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RESUMO

Avaliamos as propriedades mecénicas, obtidas através de ensaios
de flexo-compressao de fémures e de flexdo em 3 pontos de tibias,
de ratas adultas, ovariectomizadas e submetidas a atividade fisica.
Foram utilizadas 30 ratas divididas em 3 grupos: G1: Controle.
G2: Animais ovariectomizados e nao submetidos a exercicios.
G3: Foram treinados em uma gaiola giratéria por cinco dias con-
secutivos, em seguida submetidos a ovariectomia, permanecendo
em repouso por 24 horas. Exercitaram por 30 minutos, 5 dias por
semana durante 9 semanas com velocidade de aproximadamente
0,31 m/s. Os valores obtidos de carga e de deformagéo eviden-
ciaram que os fémures das ratas ovariectomizadas apresentaram
reducao estatisticamente significativa nas propriedades mecénicas
de carga e de deformagéo no limite maximo. Os fémures do grupo
ovariectomizado e submetido a prética de exercicios apresentaram
valores de carga e de deformacéao no limite méaximo superiores aos
do grupo apenas ovariectomizado, no entanto, sem significancia
estatistica. As tibias ndo apresentaram alteragdes significativas em
nenhuma das propriedades mecanicas estudadas. A atividade fisi-
ca aplicada por 30 minutos, 5 dias por semana durante 9 semanas a
0,31 m/s n&o foi suficiente para corrigir as alteragdes biomecanicas
do tecido ésseo provocadas pela ovariectomia.
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INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define a osteoporose
como uma “doenca esquelética sistémica caracterizada por redu-
cao de massa e deterioragdo microarquitetural do tecido ésseo,
com consequente aumento da fragilidade éssea e susceptibilidade
a fratura”®,

Apds os quarenta anos de idade, a quantidade de reabsorgao
Ossea supera a formacéo, levando a diminuigao de 0,3% a 0,5%
de contetido mineral por ano, tanto em mulheres no periodo
pré-menopausa quanto em homens. Neste periodo ocorre uma
peqguena reducdo do contetido 6sseo de regides como a coluna
vertebral, antebraco e medidas totais do corpo, mas uma elevada
perda de massa 6ssea é encontrada na regiao proximal do fémur. A
perda acelerada de tecido 6sseo € uma conseqUéncia constatada
depois da menopausa (5% ao ano), em seguida a ovariectomia ou
qualquer outro tipo de faléncia ovariana®.

A osteoporose é uma reducéo difusa da densidade éssea que sur-

SUMMARY

We evaluated the mechanical properties, obtained by means of
flexion-compression assays in femurs and flexion assays on three
tibial sites of ovariectomized adult female rats submitted to physical
activity. Thirty rats were employed and divided into 3 groups: G1:
Control. G2: Ovariectomized animals and not submitted to physical
activity. G3: Animals trained in a spinning cage for five consecutive
days, subsequently submitted to ovariectomy, and allowed to rest
during 24 hours. The animals were submitted to physical activity for
30 minutes, 5 days a week, for a period of 9 weeks, at a speed of
approximately 0.31 m/s. The values achieved for load and deforma-
tion evidenced that ovariectomized rats’ femurs presented with a
statistically significant reduction on load and deformation mechanical
properties, at the maximum limit. Femurs in the group submitted to
ovariectomy and physical activity presented with load and deforma-
tion values at maximum limit superior to those for the group submitted
only to ovariectomy, however, with no statistical significance. The
tibiae didn’t present significant changes in any of the mechanical
properties studied. Physical activity applied for 30 minutes, 5 days
a week, during 9 weeks at 0.31 m/s was not enough to correct the
biomechanical changes of bone tissue yielded by ovariectomny.
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ge quando a velocidade de reabsorgao excede a de formagéo de
0sso0. E a alteracéo metabdlica mais freqliente acometendo o0ssos,
caracterizando-se pela diminui¢édo lenta e progressiva da massa,
diminuindo sua resisténcia e propiciando o surgimento de fraturas
dos ossos acometidos, mesmo com minimos esforgos®.

Apds cessar a producao dos hormonios sexuais, a massa 0ssea
da mulher diminui rapidamente nos primeiros 10 anos e lentamente
nos anos subsequentes®, havendo, a cada ciclo de remodelacéo,
menor quantidade de osso formado e maior quantidade de osso
reabsorvido®.

As conseqUéncias da osteoporose tornaram-na o maior problema
de saude publica da atualidade®.

Ainfluéncia da atividade fisica na dindmica do esqueleto e na pre-
vengao da osteoporose tem provocado cada vez mais interesse.
Os mecanismos pelos quais 0 esqueleto responde a atividade
fisica ainda nao estao totalmente elucidados. Existem, no entanto,
evidéncias que demonstram o aumento da resisténcia 6ssea em
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resposta a aplicacao de cargas mecani-
cas e, em contrapartida, a diminuicao da
densidade mineral 6ssea (DMO), quando
de sua auséncia®.

A longo prazo, o exercicio estimula
a formagao 6ssea®. Isso € resultado
primariamente da absorcao intestinal
aumentada de célcio, junto com a di-
minui¢cdo de sua excregdo pela urina e
com niveis aumentados de hormdnio
paratireoidiano (PTH). Ao contréario, a
imobilizacao ou repouso completo pro-
move diminuicdo 6ssea®.

Tem sido observado que atletas tém
massa 0ssea maior do que individuos
nao atletas e a comparagao entre po-
pulacdes ativas e sedentarias confirma
uma expressiva correlagdo entre o
nivel de atividade fisica e a DMO. Além
disso, nota-se que a inatividade fisica
causa osteopenia, um exemplo disso é
a conhecida osteopenia decorrente da
imobilizagao de uma fratura.

Tivemos como objetivo avaliar o efeito
do exercicio fisico na prevencao da
osteoporose induzida através da ova-
riectomia, comparando-se algumas
propriedades mecéanicas de fémures e
tibias destas ratas.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas 30 ratas da raga Rattus
norvegicus albinus da variedade Wistar,
com idades entre 120 e 140 dias, apre-
sentando peso corporal médio entre 360
e 390g. Estes animais foram divididos
aleatoriamente em 3 grupos, os quais
permaneceram em gaiolas de contencdo. Os grupos foram ca-
racterizados como G1: controle, com 10 animais apenas mantidos
por 9 semanas em gaiolas de contencéo; G2: constituido por 10
animais submetidos ao procedimento de ovariectomia; G3: onde
10 animais foram treinados em uma gaiola giratéria por cinco dias
consecutivos e em seguida, foram submetidos a ovariectomia,
permanecendo em repouso por 24 horas. Cumprido o periodo de
repouso 0os mesmos foram colocados para prética de atividade
fisica em uma gaiola giratéria por 9 semanas.

Procedimento cirtirgico

Realizou-se uma inciséo reta transversal na fossa iliaca de aproxi-
madamente trés centimetros na pele e tecido celular subcutaneo
a cerca de um centimetro da linha mediana. Foi divulsionada a
parede muscular até ter acesso a cavidade abdominal, localizan-
do-se 0 ovario em meio a uma massa gordurosa. A retirada do
ovario foi efetuada apds ligadura da extremidade da tuba uterina,
seccionando-se entre a ligadura e o ovario. A ferida foi fechada
por planos. Todo o procedimento foi repetido do outro lado para
a retirada do outro ovério.

Gaiola giratéria padrao

Para execucéo da atividade fisica foi construida uma gaiola giratéria
em ago, fechada com tela de aluminio, com 0,96 m de perimetro e
0,12 m de largura. O modelo de gaiola € semelhante ao utilizado
por Hoshi et al.(" e Wu et al.(?. Um motor de corrente continua foi
ligado a uma fonte possibilitando o controle da velocidade.

Os animais exercitados tiveram suas atividades fisicas divididas em
duas fases, a primeira considerada treinamento e a segunda trata-
mento. Na fase | os animais foram submetidos a 5 dias consecutivos
de treinamento com aumento progressivo do tempo de atividade
fisica realizando 5 minutos de atividade no primeiro dia, 10 minutos
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Figura 1 - Imagem de um fémur como a base inclusa
em resina acrilica sendo submetido ao ensaio
mecanico de flexo-compress&o na MUE.

Figura 2 - Imagem de uma tibia sendo submetida ao
ensaio mecanico de flexdo em 3 pontos.

no segundo, 15 minutos no terceiro, 20
minutos no quarto e 25 minutos no quinto
dia sempre com velocidade média de 0,31
m/s. O treinamento foi feito antes da exe-
cugao da cirurgia. Na fase |l foi realizada
atividade fisica em uma gaiola giratéria por
30 minutos, 5 dias por semana durante 9
semanas com velocidade de 0,31 m/s,
iniciando 24 horas apds a realizagao do
procedimento cirlrgico.

Preparo dos espécimes

As ratas foram mortas através da ad-
ministracdo excessiva do anestésico
Tiopental® e dissecados os fémures e
tibias, direitos e esquerdos. As tibias
foram embebidas em soro fisioldgico até
0 momento do ensaio mecanico de flexao
em trés pontos. Os fémures tiveram a por-
cao distal incluida em uma base de resina
acrilica auto-polimerizante, mantendo-os
pulverizados por soro fisiolégico durante
o procedimento de inclusdo e embebidos
até a execugao do ensaio mecénico.

Ensaio mecanico

Os ensaios mecénicos foram realizados
na maquina universal de ensaios (MUE)
desenvolvida no laboratério de Bioenge-
nharia da FMRP-USP. A carga foi aplicada
a uma velocidade de 0,1 mm/ minuto,
com intervalos de medida da deforma-
cao de 0,02 mm, e registrada por uma
célula de carga KRATOS®, modelo KM,
de 50 Kgf, acoplada ao amplificador CAE
201 SODMEX®. As deformacoes foram
registradas por um relégio comparador
MITUTOYO® com preciséo de um centésimo de milimetro. Foi
aplicada uma pré-carga de 2,94 N, com tempo de acomodagéo
do sistema de 30 segundos.

Os fémures direitos e esquerdos foram submetidos ao ensaio de
flexo-compressao. Para o teste, a base de resina acrilica foi presa
em uma morsa fixada na MUE. Para aplicac&o da carga foi utilizada
uma haste com a extremidade inferior cdncava sobre a cabega do
fémur (Figura 1).

As tibias direitas e esquerdas foram submetidas ao ensaio de flexao
em trés pontos. A carga foi aplicada transversalmente a tibia em sua
face posterior, através de um pino de ago de 4 cm de comprimento
e 0,2 cm de diametro, sobre um acessoério com espagamento de
30 mm entre os apoios (Figura 2).

Os valores registrados e colhidos pela ponte de extensiometria
foram transcritos para o programa Microsoft Excel 2000®,onde foi
possivel construir gréficos carga versus deformagao, com os quais
foram calculadas as propriedades mecéanicas de carga no limite
maximo, deformagao no limite maximo e rigidez.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANO-
VA), quando comparados simultaneamente.

Na anélise entre os grupos foi utilizado o teste Student — Newman
— Keuls com significancia de 5%. Toda analise estatistica foi reali-
zada pelo programa Instat - Graph® Pad v. 3.0.

RESULTADOS

Carga no limite maximo dos fémures

Os valores médios da carga no limite maximo dos fémures encon-
trados para os diferentes grupos séo G1: (137,95+21,66) N, G2:
(108,40 + 20,56) N e G3: (119,21 + 20,8) N.

Na analise simultanea dos grupos foi observada diferenca esta-
tisticamente significativa (p=0,0003). A andlise estatistica para
comparagéo entre os valores médios de carga no limite maximo
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indicou diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05) entre os
grupos G1 X G2 e G1 X G3. A comparacéao entre G2 X G3 nao
apresentou diferenga estatistica significativa.

Deformacéao no limite maximo dos fémures

Os valores médios da deformagéao no limite méximo dos fémures
encontrados para os diferentes grupos foram G1: (0,78 + 0,26)
mm, G2: (0,53 + 0,10) mm e G3: (0,63+ 0,13) mm.

Na analise simultanea dos grupos foi observada diferenca esta-
tisticamente significativa (p=0,0005). A anélise estatistica para
comparagao entre os valores médios da deformacéao no limite
maximo indicou diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05)
entre os grupos G1 X G2 e G1 X G3. A comparagao entre G2 X G3
nao apresentou diferenga estatistica significativa.

Rigidez dos fémures

Os valores médios da rigidez dos fémures encontrados para os
diferentes grupos foram G1: (213,19 + 51,90) x10° N/m, G2: (243,39
+ 62,26) x10° N/m e G3: (216,11 + 55,45) x10° N/m.

Na anélise simultanea dos grupos néo foi observada diferenca
estatisticamente significativa (p=0,2229).

Carga no limite maximo das tibias

Os valores médios da carga no limite maximo das tibias dos
grupos foram G1: (54,40 = 11,45)N, G2: (60,87 + 6,02)N e G3:
(58,30 = 9,93)N.

Deformacao no limite maximo das tibias

Os valores médios da deformagao no limite méaximo das tibias dos
grupos foram G1: (0,78 + 0,26) mm, G2: (0,53 + 0,10) mm e G3:
(0,63+ 0,13) mm.

Rigidez das tibias

Os valores médios da rigidez das tibias dos grupos foram G1:
(75,40 = 20,91) x103 N/m, G2: (88,92 + 12,37) x103 N/m e G3:
(80,25 = 19,73) x103 N/m.

Nao encontramos diferencas estatisticamente significativas nas
propriedades mecanicas das tibias dos trés grupos experimentais.

DISCUSSAO

Para estudar as causas, mecanismos de agao e terapéuticas apli-
caveis no tratamento da osteoporose tem sido utilizado o modelo
de rata castrada para indugédo de quadro osteopénico. A rata
ovariectomizada mostra-se como um modelo de grande utilidade,
principalmente por apresentar mecanismos biolégicos semelhantes
aqueles ocorridos em mulheres osteoporéticas'd.

Para que os animais realizassem a atividade fisica foi confeccionada
uma gaiola giratéria de ago com velocidade controlada através
de uma fonte. O modelo de gaiola foi semelhante ao utilizado por
Hoshi et al.t"" e Wu et al."” em seus experimentos.

Hoshi et al." realizaram um experimento onde fémures de ratas
de diversas idades submetidas a atividade fisica apresentaram
valores mais elevados de carga no limite maximo e de rigidez do
que os fémures dos grupos nao exercitados, neste estudo utilizaram
periodos de 10, 20 e 60 semanas de exercicios.

Wu et al.1® analisaram os efeitos da administracéo de hormdnios e
exercicios na massa 6ssea de ratas ovariectomizadas. Os fémures
das ratas submetidas a exercicios fisicos apresentaram maior den-
sidade 6ssea em comparacéo aos grupos nao exercitados.

O tempo de prética da atividade fisica estabelecido encontra-se em
conformidade com o estudo realizado por Wu et al.(*?. Entretanto,
a velocidade com que giramos nossa esteira € 55% superior a
empregada por Wu et al.® exigindo maior esfor¢co dos animais.
Kodama! afirma que a resisténcia mecanica, avaliada pela carga
no limite maximo, da extremidade proximal do fémur de um grupo
de ratas ovariectomizadas diminuiu ap6s 9 semanas de cirurgia,
comparando-se com o grupo de ratas nao ovariectomizadas.
Carvalho!® afirma que a inducéo de osteopenia em ratas maduras
pela ovariectomia necessita de um periodo minimo de 30 dias.
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Nossos animais foram exercitados desde o periodo inicial da falta
da acdo hormonal e os exercicios foram mantidos até a morte dos
animais, de tal modo que consideravamos inicialmente que este
tempo transcorrido seria suficiente para se expressar tanto a falta
hormonal como o efeito do exercicio fisico.

Estudos mostram que diferentes regides dsseas respondem a
ovariectomia de formas distintas, sendo que regides com predo-
minancia de 0sso cortical ndo sofrem alteragoes significativas por
serem menos sensiveis a queda do horménio ovariano.

O ensaio de flexo-compresséo do fémur é eficiente para avaliar
as propriedades mecanicas da extremidade proximal do fémur,
principalmente a regido constituida por osso trabecular( 17,

O ensaio de flexao em 3 pontos é preferfvel para ossos de consti-
tuicao predominantemente cortical, como a tibia, sendo a forma
de teste adotada por Mosekilde et al.('® e por Hogan et al."® para
avaliar as propriedades mecénicas de tibias.

Os valores médios que obtivemos das propriedades mecanicas
das tibias dos grupos controle, ovariectomizado e ovariectomizado
submetido a atividade fisica ndo apresentaram diferencas estatisti-
camente significativas quando comparados simultaneamente.
Resultados semelhantes foram encontrados nos estudos realizados
por Hogan et al."®, que submeteram tibias de ratas ovariectomiza-
das ao ensaio mecanico de 3 pontos nao encontrando diferenca
estatisticamente significativa nas propriedades biomecanicas de
rigidez e carga no limite méaximo. A ovariectomia exerce influéncia
sobre o tecido cortical, porém de forma menos expressiva espe-
cialmente em periodos curtos de tempo.

Assim sendo, julgamos que os testes mecanicos nas tibias dos
diferentes grupos de animais forneceram resultados sem diferen-
cas estatisticas devido ao curto espago de tempo definido para
ser percebido o efeito da ovariectomia sobre o 0sso cortical, ou
porque a ovariectomia nao provoca alteracdes nas propriedades
mecanicas avaliadas nas tibias, mas certamente ndo como res-
posta ao exercicio fisico, uma vez que o grupo ovariectomizado e
n&o exercitado forneceu resultados similares ao controle.

Em relagao aos ensaios realizados nos fémures encontramos que
o valor médio da carga no limite maximo dos fémures do grupo
ovariectomizado foi significativamente menor do que o valor mé-
dio do grupo controle, indicando que a ovariectomia provocou a
reducao deste parametro biomecanico.

Resultados similares foram encontrados nos estudos realizados por
Peng et al.!9, que avaliaram a extremidade proximal dos fémures
de ratas ap0os 6 semanas de ovariectomia e encontraram redugéo
significativa da carga no limite maximo do grupo ovariectomizado
em relagao ao nao ovariectomizado. Kodama¥ avaliou a carga
no limite maximo da porcéao proximal do fémur de ratas ovariec-
tomizadas e encontrou diminuigao significativa da carga no limite
maximo em comparacao ao controle.

O valor médio de carga no limite méaximo dos fémures do grupo
ovariectomizado e submetido a atividade fisica foi superior ao va-
lor médio apresentado pelo grupo ovariectomizado, embora nao
tenhamos encontrado diferencas estatisticamente significativas
na comparagao destes resultados, eles por si sugerem um efeito
benéfico do exercicio na preservagao da perda da resisténcia ¢s-
sea na extremidade proximal do fémur das ratas ovarectomizadas.
O grupo controle apresenta valores de carga no limite maximo
estatisticamente superior ao valor encontrado para 0s grupos
ovariectomizados e, assim sendo, embora exista uma indicagao
tendendo mostrar melhora mecanica nos fémures dos animais
submetidos a exercicios nossos resultados tratados estatisticamen-
te ndo permitem afirmar que a atividade fisica empregada neste
experimento tenha sido suficiente para reduzir os efeitos deletérios
da perda hormonal.

Resultados diferentes foram encontrados nos estudos de Hoshi
et al.("" e Chen et al.?® que verificaram propriedades mecanicas
melhores dos fémures dos animais submetidos a atividade fisica.
No entanto, os parametros utilizados para a pratica da atividade
fisica foram diferentes dos que nés aplicamos, Chen et al.®? utiliza-
ram uma velocidade inferior e um tempo de aplicagao da atividade
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superior (60 minutos), Hoshi et al." avaliaram os animais de seu
experimento por um periodo maior de tempo (10, 20 e 60 semanas)
fornecendo indicios que os parametros adotados para a pratica
de atividade fisica ou o tempo de duracéo do experimento foram
insuficientes para avaliar o comportamento mecanico do tecido
osteopénico submetido a atividade fisica.

O valor médio da deformagao no limite méximo dos fémures do gru-
po controle foi maior do que o do grupo ovariectomizado e do que
o do grupo ovariectomizado e submetido a atividade fisica. O grupo
ovariectomizado submetido a atividade fisica possui valor médio
superior ao ndo tratado, porém sem significancia estatistica.

O procedimento de ovariectomia e a préatica de atividade fisica nao
foram capazes de exercer influéncia sobre a propriedade mecéanica
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de rigidez, sugerindo que a deficiéncia do estrégeno e a pratica de
atividade fisica ndo foram suficientes para alterar a proporcionali-
dade entre o suporte de carga e a deformagao correspondente do
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CONCLUSOES
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alteragdes biomecénicas do tecido désseo provocadas pela ova-
riectomia na extremidade proximal do fémur de ratas.

As tibias dos animais somente ovariectomizados e os submetidos a
ovarietomia com atividade fisica ndo apresentaram alteragoes sig-
nificativas em nenhuma das propriedades mecanicas estudadas.
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