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Resumo

Introducao: Varios estudos tém sido realizados visando identificar um medicamento que acelere a con-
solidacdo de fraturas. Objetivo: Avaliar o efeito do exercicio fisico e da administragio de testosterona no
processo de consolidagdo de fratura de tibia e fibula de ratos. Materiais e métodos: Rattus norvegicus (250
a 300 g) foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos de oito animais: Controle- fratura e imo-
bilizacdo; G1- fratura, imobilizacdo e propionato de testosterona; G2- fratura, imobilizacdo e treinamento
fisico de natacdo; G3- fratura, imobilizacdo, treinamento fisico de natagio e propionato de testosterona. Os
tratamentos foram iniciados imediatamente ap6s a realizacdo de fraturas fechadas no ter¢co médio da tibia
direita. O programa de treinamento fisico consistiu em 50 minutos de natagdo durante quatro semanas,
cinco vezes por semana. O propionato de testosterona 3 mg/kg foi administrado por via subcutanea cinco
vezes na semana durante quatro semanas. As variaveis analisadas incluiram evolu¢do ponderal, tamanho
do calo dsseo, niveis séricos de fésforo, calcio, albumina, proteinas totais e atividade da fosfatase alcalina.
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Resultados: O tamanho do calo ésseo foi maior no grupo submetido a tratamento combinando imobiliza-
¢do, exercicio fisico e testosterona. Os grupos tratados com testosterona combinada ou ndo a programa de
natacdo apresentaram maiores niveis de fésforo e de fosfatase alcalina, além de menores niveis de proteinas
totais e albumina. Conclusao: O grupo submetido ao programa de treinamento fisico de natagdo combinado
com a administragdo de testosterona obteve melhor consolidagio 6ssea evidenciada pelo maior calo ésseo
e atividade aumentada da fosfatase alcalina, sugerindo maior rapidez no processo de consolidagio éssea.

Palavras-chave: Exercicio fisico. Testosterona. Consolidacio da fratura.

Abstract

Introduction: Several studies have been conducted to identify a drug to accelerate the consolidation of
fractures. Objective: To evaluate the effect of physical exercise and the administration of testosterone in the
consolidation process of fracture of the tibia and fibula of rats. Materials and methods: Rattus norvegicus
(250 to 300 g) were randomly assigned to four groups of eight animals: Control- fracture and immobiliza-
tion; G1- fracture, immobilization and testosterone propionate; G2- fracture, immobilization and physical
training of swimming; G3- fracture, immobilization, physical training and swimming testosterone propio-
nate. The treatments started immediately after completion of closed fractures in the middle third of right
tibia. The physical training program consisted of 50 minutes of swimming for four weeks, five times a week.
The testosterone propionate 3 mg/kg was administered subcutaneously five times a week for four weeks. The
variables analyzed included weight gain, size of bone callus, serum phosphorus, calcium, albumin, total pro-
tein and alkaline phosphatase activity. Results: The size of callus was higher in group undergoing treatment
combining immobilization, exercise and testosterone. The groups treated with testosterone, combined or not
with the swimming program, had higher levels of phosphorus and alkaline phosphatase, and lower levels of
total protein and albumin. Conclusion: The group undergoing swimming exercise training combined with
the administration of testosterone obtained best evidenced by increased bone callus and alkaline phospha-
tase activity, suggesting faster bone healing process.

Keywords: Physical exercise. Testosterone. Fracture healing.

Introducao

O tecido 6sseo tem muitas propriedades estrutu-
rais interessantes, essencialmente relacionadas a sua
composicdo: hidroxiapatita, colageno, pequena quan-
tidade de proteoglicanos, proteinas nao colagenas e
agua. O osso possui a capacidade de crescer, modificar
sua forma, realizar autorreparo quando fraturado
e continuamente se renovar, processos governados
por padrdes mecanicos, hormonais e fisiolégicos (1).

A consolidagio 6ssea é um processo complexo que
envolve miultiplas fases sobrepostas (2). Embora o
desenvolvimento de novos implantes e técnicas cirdr-
gicas minimamente invasivas tenha contribuido para
amelhora na evolugdo das fraturas e em recuperagao
funcional precoce, algumas fraturas ainda consoli-
dam irregularmente, outras apresentam atrasos de
consolidac¢do e algumas acabam em pseudartroses
(3, 4). Por essa razdo, diversas pesquisas tém sido

realizadas buscando identificar medicamentos capa-
zes de acelerar a consolidacio de fraturas e melhorar
a qualidade do calo 6sseo (3, 5, 6).

No ser humano, a testosterona atua sobre o 0sso
estimulando a retenc¢do de calcio, o que aumenta
a quantidade total de matriz éssea por aumentar
a atividade dos osteoblastos, além de estimular o
anabolismo proteico, proporcionando aumento da
massa muscular (7, 8). Estudos indicam que, durante
a atividade fisica de grande intensidade, hd aumento
nos niveis de testosterona, fato que chama atengao
em virtude dos efeitos provocados por esta e pelas
implicagoes e possiveis aplicacdes clinicas (2, 8, 9).

Aimobilizacdo de um segmento lesado por tempo
prolongado é responsavel por varias alteragdes, in-
cluindo modificagdes nas propriedades mecanicas do
sistema musculoesquelético submetido a restri¢do de
movimento (10-12). Alguns estudos demonstram que
arealizacdo de atividades fisicas regulares durante o
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periodo de imobilizacdo resulta em varios beneficios,
incluindo a manutencio da forca, resisténcia, veloci-
dade e torque muscular, preservagao do tecido 6sseo,
dentre outros (9, 11-13). Os marcadores bioquimicos
calcio, fosforo e fosfatase alcalina sdo indicadores
indiretos do processo de neoformagio 6sseo, uma vez
que o cdlcio e o fosforo sdo componentes da matriz
Ossea e a fosfatase alcalina é um marcador da ativi-
dade osteoblastica (7, 8). Este estudo avaliou o efeito
de exercicio fisico de natacido associado a adminis-
tracao de testosterona no processo de consolidacao
de fratura de tibia e fibula em ratos.

Materiais e métodos

Foram utilizados 32 ratos albinos da linhagem
Wistar, machos, adultos (70-80 dias), com peso corpo-
ral inicial variando entre 250 e 300 g, provenientes da
colonia do Biotério da Faculdade de Saude, Ciéncias
Humanas e Tecnolégicas do Piaui (NOVAFAPI), os
quais foram mantidos em sala climatizada com tem-
peratura ambiente de 25 * 2 °C e fotoperiodo de 12
horas de claro e 12 horas de escuro, em gaiolas co-
letivas (cinco animais/caixa) com ra¢ao padrao para
ratos (Labina® - Purina) e livre acesso a agua.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em
quatro grupos de oito animais: Controle- animais com
fratura de tibia e fibula direitas, e imobilizacdo da
pata posterior direita; G1- fratura de tibia e fibula
direitas, imobilizacao e testosterona; G2- fratura de
tibia e fibula direitas, imobilizacdo e protocolo de
treinamento moderado de natacdo; e G3- fratura de
tibia e fibula direitas, imobilizagdo, protocolo de trei-
namento moderado de natagdo e testosterona.

As fraturas de tibia e fibula direitas foram reali-
zadas ap6s anestesia com quetamina (40 mg/kg) e
xilazina (5 mg/kg) i.p. As fraturas foram realizadas na
diafise transversa por flexao for¢ada seguida de pro-
cesso de tragdo-distracdo para alinhamento dos frag-
mentos 6sseos e imobilizagio talar. Ainda sob efeito
de anestésico foi administrado 0,1 mL/100g i.m. de
Pencivet® ppu (antibacteriano e anti-inflamatorio).

Os animais do grupo G1 e G3 receberam propiona-
to de testosterona em 6leo de milho 3 mg/kg/dia s.c,
cinco vezes na semana em dias consecutivos durante
quatro semanas. A dose de testosterona baseou-se
em padronizacdo de reposi¢cdo hormonal em mode-
los experimentais de orquidectomia utilizada neste
e em outros laboratérios e compativel com os niveis

fisiologicos de testosterona de um animal intacto, uti-
lizada também em trabalhos com administra¢ido de
testosterona em animais intactos, como no estudo de
Chetan etal. (14). Foram feitas aplicacdes durante todo
o protocolo de treinamento, totalizando 20 aplica¢des
subcutaneas, uma vez que a literatura nao padroniza
afrequéncia da aplicacdo do hormonio; encontram-se
diferentes esquemas de administracdo. O peso corpo-
ral foi determinado semanalmente para ajuste da dose
de testosterona e para avaliacdo da evolugao ponderal
dos animais dos diferentes grupos estudados.

Os animais dos grupos G2 e G3 foram submetidos a
um programa de treinamento fisico de natacdo inicia-
do um dia ap6s indugdo das fraturas, o qual consistiu
em pratica de natagao durante 50 minutos por dia,
cinco dias por semana durante quatro semanas. Uma
semana antes da realizagdo das fraturas, os animais
assinalados para compor os grupos treinados foram
submetidos a periodo de adaptacdo de uma semana no
meio aquatico com permanéncia dos animais na dgua
durante 20 minutos por dia, trés vezes na semana, com
agua em temperatura entre 30 e 32 °C e profundidade
da 4gua de 150% do comprimento do animal, sem a
utilizacdo de sobrecarga. Os animais dos grupos sem
exercicio tiveram suas atividades limitadas a movi-
mentagdo espontanea dentro da gaiola.

Apds quatro semanas de treinamento, os animais
foram anestesiados e eutanasiados com doses exces-
sivas de tiopental sédico (100 mg/kg) por via intra-
peritoneal (15). Foram obtidas amostras de sangue
venoso para as dosagens bioquimicas de calcio, fés-
foro, fosfatase alcalina, albumina e proteinas totais,
por meio de método enzimatico colorimétrico com
reagentes da Labtest Diagnostica.

Retirou-se, ainda, a tibia direita por meio da de-
sarticulacdo do joelho e da articulagao tibio-tarsica
para avaliacdo clinica e mensuracio do calo ésseo
no sentido anteroposterior com paquimetro analégi-
co. A avaliacdo da mobilidade da fratura foi realizada
utilizando escala de 0 a 2 (grau 0: fratura consolida-
da, sem mobilidade ao teste manual; grau 2: quando
ocorrer mobilidade franca, e grau 1 ao padrao inter-
medidrio de movimentagdo).

Para a andlise estatistica, utilizou-se o teste t
pareado para comparar as diferencas dentro dos
grupos em termos de variagdo ponderal, e Anova se-
guida de pds-teste de Tukey para comparacdo entre
grupos. O nivel de significancia estabelecido foi de
p < 0,05. Os dados estdo apresentados como média
+ EPM (erro padrdo da média).
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0 estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da NOVAFAPI (Parecer n. 013-08), e todos
os procedimentos foram realizados em concordancia
com os principios éticos para experimentacdo animal
segundo as diretrizes internacionais estabelecidas
pela Pain em 1983.

Resultados

Neste estudo, ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas (p > 0,05) na varia-
¢do ponderal ao longo do periodo experimental nos
grupos avaliados, e entre grupos ao final do perio-
do de tratamento. No Quadro 1, sdo apresentados
os resultados relativos ao tamanho do calo ésseo
nos diferentes grupos experimentais. Observou-se
que, ao final do periodo de acompanhamento, o
calo 6sseo foi significativamente menor no gru-
po controle (0,47 + 0,02) e no grupo tratado com
propionato de testosterona - G1 (0,48 + 0,02), se
comparados ao grupo tratado com testosterona e
submetido ao programa de natacdo - G3 (0,58 *
0,03). Ao teste de mobilidade manual da fratura,
37,5% dos animais do grupo controle apresenta-
ram mobilidade grau 2, no G1 85,72% dos animais
foram classificados em grau 0 e 14,28% no grau 1,
enquanto nos grupos G2 e G3, 100% dos animais
apresentaram mobilidade nula.

Em relacdo aos marcadores bioquimicos, os niveis
séricos de fosforo (Quadro 2) foram significativamen-
te maiores (p < 0,05) em G1(8,8 £ 0,82) e G3 (6,9
0,61), quando comparados ao grupo controle (5,7 +

Quadro 1 - Tamanho do calo 6sseo medido em animais
submetidos a fratura de tibia apds quatro
semanas de tratamento

Tamanho do calo 6sseo

Grupo (mm) (média = EPM)
Grupo Controle 0,47 = 0,02

G1 0,48 = 0,02

G2 0,51 = 0,01

G3 0,58 + 0,03

Fonte: Dados da pesquisa.
Legendas: a = p < 0,05 (Anova e pos-teste de Tukey) em relagéo
ao grupo controle e G1; EPM = Erro padréo da média.

0,22) ea G2 (4,3 £ 0,57). Nao foram encontradas di-
ferencas nos niveis séricos de calcio entre os grupos.

Os niveis séricos de albumina foram mais elevados
(p < 0,005) no grupo controle e no grupo submetido
aprotocolo de natagdo (G2) em relagdo ao grupo tra-
tado com propionato de testosterona isoladamente
(G1) ou associado a programa de nata¢do (G3). Os
niveis de proteinas totais mostraram-se significati-
vamente superiores (p < 0,0001) no grupo contro-
le. A atividade da fosfatase alcalina (Quadro 2) foi
significativamente maior no grupo tratado com pro-
pionato de testosterona isoladamente (p < 0,0001)
e no grupo tratado com propionato de testosterona
associado a programa de natagdo (p < 0,0005) quan-
do comparados ao grupo submetido a imobilizacdo
isolada (grupo controle) ou combinada com treina-
mento fisico de natagio (G2).

Discussao

A ocorréncia de mobilidade nula, verificada por
meio do teste manual de mobilidade da fratura nos
animais submetidos ao protocolo de nata¢do (gru-
pos G2 e G3) em comparagdo com o maior grau de
mobilidade evidenciada nos grupos controle e G1,
corrobora a hipdtese de que a atividade fisica acelera
o processo de reparo da fratura (16, 17). Destaca-
se, ainda, que o tamanho do calo 6sseo parece ser
um fator determinante na auséncia de mobilidade
ao teste manual de mobilidade da fratura, visto que
se observou calo 6sseo significativamente maior
no grupo G3 em comparacgdo com o grupo controle
(p < 0,05), além de haver tendéncia ao aumento de
formacdo do calo 6sseo em G2 (Quadro 2).

Varios fatores contribuem para o processo de re-
paro 6sseo, e dentre eles destacam-se a presenca de
mobilidade no sitio fraturario, o suprimento sangui-
neo e os ambientes biomecanico, eletromagnético
e bioquimico (18). Para Jagodzinski (4), o estimulo
predominante para a proliferacio celular no reparo
das fraturas é a perfusao. A atividade fisica pode mo-
dificar varios fatores importantes para a repara¢do
6ssea. Uma hipotese proposta por alguns pesquisa-
dores (19, 20) para o efeito da atividade fisica é a de
que a contracdo muscular levaria a uma melhora do
processo de consolidagao dssea por aumentar o fluxo
sanguineo. Contudo, Grundnes e Reikeras (21) de-
monstraram nao haver alteragao do fluxo sanguineo
no sitio da fratura em decorréncia da atividade fisica
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Quadro 2 - Niveis séricos de fésforo, calcio, albumina, proteinas totais e atividade da fosfatase alcalina apés quatro sema-
nas de tratamento em animais submetidos a fratura de tibia

Controle Gl G2 G3
Parametro (média = EPM) (média = EPM) (média = EPM) (média = EPM)
Fésforo (mg/dL) 57 x0,22 8,8 = 0,822 4,3 + 0,57 6,9 + 0,61°
Célcio (mg/dL) 7,9+ 1,30 11,2 0,43 8,7 + 0,76 11,3 = 0,63
Albumina (g/dL) 350,11 2,8+ 0,15 57 + 2,69 2,3+ 0,11
Proteinas totais (g/dL) 8,1 +0,14¢ 4,0 + 0,08 3,6 + 0,20 3,3+0,14
Fosfatase alcalina (U/L) 10,9 + 3,69 54,9 + 3,98 46 + 0,19 40,0 + 3,15g

Legenda: EPM = Erro padrao da média. ANOVA e pos-teste de Tukey - Fosforo: ap < 0,0005 em relagdo a grupo controle, bp < 0,001 em
relagao a G2, cp < 0,05 em relagdo a G2. Albumina: dp < 0,005 em relagao a G1 e G3. Proteinas Totais: ep < 0,0001 em relagao a
G1, G2 e G3. Fosfatase alcalina: fp < 0,0001 em relagéo ao grupo controle e G1, gp < 0,0005 em relagéo ao grupo controle e G1.

Fonte: Dados da pesquisa.

nem correlacdo entre massa do calo 6sseo e o fluxo
sanguineo no mesmo. Outro possivel mecanismo en-
volvido no efeito da atividade fisica é que a contragio
muscular gere movimento interfragmentario no local
da fratura, um conhecido estimulador do processo de
reparo dsseo (22-26), enquanto a eliminagao de tais
movimentos suprime a formacgio do calo externo,
fazendo com que o reparo seja feito por um processo
primério de contato (27).

Além disso, os estimulos mecanicos iniciam uma
cadeia de eventos envolvendo mensageiros intracelu-
lares que resultam em formacgdo 6ssea e aumento na
massa dssea por efeitos na codificacdo celular apro-
priada (4, 28, 29). Tais estimulos atuando sobre os
cristais de hidroxiapatita e sobre o coldgeno também
criam um campo de forca eletromagnética que esti-
mula os osteoblastos a produzirem matriz 6ssea no
sentido da forca imposta, o que é conhecido como
efeito piezoelétrico (30-32).

Além disso, o exercicio fisico induz varias alteracdes
hormonais, dentre elas o aumento dos niveis séricos de
testosterona e de calcitonina, grandes estimuladores
da retengido de célcio nos ossos, além de aumento da
atividade dos osteoblastos, da sintese de proteinas na
matriz extracelular, da diferenciacdo e mineralizacdo
0sseaq, e de inibir a agdo dos osteoclastos (33).

Em contrapartida, principalmente quando admi-
nistrada em doses para niveis suprafisioldgicos, a tes-
tosterona pode produzir efeitos deletérios, tais como:
policitemia, disfuncdo hepatica e alteracdes no perfil
lipidico (34). O desenvolvimento de policitemia parece
ser proporcional a dose suprafisioldgica de testosterona

administrada e é explicado tanto por estimular a pro-
ducdo renal de eritropoetina quanto pelo efeito direto
sobre as células progenitoras formadoras de colonias
eritrocitarias (35). As alteragdes no perfil lipidico
sdo caracterizadas por concentra¢des diminuidas de
Lipoproteina de Alta Densidade (HDL) e aumentadas
de Lipoproteina de Baixa Densidade (LDL) (36). Com
relagdo as alteracoes da funcdo hepatica, alguns estu-
dos apontam que o uso de esteroides anabolizantes
androgénicos pode causar ictericia colestatica, peliose
hepatica, lesdes e tumores hepaticos e adenomas hepa-
tocelulares (37), além de existirem relatos de elevacdes
de enzimas hepdticas (aspartato aminotransferase -AST,
alanina aminotransferase -ALT e creatina kinase -CK)
secundarias ao uso de esteroides anabolizantes (38).
A andlise dos niveis séricos de calcio e f6sforo em
associacdo com a atividade da fosfatase alcalina sugere
sinais de consolida¢do éssea ativa no grupo tratado
com propionato de testosterona, provavelmente por
aumento na atividade osteoblastica (39, 40). Isso po-
deria ser explicado pela suprarregulacao de receptores
androgénicos no 0sso, e pelo efeito direto da ativacao
de tais receptores na atividade de condrdcitos, osteo-
clastos, osteoblastos e de seus progenitores (33).
Kasper (41) demonstrou que os andrégenos es-
timulam diretamente a proliferacdo de osteoblastos
in vitro e a andlise da ac¢do isolada dos andrégenos
sobre as células osteoblasticas isoladas induz a ex-
pressao da fosfatase alcalina, um fator de proliferacao
osteoblastica. Também revelou que esse mecanismo
¢ ativado diretamente, por meio de receptores de an-
drégenos localizados nos osteoblastos que aumentam
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a sintese de DNA e a diferenciacdo, ou através da aro-
matizagdo do andrdgeno.

Pesquisadores tém demonstrado que a ativacdo do
receptor androgénico (RA) em osteoblastos é respon-
savel pelo desenvolvimento e manuteng¢io da massa
6ssea trabecular (42, 43) e que a inativacdo das vias
de sinalizacdo relacionadas ao RA, especificamente
em osteblastos maduros, resulta em reabsor¢do 6ssea
aumentada e diminui¢do da integridade estrutural
6ssea (44). Adicionalmente, Sinnesael et al. (45) ve-
rificaram que a inativacdo seletiva dos receptores
androgénicos em ostedcitos acelera a deterioracdo
daintegridade esquelética, e sugerem que os andro-
genos desempenhem papel direto na manutencdo de
osso trabecular através da acdo no RA de ostedcitos,
e ndo apenas de osteoblastos.

Em oposi¢do aos valores aumentados de fosfata-
se alcalina e calcio sérico, os valores de albumina e
proteinas totais mostraram-se menores nos grupos
tratados com propionato de testosterona. Tal fato
poderia sugerir menor deposicdo célcica no calo
6sseo, visto que a albumina é o principal meio de
transporte sérico do cdlcio. No entanto, os resulta-
dos relativos a niveis de calcio sérico, tamanho do
calo dsseo e taxa de imobilidade das fraturas ao teste
manual evidenciam que mesmo frente aos baixos va-
lores de albumina e proteinas totais, o propionato de
testosterona sozinho ou associado ao exercicio (G1
e G3) foi suficiente para prover o calcio necessario.
Assim, a acdo anabdlica da testosterona resultando
em diminuicao da taxa de proteinas totais e albumina
(46, 47) foi superada pela estimulac¢do celular direta
exercida pelo andrégeno no osso (33).

A atividade da fosfatase alcalina elevada, menor
concentracao de fosforo sérico, maior calo dsseo e
fratura consolidada, evidenciada pela auséncia de
mobilidade ao teste manual, encontrados no grupo
submetido ao protocolo de natagdo combinado com
tratamento com propionato de testosterona indicam
que areparagdo 6ssea iniciou-se precocemente e que o
processo de deposicdo de minerais na neoformacio da
matriz 6ssea foi mais eficiente. De forma semelhante
ao grupo submetido ao programa de exercicio fisico de
natac¢do associado a administracdo de testosterona, o
grupo submetido apenas ao programa de natacio tam-
bém obteve bom perfil osteometabdlico, e foi possivel
constatar acdo positiva da administragao de testoste-
rona nesses animais, especialmente no aumento da
atividade da fosfatase alcalina e no tamanho do calo
6sseo, favorecendo o processo de neoformacao dssea.

Conclusao

A associacdo dos altos niveis de fosfatase alcali-
na, maior calo 6sseo e a imobilidade da fratura ao
teste manual no grupo submetido a protocolo de
treinamento aer6bio de natacdo combinado com a
administracdo de propionato de testosterona indi-
cam consolidagdo 6ssea em fase avancada. Embora
o grupo tratado com propionato de testosterona te-
nha apresentado niveis mais elevados de marcador
do metabolismo dsseo, tais achados podem sugerir
metabolismo de reparo 6sseo em fase inicial. Além
disso, neste estudo a testosterona mostrou-se pode-
roso indutor do reparo dsseo, haja vista seu efeito
sobre o tamanho do calo ésseo e a atividade da fos-
fatase alcalina.

Ressalta-se a necessidade de novos estudos, in-
cluindo a avaliagdo de outros marcadores bioqui-
micos mais especificos do metabolismo 6sseo, bem
como avalia¢do histoldégica do processo de reparo
6sseo, divididos em etapas, a fim de que se elucidem
os reais potenciais da atividade fisica e do propionato
de testosterona no processo de reparo 6sseo para
uso clinico.
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