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RESUMO

O estresse mecanico € um dos principais fatores responsaveis por alteraces na morfologia, forca e
densidade mineral d6ssea. O estudo teve como objetivo verificar os efeitos da imobilizacdo e da
remobilizacdo por associacdo de exercicios terapéuticos em meio aquatico, sobre a morfologia do fémur
de ratos Wistar. Os animais foram imobilizados por 15 dias, divididos em trés grupos de seis animais
cada: G1, somente imobilizados; G2, remobilizados livremente; G3, remobilizados através de natacdo e
salto em meio aquatico. Fémures direitos (imobilizados ou tratados) e esquerdos (controle) foram
coletados e processados para analise em microscopia de luz. A histomorfometria, ndo revelou diferencas
entre 0s grupos, em relacdo a area do canal medular e espessura do o0sso cortical, nos lados controle
(esquerdo) e imobilizado/remobilizado (direito), bem como na comparagdo entre grupos. O mesmo foi
verificado com relacdo ao nimero de ostedcitos. No entanto, houve um aumento do nimero de ostedcitos
no fémur esquerdo (controle) dos animais remobilizado pelo exercicio, que pode estar relacionado a
aplicacdo de uma maior carga compressiva no membro contralateral, durante o periodo de imobilizacéo.
Neste sentido, o protocolo de exercicio em meio aquatico estabelecido ndo apresentou resultados
positivos na remobilizacéo.

DESCRITORES: Tecido Osseo; Morfologia; Exercicio Terapéutico; Imobilizago.
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Mechanical stress is a major factor responsible for changes in morphology, strength and bone mineral
density. The study aimed to determine the effects of immobilization and remobilization by association of
therapeutic exercise in the aquatic environment, on the morphology of the femur of Wistar rats. The
animals were immobilized for 15 days were divided into three groups of six animals each: G1, only
immobilized; G2 remobilised freely; G3, remobilized through swimming and jumping in water. Right
femurs (fixed or treated) and left (control) were collected and processed for analysis by light microscope.
The morphometric study showed no differences between groups in relation to the area of medullary canal
and thickness of cortical bone in the control side (left) and immobilized / remobilized (right), and the
comparison between groups. The same was observed with the number of osteocytes. However, an
increase in the number of osteocytes on the left femur (control) of animals remobilized by exercises,
which may be related to the application of a greater compressive load on the contralateral limb during the
immobilization period. In this sense, the exercise protocol established in the aquatic environment is not
effective for the remobilization.

DESCRIPTORS: Bone Tissue; Morphology; Therapeutic Exercise; Immobilization.

RESUMEN

El estrés mecanico es el principal factor responsable por los cambios en la morfologia, la fuerza y la
densidad mineral Osea. El objetivo del estudio fue determinar los efectos de la inmovilizacion y re
movilizacion por asociacion de ejercicio terapéutico en el medio acuatico, en la morfologia del fémur de
ratas Wistar. Los animales fueron inmovilizados por 15 dias y divididos en tres grupos de seis animales
cada uno: G1, solamente inmovilizado; G2 re movilizado libremente; G3, re movilizado por medio de la
natacion y salto en el agua. Fémures derechos (fijos o tratados) y izquierdo (control) fueron recogidos y
procesados para analisis en microscopio de luz. El estudio morfo métrico no mostrd diferencias entre los
grupos en relacion a la zona del canal medular y el espesor del hueso cortical, en el lado de control
(izquierda) y inmovilizada/re movilizado (derecha), asi como en la comparacion entre los grupos. Lo
mismo se observd con el nimero de osteocitos. Sin embargo, hubo un aumento en el ndimero de
osteocitos en el fémur izquierdo (control) de los animales re movilizado por el ejercicio, que puede estar
relacionado con la aplicacion de una mayor carga de compresion en la extremidad contralateral, delante el
periodo de inmovilizacion. Por lo tanto, el protocolo de ejercicio establecido en el medio acuéatico no se
mostré positivo para la re movilizacion.

DESCRIPTORES: Tejido Oseo; Morfologia; Ejercicio Terapéutico; Inmovilizacion.

INTRODUCAO nimero de quedas e doencas, como a

osteoporose, estando entre uma das maiores

O tecido 0sseo é wuma estrutura
extremamente plastica que se apresenta em
constante remodelacdo, com capacidade de se
adaptar a mudangas de tensdo e pressdo.’
Ainda, ¢é frequente sua alteracdo por
modificacdes no metabolismo,®* pois recebe
influéncia de diversos hormonios durante seu
desenvolvimento.” Apesar de serem estruturas
rigidas, 0s 0ssos estdo sujeitos a patologias como
neoplasias, cistos 0sseos, displasias fibrosas,
deformacdes e fraturas;®’ sendo esta ultima
bastante comum e pode causar mortalidade e
perda funcional.® Sua incidéncia aumenta com a
idade, e se apresenta associada a um maior

causas de internacéo de idosos no Brasil.’

A imobilizacdo é um tratamento usado
frequentemente no tratamento de lesdes
musculoesqueléticas;*'®*  contudo,  longos
periodos dessa terapia levam a perdas das
propriedades 0sseas, cuja recuperacao varia com
o tipo de imobilizagdo realizada e a idade.™
Alguns individuos recuperam sua funcionalidade
0ssea em curto periodo de tempo apods lesoes,
porém é possivel que haja o aparecimento de
sinais e sintomas residuais.*?

Vérias formas de remobilizagdo podem
ser adotadas na recuperacao
musculoesquelética,”****  dentre elas a
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massagem,”®™® a remobilizacdo livre!” e

exercicios fisicos, como a corrida,*® a natagdo e o
salto em meio aquatico.® De acordo com
Bourrin et al.,® ha uma forte relagdo entre
atividade fisica, massa e densidade mineral
Ossea, de forma que os exercicios fisicos séo
preconizados como uma estratégia para impedir
a perda Ossea e possibilitar a manutencdo da
integridade do esqueleto.

Apesar disso, ndo sdo conhecidos todos
0s mecanismos pelos quais o exercicio fisico
promove seus beneficios sobre o tecido 6sseo® e
nem qual o tipo e intensidade de exercicio que
melhor se adapte a fase de remobilizag&o.*
Desta forma, a compreensdo da relacdo entre
uso/desuso e degeneracdo do tecido 0sseo
representa uma etapa importante na tentativa de
desenvolver estratégias de reabilitacdo apds a
imobilizacdo.?® Neste sentido, o estudo avaliou o
efeito da remobilizacdo por natacdo e salto em
meio aquatico, sobre a morfologia do fémur de
ratos Wistar, verificando se estes exercicios
representam uma estratégia terapéutica que afeta
de forma positiva a recuperacdo do tecido 6sseo.

MATERIAIS E METODOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Estadual do Oeste do Parana
(UNIOESTE), campus de Cascavel/PR sob o
protocolo 03012, seguindo todas as diretrizes
internacionais para o estudo com animais. Foram
utilizados 18 ratos machos da linhagem Wistar,
com doze semanas de idade, mantidos em
fotoperiodo claro-escuro de doze horas, com
agua e racdo ad libitum.

Uma semana apods a aclimatacdo, todos
0S animais tiveram seu membro posterior direito
imobilizado por um periodo de 15 dias. A
imobilizacdo foi realizada por meio de atadura
gessada, moldada diretamente ao corpo do
animal, mantendo a extensdo completa do joelho
e flexdo plantar completa do tornozelo, conforme
modelo proposto por Carvalho et al.?* Apé6s os
15 dias de imobilizacdo, os animais foram
divididos em trés grupos, com seis ratos em cada
grupo:

G1 — imediatamente eutanasiados apds o periodo
de imobilizacgéo;
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G2 — remobilizacdo livre na gaiola, e contato
com a agua por aproximadamente um minuto por
14 dias, de maneira que recebessem estimulo
aquatico diariamente;

G3 — remobilizados por 14 dias por
meio de natacdo e salto em meio aquatico,
realizados em dias alternados. Nos seis primeiros
dias de remobilizacdo, a natacdo foi realizada
durante 20 minutos e os saltos foram efetuados
em duas séries de 10 saltos cada, com 30
segundos de intervalo entre as séries. Nos oito
dias restantes de remobilizacdo, foi efetuada a
progressdo quanto ao tempo e séries dos
exercicios realizados, sendo que o tempo de
natacdo foi de 40 minutos e os saltos foram
realizados em quatro séries de 10 saltos cada
com intervalo de 1 minuto entre as series. O
exercicio de natacdo foi realizado sem nenhuma
sobrecarga, enquanto o exercicio de salto em
meio aquatico foi realizado com sobrecarga de
50% do peso corporal, adaptado de Gaffuri et
al.?

Os animais do G1, logo apds o periodo
de imobilizacdo, e os animais de G2 e G3, logo
apo6s a remobilizacdo livre e por exercicios em
meio aquatico, respectivamente, foram pesados e
anestesiados com cloridrato de quetamina
(50mg/Kg) e cloridrato de xilazina (10mg/Kg).
Sob o efeito dos anestésicos, os animais foram
decapitados em guilhotina e foram dissecados 0s
fémures direitos e esquerdos.

Posterior a fixacdo em formol 10% e
descalcificacdo em acido tricloroacético 5%, o
material seguiu o procedimento histolégico de
rotina para inclusdo em parafina. Foram obtidos
cortes transversais de 7 um dos fémures, corados
em hematoxilina e eosina.* As laminas foram
fotomicrografadas em microscopio de luz BX60
Olympus® (USA) e as imagens obtidas foram
analisadas com o auxilio do Programa Image Pro
Plus 6.0 (USA). Os parametros
histomorfométricos avaliados foram: area do
canal medular; espessura do o0sso cortical e
nimero de ostedcitos, realizados em quatro
pontos equidistantes.

Os valores reportados para 0 membro
esquerdo serviram como controle na verificacdo
de adaptacOes ocorridas no membro direito
(imobilizado), da mesma forma que o realizado
por Baroni et al.?® Foi utilizado o teste t de
Student pareado para comparacdo entre os lados
controle e imobilizado/remobilizado e Anova
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One Way com pdls-teste de Tukey para a
comparacdo entre 0s grupos. Estabeleceu-se
p<0,05 como estatisticamente significativo.

RESULTADOS

Nas analises histomorfométricas do

fémur dos ratos Wistar imobilizados e

remobilizados por exercicios em meio aquatico,

ndo houve diferengas entre os grupos em relagéo

a area do canal medular nos lados controle

(esquerdo) e imobilizado/remobilizado (direito),
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Figura 1: Area do canal medular do fémur.
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bem como na comparacdo entre grupos (figura
1). Quanto a espessura do 0sso cortical, ndo
foram encontradas diferencas significativas entre
0s grupos estudados (figura 2). Na analise do
nimero de ostedcitos, também ndo houve
diferencas entre os lados controle e
imobilizado/remobilizado de nenhum grupo,
bem como na comparacdo do membro tratado
nos diferentes grupos. Porém, houve um
aumento do numero de ostedcitos no fémur
esquerdo (controle) de G3 quando comparado
com G1 (figura 3).
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como reabsorcdo 0ssea ,

aumento de excrecdo de calcio pelo aparelho
urindrio e diminuicdo da densidade 6ssea.”’

Durante a

imobilizacdo a diminuicdo da

solicitacdo mecanica resulta em formacéo Ossea

Revista Varia Scientia — Ciéncias da Saude, Volume 1 — Numero 1 — Primeiro Semestre de 2015.

46



Santos JS, Kunz Rl, Reis GH, Kakihata CMM, Ribeiro LFC, Brancalhdo RMC

diminuida e deixa a atividade de reabsor¢édo dos
osteoclastos temporariamente sem 0posicao,
levando a um aumento da &rea do canal medular
e diminuicao da espessura do osso cortical.”®

Kaneps et al.'? estudaram cachorros
imobilizados por dezesseis semanas e
verificaram que este tempo de imobilizacdo
resultou em diminuicdo significativa da
resisténcia e rigidez do tecido désseo cortical e
esponjoso. No estudo de Young et al.?”, realizado
com primatas, verificaram que com um més de
imobilizacéo ocorrem modificacdes
morfologicas causadas por aumento da
reabsorcdo 6ssea. Maeda et al.® verificaram
perda significativa de 0sso esponjoso em ratos
submetidos a seis semanas de imobilizacao.

Entretanto, no presente estudo, o tempo
de imobilizacdo por quinze dias ndo foi
suficiente para se observar alteragGes
significativas na 4area do canal medular,
espessura do o0sso cortical e numero de
ostedcitos do fémur. Vistas as diferencas no
protocolo de imobilizacdo utilizado, ndo foram
observadas as alteracbes morfoldgicas do tecido
0sseo descritas na literatura.

A remobilizacdo livre e por exercicios
fisicos em meio aquético utilizado ndo alterou os
parametros  histomorfométricos do  fémur.
Segundo Perpignanado®, os ossos se formam e
se remodelam em respostas a for¢as mecanicas,
existindo uma relacdo entre o nivel de atividade
fisica e volume do 0sso. Assim, a forca mecénica
gerada pelo exercicio estimula a atividade
osteoblastica e quanto maior o estimulo
empregado ao 0sso, maior a formagdo ou
regeneracdo.’? Estudos tém demonstrado os
beneficios do exercicio no tecido 6sseo”’ %%
tanto na prevencdo® como na reabilitacdo de
doencas e fraturas.*®>’ Na revisio feita por
Guadalupe-Grau et al.*® envolvendo técnicas de
histomorfometria 0ssea, foi constatado que
modalidades de exercicio que requerem maior
esforco fisico, geram mais impacto no tecido
0sseo e maior potencial osteogénico. Exercicios
em meio aquatico podem ser considerados
atividades de pouco impacto,®*3 sendo esse
provavelmente o motivo pelo qual ndo se
observou diferencas significativas no tecido
0sseo ap6s a remobilizagdo por natacdo e salto
em meio aquatico.

Assim, a recuperacdo tecidual vai
depender do tipo de imobilizagdo, idade,

Artigo original

segmento corporal envolvido, espécie animal,
tipo e intensidade do exercicio preconizado na
remobilizagao. ">

Ainda, este estudo demonstrou um
aumento no ndmero de ostedcitos do fémur
esquerdo (controle), dos animais remobilizados
por exercicios em meio aquéatico (G3), em
comparacdo aos animais somente imobilizados
(G1), e remobilizados livremente (G2). Isto pode
ser o resultado da aplicacdo de uma maior carga
compressiva no membro esquerdo, durante os 15
dias de imobilizacdo do direito. Além disso, 0
membro esquerdo foi submetido a uma rotina de
exercicios, o que poderia explicar o0 aumento do
namero de células em compara¢do com 0s outros
grupos que nao se exercitaram. Estudos
realizados por Setton et al.** e Leroux et al.**, na
cartilagem articular, também demonstraram
mudangas morfologicas e funcionais nos
membros contralaterais, correlacionando seus
achados & maior utilizacdo do membro esquerdo
na locomocao durante o periodo de imobilizacédo
do direito.

Kunz et al.”" utilizando-se do mesmo
protocolo de imobilizagdo e remobilizagéo
verificaram diversas alteracbes morfologicas na
cartilagem articular do tornozelo de ratos,
demonstrando que este tecido é afetado mais
prontamente a curtos periodos de imobilizagéo.
Estes dados evidenciam as diferentes respostas
dos tecidos 6sseo e cartilagineo frente a lesdes, e
que devem ser consideradas na elaboracdo de
protocolos de reabilitacdo fisica.

|.17

CONCLUSAO

Concluiu-se que a utilizacdo do
protocolo de quinze dias de imobilizacdo e
quatorze dias de remobilizacdo (livre e por
exercicios fisicos de natacdo e salto em meio
aquatico), ndo alteraram o0s parametros
histomorfométricos do canal medular, espessura
do osso cortical e numero de ostedcitos do fémur
de ratos Wistar.
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