UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA
CAMPUS DE ARAGATUBA

EXERCICIO RESISTIDO NO TRATAMENTO E
PREVENCAO DE OSTEOPENIA DE RATOS MACHOS
JOVENS

Bruno Saturnino de Souza

Bidlogo

ARACATUBA - SP
2015



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA
CAMPUS DE ARAGATUBA

EXERCICIO RESISTIDO NO TRATAMENTO E
PREVENCAO DE OSTEOPENIA DE RATOS MACHOS
JOVENS

Bruno Saturnino de Souza
Orientador: Prof® Adj. Mario Jefferson Quirino Louzada

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Medicina Veterinaria — Unesp, Campus de
Aracatuba, como parte das exigéncias para
a obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncia
Animal (Fisiopatologia Médica e Cirargica).

ARACATUBA - SP
2015



Catalogacéo na Publicagéo (CIP)

Diretoria Técnica de Biblioteca e Documentacdo — FOA / UNESP

S729e

Souza, Bruno Saturnino de.

Exercicio resistido no tratamento e prevencéao de
osteopenia de ratos machos jovens / Bruno Saturnino
de Souza. - Aracatuba, 2016

43f.:1il. ;tab. + 1 CD-ROM

Dissertacao (Mestrado) — Universidade Estadual
Paulista, Faculdade de Medicina Veterinaria de
Aracatuba

Orientador: Prof. Mario Jefferson Quirino Louzada

1. Densitometria 2. Exercicio 3. Doencas 6sseas
metabodlicas 4. Fendbmenos biomecéanicos I. T.

CDD 636.0896




AV
unes “%&  UNIVERs|DADE ESTADUAL PAULISTA
YULIO DE MESQUITA FILHO"

Campus ge Aracatuba

Comi-té de Etica no Uso de Animais (CEUA)
Committee for Ethica] s of Animals (CEUA)

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto “Influéncia do treinamento resistido no tecido dssen de
ratos apbs auséncia de carga” sgh responsabilidade do Pesquisador MARIO JEFFERSON
QUIRINO LOUZADA e colaboragio de Bruna Rezende Silva Martins de Oliveira esté de acordo

com os Principios Eticos da Experimentagio Animal (COBEA) e foi aprovado pelo CEUA, de acordo

com o protocolo 2012-02398.

CERTIFICATE

We certify that the research “Influence of resistance training on bone tissue of rats
after no load”, protocol number 2012-02398, under responsibility of MARIO JEFFERSON
QUIRINO LOUZADA CARDOSO and with collaboration of Bruna Rezende Silva Martins de

Oliveira agree with Ethical Principles in Anilg o4 ) And was approved by CEUA.

Faculdade de Odontologia e Faculdade de Medicina Veterindria
Rua José Bonifacio, 1193 CEP 16015-050 Aragatuba - SP
Tel (18) 3636-2801 Fax (18) 3636-3200 E-mail: eervolino@foa.unesp.br



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

BRUNO SATURNINO DE SOUZA - Nascido em 15 de agosto de 1987, na cidade
de Joinville — SC, iniciou e concluiu o Curso de Ciéncias Biologicas Bacharelado e
Licenciatura na Universidade Paulista - UNIP (2006 - 2010). No decorrer do
periodo académico inicio atividade de docéncia, atualmente ministra aulas no
Senac de Botucatu — SP, completando 8 anos de docéncia em 2016. Em 2013
ingressou no curso de mestrado da Pés-Graduagédo em Ciéncia Animal da UNESP
— Aracatuba. Colaborou em projetos de pesquisa junto do orientador e durante um
ano e seis meses integralizou os créditos necessarios. Em 2015 foi aprovado no
exame geral de qualificacdo denominado: “Exercicio resistido no tratamento e
prevencao de osteopenia de ratos machos jovens”, no qual faz parte desta

dissertacéo.



AGRADECIMENTO

Agradeco a Deus por guiar meu caminho e me permitir essa experiéncia.

Meu mais sincero agradecimento ha meu Orientador, Mario Jefferson
Quirino Louzada, quem carinhosamente chamo de “Professor’ por me orientar
para vida, como exemplo profissional, sua alegria e amor em seu trabalho me
inspiram. “Professor”, pois, o conheci em uma sala de aula, “professor”, pois sua
trajetdria me serve de exemplo e “professor’, foi com quem mais aprendi em um

curto periodo de tempo.

A Amanda, por toda ajuda e apoio, por estar ao meu lado sempre trazendo
calma em momentos de dificuldade, enfim, seu carinho e auxilio sao

indispensaveis.

As meus pais, Junior e Vera, meus exemplos de persisténcia e trabalho,
gue sempre me incentivam e apoiam em todas minhas escolhas, bem como meus

irmaos Lucas e Isabela, pessoas de quem tenho muito orgulho.

A Faculdade de Medicina Veterinaria — FMVA/UNESP, da cidade de
Aracatuba/SP e aos profissionais pela oportunidade e colaboracdo, bem como,

meus amigos de laborat6rio em especial ao Pedro e a Bruna.



SUMARIOCAPITULO 1 — CONSIDERAGCOES GERAIS .....c..oovieeeeieeeeeene. 14

1 Contextualizac8o do Problema.............ooeuuuiiiiiii e 14
2 Fraturas por perda de MasSSa OSSEa.........ciiieeeirieeeiiiiiiiieeeeeeeeeeriias e e eeeeeeeannn 15
3 CUSLOS COM LratAMENTO .....oiiieeie et e et e e e e e e et e e e eeaans 15
4 Fisiologia 6ssea € 0 eXErCICI0 fISICO ...uuuuiiiieeiiiieeiiec e 16
5MOdEl0 @NIMal......coooeeeeeeeeeeee 19
6 Metodologia de ANAlIISES.......cccuiii i 22
A ] o] =3 11 o SO 23
REFERENCIAS ...ttt ettt 23

CAPITULO 2 - EXERCICIO RESISTIDO NO TRATAMENTO E PREVENCAO DE

OSTEOPENIA DE RATOS MACHOS JOVENS. .........coiiiiieeieeeeien e 30
L INEFOTUGEID .. 32
2 Material @ METOUOS........ooeiiiiii et e e e e e e er s 34
N 1T = 34
Delineamento eXPerimeEntal..............uuuuuuuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiie i 34
G S TSIV | =T [0 1P 36
D LYo U [S1Y- T P PSOTPR 38
SO0 ] 10111 £7= T LT 41

REFERENCIAS ... et 41



LISTA DE ABREVIACOES

CMO = Contetudo mineral 6sseo

DMO = Densidade mineral 6ssea

C = Grupo controle

S = Grupo Suspenséo

E = Grupo Exercicio

SE = Grupo Suspencéao Exercicio

g = Gramas

cm?2 = Centimetro quadrado

g/cmz = Gramas por centimetro quadrado
N = Newton

kN/m = kilo Newton/metro

Fmax = Forca Maxima

R = Rigidez

OPG = Osteoprotegenina

RANK: Receptor ativador do fator nuclear-kB

RANKL: Ligante do receptor ativador do fator nuclear-kB



LISTA FIGURAS

Capitulo 1

FIGURA 1 - Escada utilizada no treinamento resistido.

FIGURA 2 a 5 - Espuma Reston colocada de um lado a outro e fixada com
esparadrapo na cauda do animal.

FIGURA 6 e 7 - Espuma presa a presilha e dependurado em barra cilindrica.

Capitulo 2
FIGURA 1 - Massa corporal (g) (Média + Desvio padréo) de ratos Wistar.



LISTA TABELAS

Tabela 1 - Média e desvio padrdo para densitometria 6ssea em tibias para CMO
(g), Area (cm?), DMO (g/cm?).
Tabela 2 - Média e desvio padrdo para ensaio mecanico em tibias para Forca
Maxima (N) e Rigidez (kN/m).



Exercicio resistido no tratamento e prevencao de osteopenia de ratos

machos jovens

RESUMO - A estrutura 6ssea do ser humano bem como o processo de
consolidacéo éssea séo alvos de estudos constantes em todo o mundo. Fraturas e
lesbes sdo consequéncias da fragilidade Ossea, normalmente causadas pela
osteoporose, um grave problema de saude publica. Estudos mostram que essa
fragilidade pode ser atenuada pela atividade fisica regular e treinamento de forca.
O objetivo dessa pesquisa foi avaliar a eficacia do exercicio fisico resistido frente a
osteopenia induzida em ratos que permaneceram com auséncia de carga em seus
membros pélvicos. O modelo foi 0 de suspensao da cauda em ratos. Estes foram
distribuidos em quatro grupos: C, controle, com periodo experimental em gaiola;
S, suspenso por 21 dias e colocados em solo por mais 21 dias; E, submetido a
exercicio em escada durante 21 dias e, depois, mantido em solo por mais 21 dias
e SE, suspenso por 21 dias e depois submetido a exercicio em escada durante 21
dias. Foram realizadas andlise de densitometria 0ssea e ensaio mecanico na tibia
dos animais para avaliar a qualidade do tecido 6sseo apés o periodo experimental.
Pelos resultados, foi possivel observar que o exercicio fisico com carga e
intensidade adequada resulta em aumento da rigidez, forca maxima, densidade
mineral 6ssea e conteddo mineral 6sseo caracterizando uma recuperacao da
qualidade do osso proporcionada pelo exercicio fisico. Desta forma, conclui-se
que o exercicio fisico com carga resistida e intensidade adequada resulta em
remodelacdo Ossea positiva frente a suspencéo pela cauda, que por sua vez induz
a fragilidade Ossea semelhante a osteopenia, sendo eficaz no tratamento e

prevencao dessa enfermidade.

Palavras-chave: densitometria; exercicio; doencas 0sseas metabdlicas;

fendbmenos biomecéanicos.



Resistance exercise in treatment and prevention of osteopenia in young male

rats

SUMMARY - The bone structure of the human being and the bone healing
process are constant targets of studies worldwide. Fractures and injuries are
consequences of bone frailty, usually caused by osteoporosis, a serious public
health problem. Studies have shown that regular physical activity and strength
training can mitigate this weakness. The purpose of this study was to evaluate the
effectiveness of the resistance exercise against osteopenia induced in rats that
remained with no load on their hind limbs. The suspension model used was the
rat’s tail model suspension. These rats were divided into four groups: C, control,
with trial cage; S, suspended for 21 days and placed in soil for 21 days; E
subjected to exercise ladder for 21 days and then kept in the soil for 21 days, and
SE suspended for 21 days and then subjected to exercise ladder for 21 days. Bone
densitometry analysis and mechanical testing in the tibia of the animals were
realized to verify the quality of bone tissue after the trial period. It was possible to
observe in the results that the exercise load and proper intensity results in
increased rigidity, maximum strength, bone mineral density and bone mineral
content featuring a recovery of bone quality provided by exercise. In this way, it
was concluded that physical exercise with appropriate intensity and repeated load
results in a positive bone remodeling before the suspension by the tail, which in
turn induces a similar bone fragility osteoporosis, being effective in the treatment
and prevention of this disease.

Keywords: densitometry; exercise; bone deficient metabolic; phenomenon
parameters.
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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1 Contextualizacdo do Problema

A historia humana aponta para uma busca cientifica incessante por um
estilo de vida confortavel. Grandes conquistas tecnoldgicas levaram a sociedade
atual a um modo de vida repleto de facilidades e efeitos colaterais. O
sedentarismo e o habito alimentar inadequado, como ingestdao de gorduras e
diminuicdo no consumo de carboidratos e fibras, tem como consequéncia a
diminuicdo de massa 6ssea (FLEGAL et al., 2010; HEDLEY et al., 2004).

Durante o processo de envelhecimento o ser humano perde algumas
funcdes essenciais para suas atividades cotidianas, algumas limitacbes podem
surgir devido as alteracbes musculoesqueléticas, sendo de maior expressao e
importancia a osteoporose, que segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
€ caracterizada pela perda de massa 6ssea e aumento da fragilidade (AUAD et al.,
2007).

A osteoporose ndo deve ser tratada como efeito secundario do
envelhecimento e sim como resultado de uma vida inteira de maus habitos que
afetam o sistema esquelético (ASBMR, 2008; HALL, 2005).

Esse numero de fatores que incluem a quantidade de tecido 6sseo
(tamanho e massa), a estrutura do osso (distribuicdo espacial, forma e
microarquitetura) e as propriedades intrinsecas do material 6sseo (porosidade,
matriz de mineralizacdo, tracos de coldgeno e microlesdes) determinam a
resisténcia do osso (GRIFFITH et al., 2008).

Este tipo de enfermidade leva a quedas e fraturas, representando grave
problema de saude publica mundial que vem crescendo a medida que a
populacdo envelhece (BOUXSEIN, 2005; BURR, 2001). Vérios fatores sao
apontados como de risco, tais como: sedentarismo, uso de medicamentos,
desordem neurovegetativas, geometria do quadril alterada e instabilidade postural
(YAZBEK; MARQUES NETO, 2008).
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2 Fraturas por perda de massa 0ssea

Essas fraturas sdo decorrentes de perda de massa 0ssea frequentemente
encontrada em pessoas idosas, sedentarias, acamados e astronautas. A falta de
estresse mecéanico pode levar a reducdo da densidade mineral 6ssea (DMO). Uma
pessoa acamada por periodo de 4 a 6 semanas apresenta reducao significativa de
massa 0ssea, levando a atrofia por desuso, diminuindo a forca e resisténcia 6ssea
(HALL, 2005). Ja, a atividade fisica regular e o treinamento de forca reduzem a
perda de célcio, que esta diretamente ligado a perda de massa 6ssea, exercendo
efeito benéfico sobre a taxa de remodelamento 6sseo (ROBERGS, 2002).

A hipertrofia 6ssea é positiva frente a um estresse mecanico aumentado e
negativo quando reduzido, indicando uma proporcionalidade, ou seja, ao sair de
seus niveis normais o estresse mecanico gera hipertrofia ou atrofia 6ssea (HALL,
2005). A deterioracdo da microarquitetura 6ssea caracteriza a diminuicdo da DMO,
gue por sua vez aumenta a fragilidade esquelética e consequentemente o risco de

fraturas por um disturbio osteometabdlico (AUAD et al., 2008).

3 Custos com tratamento

Nos Estados Unidos o custo financeiro diario do tratamento de pacientes
com osteoporose € estimado em 38 milhdes de dolares, sendo aproximadamente
1 milhdo de pessoas que apresentam fraturas decorrentes dessa fragilidade
O0ssea. No caso de fratura no quadril 25% n&o retornam mais ao seu estado
anterior e de 20 a 25% desses vao a 06bito no periodo de um ano. Na osteoporose,
o envelhecimento esta diretamente relacionado com a frequéncia e severidade
das fraturas assim como o género. Com 90 anos 32% das mulheres e 17% dos
homens sdo susceptiveis a fratura de quadrii e a taxa de mortalidade em
consequéncia dela varia de 12% a 20% (ROBERGS, 2002; YAZBEK; MARQUES
NETO, 2008).
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4 Fisiologia 6ssea e o exercicio fisico

Parametros de comparacéo indicam que aos 50 anos a cada 5 mulheres
com fratura, a mesma ocorre em 2 homens e aos 70 anos a cada 3 fraturas na
mulher ocorrem 2 nos homens, indicando maior frequéncia na mulher e um
reducéo da proporcionalidade entre homens e mulheres quanto ao aumento da
idade (YAZBEK; MARQUES NETO, 2008).

A especificidade 6ssea se estende ndo apenas a idade do individuo, mas
também ao percentual relativo de mineralizacdo e sua variacdo em determinada
parte do corpo, sendo alguns mais porosos que outros, afetando as caracteristicas
mecanicas do tecido (BENNELL et al.,1997; MAITRA et al., 1997).

A estrutura O0ssea é formada por carbonato de calcio, fosfato de calcio,
colageno e agua, que interagem em resposta a carga mecanica. Os percentuais
desses materiais sdo imprescindiveis para a rigidez e resisténcia 0ssea
compressiva (HALL, 2005).

Nutricdo, fatores farmacolégicos e hormonais afetam a integridade
mecanica do osso, demonstrando que a integridade 6ssea ndo depende apenas
de sua massa, mas também da qualidade do tecido, sendo significativamente
dependente de influencias biomecanicas somadas a esses fatores. A importancia
da carga esquelética para a manutencdo e aumento da massa 6ssea foi sugerida
em 1892 por Wolff, e até hoje é universalmente aceito.

Dois tipos de células sdo responsaveis pela manutencéo celular da matriz
Ossea: osteoblastos e osteoclastos. O controle da diferenciacdo celular dos
osteoclastos € mediado por trés substancias: O receptor nuclear RANK que € o
ligante receptor ativador do fator nuclear kB, € sintetizado através da ativacdo da
segunda substancia; seu ligante RANKL, substancia que inibe a ligacdo do RANK
com as células percursoras, provenientes das membranas hematopoiéticas que
levam a fusdo dessas células e a formacdo osteoclastica. Ja os osteoblastos
produzem a terceira substancia, a osteoprotegenina (OPG), que captura o RANKL
e impede sua ligacdo com o RANK nas células percussoras, consequentemente

impedindo a diferenciacdo para osteoclastos (AIRES, 2008).
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A remodelacdo 0ssea ocorre através de formacgéo ou reabsor¢cdo da matriz
O0ssea. Existem alguns marcadores enzimaticos sintetizados por osteoblastos e
osteoclastos que quantificam essa atividade. Um exemplo de marcador é a
osteocalcina, uma proteina encontrada em abundancia no osso (SEIBEL, 2000).

A capacidade de recuperacao frente a um desgaste ocorre através de uma
atividade osteoblastica na matriz organica, criando um tecido imaturo seguido de
deposicao de sais de calcio (NICOLAU, 2001).

Em resumo, os osteoblastos sédo células jovens responsaveis pela formacao
estrutural do osso, repleto de atividade metabdlica sdo responsaveis pela
deposicdo mineral na matriz 6éssea, que ao envelhecerem sdao chamados de
ostedcito e regulam a absorcdo de minerais de célcio no tecido. Enquanto os
osteoclastos realizam a regeneracdo do tecido frente a fratura por reabsorcéo da
matriz, ou seja, 0s osteoclastos digerem a matriz éssea formada pelos
osteoblastos gerando o processo de reconstrucao (AIRES, 2008).

Esse processo € constituido de quatro fases: Na primeira as células
percursoras dos osteoclastos s&do recrutadas, na segunda eles degradam
componentes minerais e organicos através de enzimas liberando fragmentos de
0sso e colageno, realizando a reabsor¢do, na terceira fase a de reversdo uma
linhagem de mondcitos e macréfagos preparam a superficie para os osteoblastos
realizarem a quarta fase, a de formacao 6ssea através da matriz de mineralizacao
(AMADEI et al., 2006).

Algumas instabilidades mecanicas e falhas na vascularizagdo influenciam
na capacidade de regeneragdo tecidual dificultando ou impedindo essa
regeneracao. A velocidade do reparo tecidual pode ser aumentada através de
estresse mecanico, ou seja, um exercicio fisico resistido estimula a regeneracéo
da matriz 6ssea (PINHEIRO; GERBI, 2006). Entdo os estimulos a osteogénese,
exercidos pela atividade fisica podem ser utilizados como tratamento, pois
atenuam a diminuicdo da densidade mineral 6ssea, reduzindo os efeitos da
osteopenia (KEMPER et al., 2009).
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Individuos sedentarios comparados com fisicamente ativos de mesma idade
e sexo apresentam 0ssos menos densos e mineralizados, evidenciando a
fragilidade 6ssea (HALL, 2005). Sugerindo um impacto positivo da atividade fisica
na diminuicdo da osteoporose através do aumento da DMO e consequente
fortalecimento da estrutura musculoesquelética (BARROS et al., 2010).

Estudos apontam que um programa regular de exercicios como caminhar e
sustentar peso sdo importantes para a saude e resisténcia do osso, causando
alteracdes positivas até mesmo em individuos com osteoporose. Com isso a
identificagdo precoce da baixa DMO pode evitar a ocorréncia de fraturas e perda
irreversivel da estrutura trabécula, tanto em humanos quanto em animais
(ASBMR, 2008; HALL, 2005).

Existem indicios de que o exercicio fisico minimiza os efeitos da
osteoporose decorrente de declinio hormonal e idade avancada, no entanto deve
se observar o tipo e intensidade desse exercicio. Em mulheres pdés menopausa
exercicios como caminhada e corrida leve promovem o aumento do contetdo
mineral 6sseo devido a carga de peso submetida a essa atividade, em atividades
com carga diminuida como a natacdo nao se observa alteracdo no contetdo
mineral 6sseo, mesmo sendo satisfatério do ponto de vista cardiovascular
(SINAKI, 1999).

A recuperacao da estrutura 6ssea esta diretamente ligada a presenca ou
auséncia de carga no esqueleto, mesmo que em periodos curtos de atividade com
carga diminuida o enfraquecimento pode ser notado. A medida que a intensidade
e carga sdo aumentadas os danos séo evitados e promovemos a recuperagao,
tornando a atividade fisica o tratamento mais eficaz e por isso o mais estudado
(BARBOSA et al., 2011)

O aumento da massa Ossea ocorre por um processo de saturacdo
mecanico sensorial, onde no inicio da atividade fisica a sensibilidade 6ssea decai
rapidamente e vai aumentando conforme a intensidade é elevada, elevando a
massa 0ssea (RENNO et al., 2007).
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Exercicios aerdbicos diminuem a perda 6ssea. Em estudos onde animais
foram submetidos a treinamento prolongado e continuo em esteira pode-se
observar uma atenuacdo na perda de massa 0ssea, ho entanto, o efeito do
exercicio fisico sobre o osso depende de sua intensidade e resisténcia, métodos
de exercicio resistido se mostraram eficientes na recuperagdo dos valores de
densidade mineral 6ssea (FLUCKEY et al., 2002).

No espaco, em situacdo de baixa gravidade o exercicio fisico ainda nédo é
suficiente para essa atenuacédo, a hipdtese mais aceita € que o método ainda néo
possui resisténcia suficiente, levando a crer que métodos que utilizem maior
resisténcia podem ser mais efetivos. O exercicio em escada confere resisténcia
relevante e produz resultado positivo na remodelacdo oOssea (Figura 1)
(CAVANAGH et al., 2005).

FIGURA 1 - Escada utilizada em treinamento resistido.

5 Modelo animal
Algumas consideracbes sobre o modelo animal a ser utilizado sé&o
necessarias, o cdo, por exemplo, tem a coluna vertebral repleta de o0ssos

irregulares dispostos a partir do cranio e divididos em cinco regides: cervical,
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torécica, lombar, sacra e caudal sendo o numero de vertebras assim dispostas: 7
cervicais, 13 toracicas, 7 lombares e 3 sacras. Nos equinos existem dois tipos de
articulacbes: uma formada pelo corpo das vertebras e a outra por processos
adjacentes, discos invertebrados de tecido fibroso ocupam os espacos entres as
articulagdes, provendo um grau de amplitude maior devido a soma dos das
articulacdes. A coluna vertebral do rato e composta por: 7 cervicais, 13 toracicas,
6 lombares e 4 sacras e 27 caudais. (KONIG; LIEBICH, 2002).

Em seres humanos a coluna é composta de 24 vertebras pré-sacrais, onde
7 sdo cervicais, 12 torécicas, 5 lombares e 5 sacrais, outras 4 vertebras estédo
fundidas entre si formam o coccix. Os osteoblastos sdo estimulados pela carga
mecanica, provocando micro deformacdes ésseas, provendo adaptacdes por
remodelacdo (RUBINSTEIN, 2013).

Para experimentacdo animal na simulagdo de atrofia 6ssea e desgaste, o
ideal € uma restricdo de movimentos nos membros posteriores sem alterar a livre
movimentacao, elucidado pelo modelo de suspencdo pela cauda (VICENTINI et
al., 2007).

Frente a isso, definiu-se trabalhar com o rato que é um modelo animal com
uma relacdo entre o carregamento de osso e formacdo Ossea aumentada,
resultando em uma melhoria das propriedades mecanicas na estrutura éssea e
qualidade do tecido, se destacando entre os modelos animais conhecidos para o
estudo dos efeitos de estimulacdo mecéanica (WALLACE, 2007).

O modelo de suspencéo pela cauda se mostra eficaz para esclarecer os
processos de consolidacdo 6ssea em patologias ortopédicas ou neurolégicas, se
tratando de membros pélvicos por imobilizacdo gerando modificagdes na estrutura
0ssea, nessa situacdo os membros posteriores dos animais permanecem com
livre movimentacéo, porém sem contato com o solo (FALCAI, 2011; RISO, 2008).

Esse modelo vem sendo aperfeicoado ao longo dos anos. Musacchia et al.
(1980) um modelo onde o animal fica suspenso envolto em um pedaco de pano
sendo sustentado pelo térax, deixando os membros pélvicos livres. Em 1990,

Kasper et al. utilizaram um eixo de suspen¢do com um sistema de roldanas presas
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na cauda, Silva e Volpon (2004) e Shimano (2006) utilizaram uma tira de espuma
adesiva com elasticos até o terco meédio para suspender 0s animais.

A suspencao pela cauda é responsavel pela fraqueza éssea induzida em
ratos por auséncia de carga. Apos o terceiro dia de suspencdo nota-se apoptose
de ostedcitos, diminuindo os_-sinas de sustentacdo Ossea, demonstrando uma
modulacdo da expressdo de genes em células mesenquimais da tibia. Padrées
genéticos de modulacdo de RNA e proteinas sdo induzidos por essa auséncia
alterando a deposicdo, maturacdo e remodelacdo da matriz 6ssea (Figura 2 a 5)
(AGUIRRE et al., 2006).

FIGURA 2 a 5 - Espuma Reston colocada de um lado a outro e fixada
com esparadrapo na cauda do animal.
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FIGURA 6 e 7 - Espuma presa a presilha e dependurado em barra
cilindrica.

6 Metodologia de andlises

A capacidade de resistir e transmitir um esforco aplicado, como esforgos de
natureza mecanica, define as propriedades mecéanicas de um mineral, desde que
esse nao perca suas caracteristicas inicias, ficando isenta de deformacdes
(CHIAVERINI, 1979).

Vérios tipos de ensaio sdo usados para determinar essas propriedades
mecanicas de um material: torcdo, tracdo, compresséo, cisalhamento e flexao.
Dentre esses ao se tratar de 0SS0 0 ensaio mecanico possui grande variacao de
resultados como, tipo, regido e condicdo desse o0sso, demonstrando variacao
entre o tipo de animal e o tratamento a qual ele foi submetido (VICENTINI, 2007).

Para se observar parametros das propriedades d6sseas, o ensaio de flexao
de trés pontos € amplamente utilizado. Essa atividade dispensa acessoérios

especializados e consiste na insercdo do 0sso em uma superficie de apoio com
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dois pontos deixando um véao entre eles e aplicar uma for¢ca na regiao central,
estabelecendo forga maxima e rigidez (VICENTINI, 2007).

A consequéncia da imobilizacdo dos membros pélvicos pode ser verificada
através do estudo da densidade O0ssea. Em pesquisa onde ratos tiveram seus
membros pélvicos imobilizados por duas semanas foi possivel observar reducéo
dessa densidade, calculada através do principio de Arquimedes (TREBACZ,
2001).

A andlise de densitometria 0ssea € capaz de avaliar itens de extrema
relevancia para a densidade 6ssea, como conteudo mineral 6sseo, que verifica a
guantidade de minerais em uma porgao de 0sso traduzindo seu valor em gramas,
densidade mineral 0ssea, que traduz esse valor em gramas por centimetro

quadrado e a area em centimetros quadrados (SALZEDAS et al., 2006).

7 Objetivo
Avaliar a eficacia do exercicio fisico resistido frente a osteopenia induzida

em ratos que permaneceram com auséncia de carga em seus membros pélvicos.
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CAPITULO 2 - EXERCICIO RESISTIDO NO TRATAMENTO E PREVENCAO DE
OSTEOPENIA DE RATOS MACHOS JOVENS

B. S. DE SOUZAY, B. R. S. M. DE OLIVEIRA?, P. L. FLORINDO3, M. J. Q.
LOUZADA*

RESUMO - A estrutura 6ssea do ser humano bem como o processo de
consolidacéo 6ssea séo alvos de estudos constantes em todo o mundo. Fraturas e
lesbes sdo consequéncias da fragilidade Ossea, normalmente causadas pela
osteoporose, um grave problema de salde publica. Estudos mostram que essa
fragilidade pode ser atenuada pela atividade fisica regular e treinamento de forca.
O objetivo dessa pesquisa foi avaliar a eficacia do exercicio fisico resistido frente a
osteopenia induzida em ratos que permaneceram com auséncia de carga em seus
membros pélvicos. O modelo utilizado foi o de suspensdo da cauda em ratos.
Estes foram distribuidos em quatro grupos: C, controle, com periodo experimental
em gaiola; S, suspenso por 21 dias e colocado em solo por mais 21 dias; E,
submetido a exercicio em escada durante 21 dias e, depois, mantido em solo por
mais 21 dias e SE, suspenso por 21 dias e depois submetido a exercicio em
escada durante 21 dias. Foram realizadas analise de densitometria 6ssea e ensaio
mecanico na tibia dos animais para avaliar a qualidade do tecido 6sseo apd6s o
periodo experimental. Pelos resultados, foi possivel observar que o exercicio fisico
com carga e intensidade adequada resulta em aumento da rigidez, forga maxima,
densidade mineral 6ssea e conteddo mineral O6sseo caracterizando uma

recuperacdo da qualidade do osso proporcionada pelo exercicio fisico. Desta
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forma, conclui-se que o exercicio fisico com carga repetida e intensidade
adequada resulta em remodelacdo éssea positiva perante a suspencdo pela
cauda, que por sua vez induz uma fragilidade 0ssea semelhante a osteopenia,

sendo eficaz no tratamento e prevencao dessa enfermidade.

Palavras-chave: densitometria; exercicio; doencas 0sseas metabdlicas;

fendbmenos biomecéanicos.

Resistance exercise in treatment and prevention of osteopenia in young male

rats

SUMMARY -  The bone structure of the human being and the bone healing
process are constant targets of studies worldwide. Fractures and injuries are
consequences of bone frailty, usually caused by osteoporosis, a serious public
health problem. Studies have shown that regular physical activity and strength
training can mitigate this weakness. The purpose of this study was to evaluate the
effectiveness of the resistance exercise against osteopenia induced in rats that
remained with no load on their hind limbs. The suspension model used was the
rat’s tail model suspension. These rats were divided into four groups: C, control,
with trial cage; S, suspended for 21 days and placed in soil for 21 days; E
subjected to exercise ladder for 21 days and then kept in the soil for 21 days, and
SE suspended for 21 days and then subjected to exercise ladder for 21 days. Bone
densitometry analysis and mechanical testing in the tibia of the animals were
realized to verify the quality of bone tissue after the trial period. It was possible to
observe in the results that the exercise load and proper intensity results in
increased rigidity, maximum strength, bone mineral density and bone mineral
content featuring a recovery of bone quality provided by exercise. In this way, it

was concluded that physical exercise with appropriate intensity and repeated load
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results in a positive bone remodeling before the suspension by the tail, which in
turn induces a similar bone fragility osteoporosis, being effective in the treatment

and prevention of this disease.

Keywords: densitometry; exercise; bone deficient metabolic; phenomenon
parameters.

1 Introducéo

A osteoporose como é um grave problema mundial, sendo considerado
um risco para a Saude Publica. Em 2011 no Brasil a populacéo de idosos era de
23,5 milhdes totalizando 12,1% da populacéo, a relacdo entre a idade e a doenca
€ evidenciada na taxa de mortalidade por fraturas oriundas de uma fragilidade
0ssea. (DANIACHI, 2015).

A saulde dssea é diretamente proporcional ao seu uso, ou seja, atividade
fisica ativa a mineralizacdo 6ssea tornando-o mais denso e rigido, levando a crer
que o sedentarismo e envelhecimento sdo os fatores negativos de maior
relevancia, devido ao atual estilo de vida e avanco tecnolégico que rendem a cada
dia um conforto maior ao ser humano (FLEGAL et al., 2010; HEDLEY et al., 2004).

A reducéo de atividade fisica decorrente da idade avancada leva a uma
regulacdo negativa, fazendo com que a reposicdo 6ssea seja mais lenta que o
desgaste podendo ocasionar perda de massa, demonstrando que o sedentarismo
leva a esse dano (BILEZIKIAN et al., 2008).

O corpo humano tem como sistema de sustentacdo seu esqueleto,
servindo de mecanismo de fixacdo para varios pontos do corpo, como 6rgaos,
musculos e provendo flexibilidade e mobilidade (DOUGLAS, 2006).

A osteoporose é uma doenca caracterizada por deterioragdo da
microarquitetura do tecido 6sseo e diminuicAo da massa, aumentando a

fragilidade. Essa enfermidade foi considerada um problema etéario, ligada
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diretamente a adultos idosos, no entanto hoje é sabido que a densidade mineral
O0ssea é dependente do pico de massa 0ssea, que por sua vez € adquirido até a
segunda metade da vida, ou seja, a qualidade do desenvolvimento 0sseo de
criancas e adolescentes previne a incidéncia dessa doenca (CAMPOS et al., 2003;
PINHEIRO et al., 2009).

Existem fatores que séo responsaveis pela qualidade do desenvolvimento
0sseo, alguns enddégenos, como puberdade ligada a producdo hormonal, genético
e raca, outros exdgenos, como nutricdo e exercicio fisico. O processo de
contragdo muscular aumenta a atividade osteoblastica na regido, responsavel pela
producéo 6ssea, pela mineralizacdo, demonstrando importante correlagdo positiva
entre crescimento 6sseo e atividade fisica (ALVES; LIMA, 2008).

O crescimento e reposicdo 0ssea ocorrem através dos osteoblastos que
fazem a manutencéo e a remodelagédo tecidual e osteoclastos com sintese celular
e mineralizacdo da matriz proteica (CAMPOS et al., 2003; VISIGALLI et al., 2010).

Durante o ciclo de vida 6sseo um processo dinamico de formacao e
reabsorcdo do tecido produz a remodelacédo 6ssea, com duragcdo de quatro a seis
meses. A diminuicdo da densidade mineral 6ssea leva a perda de matriz mineral
por um excesso de reabsorcdo interferindo na formacdo Ossea, levando a
osteoporose (CADORE et al., 2005).

A interacdo entre os mecanismos de formacdo e reabsorcdo Ossea é
responsavel pela manutencdo do tecido 6sseo, bem como seu mecanismo de
remodelacdo. Estimulos mecéanicos produzem efeitos positivos na conservacao do
metabolismo 6sseo, como contracbes musculares e a forca da gravidade, que
tornam o ambiente uma ferramenta de influéncia indispensavel no processo
(APOLINARIO et al., 2011; BILEZIKIAN et al., 2008).

Com a crescente incidéncia da osteoporose e com o envelhecimento
populacional no Brasil, estudos que abordem seu tratamento e prevencao desta
doenca sédo de suma importancia e interesse. Para tanto, vem se utilizando ratos
como modelo experimental animal, cujas propriedades mecanicas de sua estrutura

0ssea podem servir de referéncia para outros trabalhos (MELLO; GOMIDE, 2005).
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Desta maneira, objetivou-se neste estudo avaliar a eficacia do exercicio
fisico resistido frente a osteopenia induzida em ratos que permaneceram com

auséncia de carga em seus membros pélvicos.

2 Material e Métodos

Animais

Neste estudo, foram utilizados 40 ratos (Rattus novergicus albinus),
linhagem Wistar, machos, jovens, fornecidos pelo Biotério da Faculdade de
Odontologia da Universidade Estadual Paulista - UNESP / Campus de Aracatuba -
SP. O experimento esta de acordo com os Principios Eticos da Experimentac&o
Animal (COBEA) e foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA),
de acordo com o protocolo 2012-02398.

Os animais foram mantidos em ambiente climatizado (22+2°C) e ciclo
claro/escuro (12 por 12 horas diarias), no Laboratorio de Biofisica da UNESP, em
gaiolas comuns com numero de cinco ratos cada uma, e foram alimentados com

agua e racao “ad libitum” de mesma qualidade e fabricante (Purina).

Delineamento experimental

Ao completar trés meses de idade, os animais foram distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos: Grupo Controle (C) - permaneceram durante o
periodo experimental em gaiolas comuns e foram posteriormente eutanasiados;
Grupo Suspenso (S) - suspensos pela cauda por 21 dias e em seguida deixados
em solo por mais 21 dias e entdo eutanasiados; Grupo Exercicio (E) - submetidos
ao exercicio resistido, em escada, durante 21 dias e apos este periodo deixados
em solo por mais 21 dias e, entdo, eutanasiados; Grupo (GSE) - suspensos pela
cauda por 21 dias e depois submetidos ao exercicio resistido por também 21 dias,

e entao eutanasiados.
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Apbs periodo experimental os animais de todos os grupos foram
eutanasiados com dose excessiva de Ketamina e Xilazina, e suas tibias retiradas
para posterior analise.

A suspenséao do animal pela cauda foi realizada de maneira semelhante a
de Silva e Volpon (2004), com tira de espuma adesiva do modelo Reston colocada
de um lado a outro na cauda do animal e fixada com esparadrapo. Apos tal
procedimento a tira de espuma foi presa a uma presilha e dependurado em uma
barra cilindrica rosqueada com altura ajustavel no compartimento superior da
gaiola. Nessa técnica o animal tem apoio suficiente dos membros anteriores para
locomover-se e alimentar-se. Na barra de sustentacdo foram colocados dois
bloqueios metalicos nas extremidades, que foram ajustados de modo a nao
permitir que o animal tenha contato com as paredes da gaiola. A agua foi
fornecida através de bebedouro colocado em altura adequada na parede da gaiola
e racdo comum colocada no assoalho.

Os animais realizaram treinamento resistido em escada de madeira [113 cm
de comprimento x 18 cm de largura; 2 cm de grade; 80° de inclina¢do; com local
para descanso no topo (diametro de 20 x 20 x 20 cm)] (HORNBERGER JUNIOR,;
FARRAR, 2004) cinco vezes por semana, durante 3 semanas.

Uma semana antes do inicio do experimento os animais foram
estimulados a subir a escada, apenas para adaptacdo. No primeiro dia, foi
realizado um teste de carga maxima, com uso de dois tubos de carga (esferas de
aco) acoplados a calda. No segundo dia, foram acoplados a calda de cada um os
tubos de carga relativos a 80% da carga maxima, onde o animal realizou oito
repeticbes com intervalo de 30 segundos para descanso. No inicio de cada
semana o teste de carga maxima foi repetido, para adequar a porcentagem de
carga utilizada no treinamento.

ApOs a eutanasia, os membros peélvicos foram dissecados e as tibias
desarticuladas, removidas e limpas das partes moles circundantes. Apds a
dissecacdo, os ossos foram submetidos a analise de densidade mineral éssea (em

g/cm?), que foi medida em todo o osso, utilizando densittmetro modelo DPX-
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ALPHA® com software especial para pequenos animais pertencente ao
Departamento de Apoio, Producéo e Saude Animal — FMVA/UNESP.

As tibias foram submetidas a ensaio mecéanico destrutivo, utilizando
maquina universal de ensaio EMIC®, modelo DL 3000, pertencente ao a,
Departamento de Materiais Dentarios da FOA /UNESP-Aracatuba com carga
aplicada a velocidade de 5 mm/min e célula de carga de 2000 N. Para analise
biomecéanica foi determinada a forca maxima admitida pelos ossos e sua rigidez,
variaveis que expressam a resisténcia 6ssea. Foram realizados ensaio de flexdo a
3 pontos.

Os resultados obtidos foram apresentados como média e desvio padrao.
Passando por andlise estatistica descritiva e realizada analise de variancia —
ANOVA, e teste de Tukey para andlise de dois a dois, com 0 programa
computacional GraphPadInStat®, versao 3.06. O nivel de significancia utilizado foi

de 5% em todas as analises.

3 Resultados

Os resultados estdo apresentados nas figuras abaixo, com os valores da
média e desvio padrdo para massa corporal, densitometria 0ssea e ensaio
mecanico dos Grupos C, S, E e SE.

Houve diferenca estatistica na comparacdo das massas entre os Grupos
SE com C e S (Figura 1).



IMassa em gramas

Mean ] Standard D aon

e s CEJ (s

FIGURA 1 - Massa (g) (Média + Desvio padrdao) de ratos Wistar dos
Grupos controle C, S - suspensos por 21 dias e colocados
em solo por 21 dias, E - submetidos a exercicio em escada
durante 21 dias e mantidos em solo por 21 dias e SE -
suspensos por 21 dias, submetidos a exercicio em escada
durante 21 dias. Diferenca estatistica significante entre C

— SE, E — SE.
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Na Tabela 1 estdo apresentados os valores obtidos pela densitometria

0ssea. Observa-se diferenca estatistica significante (p <0,0001) de DMO entre os

Grupos C, S, E e SE. Para CMO entre os Grupos C e E e entre S, E e SE. Na area

houve diferenca significante entre E e SE (Tabela 1).

Tabela 1 - Média e desvio padrdo obtidas pela densitometria 6ssea em
tibias para CMO (g), Area (cm?), DMO (g/cm?) (grupos
controle - C, suspenso - S, exercicio - E e suspenso e

exercicio - SE)

CMO Area DMO
C 0,221+0,02 1,518+0,077 0,146+0,013
S 0,197+0,021 1,503+0,096 0,131+0,008
E 0,312+0,015 1,594+0,056 0,195+0,005
SE 0,243+0,033 1,457+0,122 0,166+0,013
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Na Tabela 2 estdo os valores obtidos pelo ensaio mecanico de flexao de
trés pontos. A andlise de forca maxima apresentou diferenca estatistica
significante (p <0,0001) ao compararmos E com C, S e SE. Quando comparamos
a rigidez do Grupo C, percebemos que nao houve diferenca significante em
relacdo ao SE, ja referente aos Grupos S e E apresentou diferenca significante (p
<0,0001).

Tabela 2 - Média e desvio padrao obtidos pelo ensaio mecéanico em tibias
para Forca Maxima (N) e Rigidez (KN/m) (grupos controle - C,
sSuspenso - S, exercicio - E e suspenso e exercicio - SE)

Fmax (N) R (kN/m)
C 81,93+9,97 149,36+21,02
S 72,3349,02 119,08+17,97
E 108,09+9,57 175,08+12,03
SE 76,78+12,45 142,63+22,02

4 Discussao

Com base nos resultados obtidos, pode-se inferir que o exercicio fisico
com carga resistida e intensidade adequada resulta em remodelacdo Ossea
positiva perante a suspensao pela cauda, que por sua vez induz uma fragilidade
O0ssea semelhante a osteopenia, sendo eficaz no tratamento e prevencado dessa
enfermidade.

Os animais utilizados nesse trabalho foram ratos jovens, por sua facilidade
de adaptacdo ao modelo de suspencdo e aos protocolos de pesquisa. Os
resultados dos S, para DMO, CMO e rigidez, quando comparados ao do Grupo C
indicam que a suspensédo pela cauda tem efeitos prejudiciais a manutencédo das
propriedades 0sseas devido a auséncia de contato com o solo, concordando com
a literatura, levando a crer que a suspensdo € suficiente para alteracdo 0ssea
(AMADEI et al., 2006), causando a diminuicdo da massa 0ssea e possivelmente
levando a osteopenia, doenca caracterizada pela fragilidade 6ssea e propenséo a



39

fraturas (VARGAS et al., 2003), tornando a remodelagdo 6ssea prejudicada por
diminuicdo em sua formagéo e aumento da reabsorcédo (CARVALHO et al., 2002),
sendo assim alteracbes exercidas pela atividade fisica podem ativar a
remodelacdo 6ssea, demonstrando que a falta dela diminui algumas propriedades
enfraguecendo 0s 0ssos (SILVA; VOLPON, 2004).

A vantagem dessa técnica é que além do animal ndo precisar ser
anestesiado, € realizada com agilidade e garante o resultado esperado,
osteopenia. Ao contrario das outras técnicas onde os animais sdo submetidos a
anestesia e analgésicos, além de causar estresse.

Esse modelo de suspencéo serve de comparacao para o entendimento do
processo de perda de massa 0ssea a qual sdo acometidos pacientes acamados e
astronautas que permanecem no espaco com baixa gravidade por longos
periodos, visando determinar medidas de tratamento e prevencdo a osteopenia
(SILVA; VOLPON, 2004),

O exercicio fisico com carga resistida e intensidade adequada resulta em
um aumento da rigidez, forca maxima, DMO e CMO como pode ser constatado na
comparacao entre os Grupos C e E, levando a crer que a atividade fisica exerce
um efeito positivo na formacéo Ossea frente ao repouso prolongado (DA SILVA,
2003).

Uma maior diferenca pode ser observada na comparacéo entre os Grupos
E e S, onde pelo de ensaio mecéanico com a forca maxima e a rigidez, bem como
densitometria 0ssea através da DMO e CMO, caracterizam um fortalecimento
0sseo que consequentemente pode evitar fraturas ocasionadas por alguns tipos
de queda.

Dados semelhantes foram encontrados em um estudo realizado por
Vicentini et al. (2006) onde o grupo que permaneceu 21 dias em treinamento
apresentou um aumento na espessura do 0sso em relacdo ao grupo que ficou
suspenso por 21 dias. Demonstrando a eficacia do exercicio fisico para prevencéo
da osteopenia e suas consequentes fraturas, guardando as devidas proporgdes

com relacao a atividade fisica realizado, nesse caso os animais foram submetidos
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a esteira, uma atividade aerGbica com menor resisténcia ao ser comparada com o
exercicio em escada.

A impossibilidade de movimento provocada por um periodo prolongado de
repouso em leito pode provocar perda 0ssea de aproximadamente 4% ao més em
seres humanos (SILVA, 2003). O exercicio fisico aplicado aos animais suspensos
gerou melhora significante constatada pela comparacdao entre o Grupo E e o0s
Grupos C e S para rigidez, concordando com Silva e Volpon (2004) reafirmando
gue o exercicio fisico ativa a remodelacdo 0ssea favorecendo um aumento de sua
resisténcia. A DMO e CMO constatada por densitometria 6ssea demonstrou uma
diferenca significante entre os Grupos S e SE, levando a crer que a suspencéao
resulta em uma hipoatividade e consequentemente a uma fragilidade relativa a
osteoporose e também pode-se perceber que o exercicio fisico tem efeito positivo
na recuperacao da estrutura 6ssea (VARGAS et al., 2003).

Resultado esse encontrado em outros tipos de tratamento, como em ratas
induzidas a osteopenia, ovariectomizadas e tratados com ultrassom,
demonstrando um aumento similar na reabsorcdo O0ssea reduzindo a perda de
massa e melhorando o processo de formacao, sendo eficaz como tratamento (LIM
et al., 2011).

A auséncia de diferenca estatistica significante na comparacao de forca
maxima e rigidez no ensaio mecanico além de CMO e area na densitometria
O0ssea demonstram uma recuperacdo 0ssea extremamente positiva elucidada pela
comparacao dos Grupos C e SE, caracterizando uma recuperacéo acelerada pelo
exercicio fisico e confirmada pela comparacao de C, E e SE.

O exercicio fisico resistido se mostrou eficaz na recuperacdo de animais
induzidos a osteopenia através da suspencao pela cauda, a auséncia de diferenca
estatistica significante entre os Grupos C e SE, relatada acima, reafirma a
necessidade de estudos que compreendam melhor a eficacia relativa de tipos
diferentes de atividade fisica, tais como exercicio aerébico e exercicio resistido em

regides 6sseas especificas.
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5 Concluséao

A partir dos resultados obtidos, pode-se inferir que o exercicio fisico com
carga resistida e intensidade adequada resulta em remodelacdo 6ssea positiva
perante a suspensdo pela cauda, que por sua vez induz uma fragilidade 6ssea
semelhante a osteopenia, sendo eficaz no tratamento e prevencdo dessa

enfermidade.
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