, que pode
resultar na ocorréncia da osteoporose e possi-
bilitar fraturas (Esteves et al., 2010).

Com relagao ao envelhecimento sabe-se que
é caracterizado por uma diminui¢do funcional
dos tecidos, 6rgios e sistemas do organismo,
com redu¢ido da capacidade de adaptagdo a
estimulos internos e externos (Figueiredo,
Ferreira, Appell & Duarte, 2008). Devido a
maturacio e envelhecimento do tecido dsseo,
muitas mudang¢as podem ser observadas como
a diminui¢do da deformacgao plastica e o acu-
mulo de microdanos, o que tem um efeito na
propriedade do tecido ésseo e no risco de fra-
tura (Burr, 2002). Além disso, as alteracOes
provocadas pelo processo de senescéncia sobre
estes tecidos podem resultar em maior susceti-
bilidade a lesGes, sendo assim, a eleicio do
protocolo de reabilitacdo deve ser cautelosa.
Nesse sentido, a adequagdo de um método de
tratamento que possa ser efetivo no tecido
0sseo é de suma importincia no periodo pos-
clinico.

A utilizagao do exercicio fisico pode ser um
meio efetivo no aumento da massa dssea e
assim minimizar os efeitos deletérios da imobi-
lizagdo. Dessa forma, a presente pesquisa visou
estudar os efeitos da imobiliza¢gao e remobili-
zagao sobre o tecido 6sseo de ratos adultos e
idosos.

METODO
Amostra

Foram utilizados 80 ratos machos da linha-
gem Wistar (Rattus novergicus, variedade albina,
Rodentia, Mammalia), provenientes do Biotério
Central da UNESP, Campus de Botucatu, e
alocados no Biotério da FCT/UNESP (Campus
de Presidente Prudente) mantidos durante
todo o experimento, dispostos em gaiolas plas-
ticas coletivas de dimensdo 30 x 16 X 19 cm
contendo, no méximo, 5 animais em cada.
Foram mantidos sob temperatura média de 22
+ 2°C, humidade relativa a 60%, ciclo cla-
ro/escuro de 12 horas, com inicio do ciclo claro
as 7:00 horas, alimenta¢do padrdo para roedo-
res e agua fornecidas ad libitum. Os animais
foram divididos em 8 grupos em funcio das
varidveis independentes (Tabela 1).

Os procedimentos adotados foram aprova-
dos pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias e Tecnologia de Presi-
dente Prudente sob o protocolo n® 312/2008,
seguindo os principios éticos na experimenta-
¢do animal (COBEA). Devido a modificacGes
no projeto original e na instituicio do Comité
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Facul-
dade de Ciéncias e Tecnologia de Presidente
Prudente no ano de 2010, este projeto foi reen-
caminhado e aprovado (protocolo n° 05/2010).

Tabela 1
Descrigdo dos Grupos Experimentais (n= 80)

Grupo Descri¢ao

Gl Adulto Controle
G2 Adulto Imobilizado

G3 Adulto Imobilizado e Remobilizado

Livre

G4 Adulto Imobilizado e Remobilizado por
meio de exercicio fisico

G5 Idoso Controle

G6 Idoso Imobilizado

Idoso Imobilizado e Remobilizado

G7 Livre

Idoso Imobilizado e Remobilizado por

G8 . RN
meio de exercicio fisico




Instrumentos e Procedimentos
Protocolo de Imobilizagdo

Para a imobiliza¢do, os animais foram anes-
tesiados pela injecdo da associagdo de dois
anestésicos, cloridrato de ketamina (80 mg/kg)
e cloridrato de xilazina (15 mg/kg), via intra-
peritoneal (Matheus, Gomide, Oliveira, Volpon
& Shimano, 2007). Confirmada a anestesia,
eles tiveram os tornozelos envolvidos por uma
malha tubular, sendo em seguida utilizada uma
atadura gessada de secagem rapida com apro-
ximadamente trés centimetros de largura, apli-
cada de maneira convencional para a imobiliza-
¢3o dos membros posteriores, desde a pelve até
o tornozelo (Figura 1). O gesso foi substituido
quando necessdrio, respeitando o mesmo pro-
cedimento.

A imobilizagio foi realizada bilateralmente,
com ambos os membros posteriores (pelve,
quadril e joelho) em extensdo e o tornozelo em
flexao plantar, a fim de manter o musculo gas-
trocnémio em posi¢io de encurtamento.

Os animais permaneceram imobilizados por
sete dias consecutivos, mantidos em gaiolas
individuais com livre acesso a agua e ragio.
Anteriormente a aplicagdo da técnica de imobi-
lizacdo gessada os animais dos grupos G4 e G8,
foram submetidos a um processo de adaptagio
ao meio liquido durante 15 minutos por 10
dias consecutivos (Figura 1), a fim de reduzir o
estresse do animal sem, entretanto, promover
adaptacdes fisioldgicas decorrentes do exerci-
cio fisico (Camargo Filho et al, 2006; Mancha-
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do, Gobatto, Cortarteze, Papoti, & Mello,
2006).

Apds a retirada da imobilizacio, os animais
dos grupos G3 e G6 foram mantidos em gaiolas
coletivas para remobilizacdo livre, permane-
cendo no biotério por periodo de sete dias,
sendo posteriormente eutanasiados. Os ani-
mais dos grupos G4 e G8 também foram sub-
metidos a0 mesmo procedimento, porém por
periodo de dois dias, antes da aplicagdo do
protocolo de exercicio fisico.

Protocolo de exercicio

Utilizou-se um tanque (Figura 1) contendo
8 tubos cilindricos com 25 cm de didmetro e
100 cm de profundidade, contendo no maximo
70 cm de agua a 31 = 1°C, de modo que os
animais nio conseguiram apoiar a extremidade
da cauda no fundo do tanque (Manchado et al.,
2006).

Apbs dois dias de remobilizagdo livre, os
animais dos subgrupos G4 e G8 foram subme-
tidos a cinco sessbes (didrias) individuais de
natacdo com durac¢do de 25 minutos nas mes-
mas condi¢cbes da adaptagio sem adi¢io de
carga nos animais.

Coleta e preparo do material
Os animais foram submetidos a eutanasia
por meio de superdosagem da associagio de

cloridrato de ketamina e cloridrato de xilazina
via intraperitoneal, seguindo os principios éti-
cos em pesquisa animal.

Figura 1. Vista lateral (A) e superior (B) do tanque, e (C) processo de imobilizagao engessada de membro
inferior e quadril utilizados no presente estudo
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Figura 2. Tibia posicionada em pré-teste na EMIC® para realizaco de ensaio mecinico
e resisténcia durante a sua execu¢ao

Apo0s a eutandsia, a tibia direita foi retirada
por meio de incisao longitudinal com remogao
da pele e de partes moles, deixando o osso sem
revestimento dos tecidos a temperatura de
—20° C para posterior realizagdo da andlise da
densitometria éssea e ensaio mecdnico de fle-

X320 em trés pontos.

Densitometria éssea

As tibias armazenadas foram submetidas a
andlise de densitometria em aparelho densité-
metro de dupla emissdo de raios-X (DXA),
modelo DPX-Alpha, Lunar Corporation®,
Madison,Wis, pertencente a Faculdade de
Odontologia de Aracatuba — UNESP, utilizan-
do-se um software especial desenvolvido para
pequenos animais (Apolinario, Coelho & Lou-
zada, 2011).

Os ossos foram submersos num recipiente
de plastico contendo 2 cm de profundidade de
4gua para simular tecido mole (in vivo). O ter¢o
médio da tibia foi delimitado pelo aparelho,
sendo essa area percorrida pelo DXA (5 cm X
4 cm). O laser do densitometro foi ajustado
acima do centro do osso onde se iniciou a cap-
tura da imagem.

Apbs a captura das imagens os ossos foram
analisados utilizando-se a ferramenta de anali-
se manual. A drea desejada para analise foi
delimitada na regido do ter¢o médio da diafise
da tibia e esta foi contornada para obtencio
dos valores de conteddo mineral ésseo e den-
sidade mineral 4ssea.

Ensaio mecdnico

O ensaio mecinico de flexdo a trés pontos
em cada tibia foi realizado por meio de uma
maquina universal
EMIC® 2000, que pertence ao Departamento
de Fisica, Quimica e Biologia da Faculdade de
Ciéncias e Tecnologia de Presidente Prudente —
FCT/UNESP, dotada de célula de carga de 50
kgf ajustada para a escala de 20 kgf.

O dispositivo para ensaio de flexdo a trés
pontos é constituido por dois apoios com perfil

de ensaios mecanicos

circular de 3.5 mm de didmetro situados na
base da maquina e equidistantes 20 mm e um
atuador ou cutelo posicionado entre os apoios,
com a mesma forma e dimensio dos apoios,
acoplado a parte mével da maquina de ensaio
por meio de célula de carga. A tibia foi posicio-
nada de forma que o ponto de referéncia medi-
do ficasse alinhado com o atuador, com veloci-
dade de descida de 5 milimetros/minuto (Figu-
ra2).

O osso foi ajustado de tal forma a n3o se
deslocar durante o ensaio, tendo uma pré-carga
inicial nula. O ensaio prosseguiu, sendo que as
cargas aplicadas foram monitoradas até o
momento onde houve a rutura do tecido 6sseo.
A partir de entdo foram obtidos valores de
forca maxima e deformacgido. Os parimetros
analisados foram forca e tensao méxima neces-
siria para provocar a deflexdao ou deformagio
medida na regido do atuador e provocar a fra-
tura Ossea (Léo, Cunha, Oliveira & Prado,
2012).



Anadlise Estatistica

Para andlise estatistica foram feitos calculos
de média e desvio padrao. Foi utilizado o teste
de normalidade de Shapiro-Wilk para verificar
a presenca ou auséncia de distribui¢do Gaus-
siana. Apds a constatacido da distribuicdo nor-
mal dos dados, foram usadas as analises para-
métricas. Para verificacio de diferencas entre
as varidveis dos diferentes grupos, foi utilizada
a analise de varidncia (ANOVA one way) com o
teste post hoc de Tukey. Para todas as andlises,
o nivel de significAncia adotado foi de 5% (p<
0.05).

RESULTADOS

A mensuracio da massa Ossea foi realizada
logo apds a coleta do material. Esses dados
permitem a verificagdo das alteragcbes da massa
Ossea ap6s o periodo de aplicagdo dos protoco-
los de imobilizacdo e de remobiliza¢do nos
grupos adultos G2, G3 e G4 e idosos G6, G7 e
G8 (Figura 3).
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Figura 3. Analise da massa éssea nos
diferentes grupos de animais

Foi observado um aumento na massa éssea
dos animais adultos submetidos ao protocolo
de remobilizagdo, tanto livre (G3), quanto por
meio de exercicio fisico (G4). Esse aumento
elevou a massa dssea para valores acima do
grupo controle. Porém nos animais idosos o
aumento da massa Ossea s ocorreu até os
niveis observados nos animais do grupo con-
trole.
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Os valores observados a partir das analises
da densidade mineral éssea demonstram que
os animais remobilizados, apresentaram valo-
res proximos do grupo controle, evidenciando
que houve uma recuperagio da densidade
mineral éssea apds a imobilizagdo (Tabela 2).
Nota-se diferenca estatisticamente significante
na F-Max entre os grupos adultos imobilizados
(G2) e remobilizados livre (G3). Nos grupos
idosos foi verificada diferenca significante
entre os grupos controle (G5), imobilizados
(G6), remobilizados livre (G7) quando compa-
rados ao grupo remobilizado por meio de exer-
cicio fisico (G8).

DISCUSSAO

O presente estudo verificou os efeitos da
imobilizagdo e remobilizagdo por meio do exer-
cicio fisico (nata¢do) no tecido ésseo. Sendo
avaliados estes efeitos por meio da mensurac¢io
da massa 6ssea, densitometria Ossea e ensaio
mecénico. Foi observado que houve aumento
da massa 6ssea e das propriedades mecanicas
Osseas favoravel aos grupos submetidos ao
exercicio fisico, demonstrando que este tipo de
atividade tem capacidade de promover o
aumento da resisténcia dssea.

Estudos mostram que a atividade fisica de
baixa e moderada intensidade tem a capacidade
de promover alteracGes
melhorando seus componentes, mesmo se
executada por um curto periodo de tempo.
Contudo, também é comprovado que a inativi-
dade pode levar a uma perda relativa de massa

no tecido &sseo,

Ossea (Apolinario et al., 2011).

Foi possivel observar no osso a diminui¢io
de suas propriedades mecidnicas nos animais
submetidos ao processo de imobilizag¢ao, tendo
perdas significativas de sua deformacio ssea,
se comparados com o grupo remobilizado livre.
A imobilizacio afeta diretamente os proprieda-
des mecanicas que levam a sintese éssea. A
auséncia de estimulos sobre o tecido &sseo
resulta na diminui¢cdo da deposi¢io de calcio,
tornando-o mais fragil e enfraquecido. Portan-
to, o estimulo de sobrecarga é necessario para
regular a resposta 6ssea local e, deste modo,
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Tabela 2
Andlise comparativa por grupos experimentais
Grupo DXA (g/cm?) F-max (N) Deformacgdo (N/cm2)

Gl 0.20 = 0.24 106.99 =+ 20.63 0.92 = 0.24
G2 0.18 = 0.01 89.85 = 17.65° 0.72 = 0.19
G3 0.20 = 0.01 118.27 + 14.83" 1.25 = 1.20
G4 0.20 = 0.02 114.56 = 18.19 0.97 = 0.22
G5 0.24 = 0.02 164.91 = 30.58 0.71 = 0.09°¢
G6 0.23 = 0.01 144.78 = 26.07 0.82 £ 0.23°¢
G7 0.23 = 0.02 170.21 = 34.95 0.81 = 0.18°¢
G8 0.25 + 0.03 164.64 + 51.45 1.24 = 0.26

Nota: * p< 0.05 (comparado com G3); ® p< 0.05 (comparado com G2); ¢ p< 0.05 (comparado com G8)

proporcionar uma melhor calcificagdo do teci-
do, crescimento e remodelamento (Vasconce-
los & Santos-Junior, 2010).

A perda de massa éssea torna o 0sso mais
suscetivel a fratura. Nesse sentido, todo tecido
biolégico tem necessidade de receber estimulos
para promover adaptacdes e desenvolver-se,
especialmente o o0sso, que é remodelado ao
longo de toda a vida e tem a necessidade de
estimulos mecinicos para favorecer seu desen-
volvimento (Villafane, Cleland & Ferndndez-
de-las-Pefias, 2013).

Apbs a andlise da densidade mineral dssea,
foi verificado que nao houve diferenca entre os
grupos de animais adultos e idosos. Tal fato
pode ser justificado pelo curto periodo de imo-
bilizagdo, o qual foi insuficiente para promover
perdas significativas. Estudos com maior
periodo de imobilizagdo s3o necessarios para
que haja uma diminui¢ao significante do con-
teido mineral ésseo e consequentemente ava-
liar a influéncia do exercicio de nata¢io na
recuperacao tecidual.

O equilibrio entre a reabsor¢io e a formacio
de tecido 6sseo é influenciado por diversos
fatores, como nutri¢do, atividade hormonal,
atividade fisica e outros (Hojan, Milecki &
Leszczfiski, 2013). O impacto mecinico quan-
do diminuido pelo desuso causado por condi-
¢oes sistémicas ou locais, como a imobilizac3o,
leva a um processo de adaptagdo com aumento
da reabsorc¢do e consequente enfraquecimento

do tecido 6sseo durante periodos mais longos,
podendo caracterizar-se uma osteopenia (Apo-
linério et al., 2011). Nesse caso, 0 0ss0, assim
como todos os outros tecidos, é adaptativo a
condi¢cbes impostas, e desenvolve sua estrutura
e fungdo por meio de forcas mecanicas e
demandas metabdlicas. A deposi¢ao do calcio é
parcialmente regulada pela quantidade de carga
que lhe foi imposta. Assim, quanto maior
forem as forgas aplicadas, maior a ativacdo dos
osteoblastos, tornando-os mais resistentes
(Esteves et al., 2010).

Ramos et al. (2012) observaram que ratos
submetidos ao exercicio de natagdo ndo apre-
sentaram um aumento significativo das pro-
priedades mecanicas. Porém, no estudo de
Huang et al. (2010) foi verificado um compor-
tamento das propriedades mecinicas seme-
lhante as utilizadas no presente estudo, com
alteragcbes ocasionadas pela natacio de baixa
intensidade.

A natagao é questionada por ser um modelo
de exercicio que ndo gera impacto e conse-
quentemente ndo resulta em grandes altera-
¢oes no tecido Osseo, inviabilizando muitas
vezes o tratamento de doencas Osseas. No
entanto, no presente estudo foi observado que
apesar de nao haver o aumento da massa, tam-
bém nio ocorreu a diminuicdo da mesma.
Além disso, a deformac¢do nos animais idosos
apresentou melhora significante (Kemper et
al., 2009).



O presente estudo se limitou a investigar o
efeito da remobilizacio por meio da natagio
como fator de recuperagio de tecido ésseo.
Sugere-se que sejam utilizados modelos dife-
rentes de atividade fisica, como corrida em
esteira rolante ou saltos com sobrecarga, que
possam promover efeitos diferenciados dos
expostos na presente pesquisa. Além disso, a
utilizagdo da suplementac¢io alimentar pode vir
a contribuir com a literatura, no sentido de
induzir ao aumento das propriedades mecini-
cas do tecido 6sseo e na sua densidade.

CONCLUSOES

A imobilizagdo resultou na diminui¢io da
forca maxima no grupo adulto. Nos animais
idosos a imobilizagdo promoveu redugdo na
deformacio 6ssea. Além disso, o exercicio foi
capaz de restaura-la, podendo assim ser utili-
zado como meio terapéutico na manuteng¢io da
massa 0ssea.
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