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RESUMO

Obijetivo: Comparar os efeitos adaptativos de trés modalidades de
exercicio de impacto reduzido nas adaptagdes mecanicas do 0Sso
cortical. Métodos: Vinte e quatro camundongos machos, espécie
Balb/c (25+3g), foram divididos aleatoriamente em quatro grupos
(n=6): grupo sedentario (S); grupo natacao (N) realizado cinco vezes
por semana, 60 minutos progressivos; grupo resistido (R) submetido
ao exercicio de escalada com sobrecarga progressiva, trés vezes por
semana; e o grupo combinado (C) que realizou 0s mesmos protoco-
los em dias alternados sendo trés vezes na semana do protocolo N
e duas vezes na semana protocolo R. Apds o sacrificio dos animais,
foi realizado o ensaio mecénico de flexdo em trés pontos na tibia dos
grupos experimentais para se determinar a rigidez e a forga maxima
de fratura. Resultados: A rigidez nos grupos N (41,68 = 10,43 N/mm)
e R (41,21 = 11,38 N/mm) foi significativamente maior comparada ao
grupo S (28,48 = 7,34 N/mm), p < 0,05. Entretanto, considerando
a massa corporal final dos animais como variavel, valores relativos,
nao houve diferenca significativa nos testes biomecanicos do 0sso.
Conclusdes: Dados do presente estudo evidenciaram que o estimulo
mecanico gerado pela contragdo muscular das modalidades isoladas
de baixo impacto, grupo N e R, favoreceu o coeficiente absoluto de
rigidez 6ssea, fato que ndo ocorreu na modalidade combinada, grupo
C. Nivel de Evidéncia Il, Estudo Prospectivo e Comparativo.

Descritores: Exercicio. Biomecéanica. Tibia. Camundongos.

ABSTRACT

Objective: To compare the adaptive effects of three non-weight be-
aring exercise on bone mechanical properties. Methods: 24 male
Balb/c mice (22-25g), were randomly divided into four groups (n=6):
sedentary group (S); swimming group (N) which performed sessions
five times per week for 60 min progressively; resistance group (R),
which performed climbing exercise with progressive load, three ti-
mes per week; and combined group (C), which performed the same
protocols aforementioned being three times a week according to N
protocol and two times a week the R protocol during eight weeks. Bio-
mechanical tests, load until failure and stiffness evaluation of shinbone
was performed after animals have been sacrificed. Results: Stiffness
values were statistically higher only in the isolated modalities groups
(N and R, 41.68 = 10.43 and 41.21 = 11.38 N/mm, respectively)
compared with the S group (28.48 + 7.34 N/mm). However, taking
into consideration the final body mass, relative values, there was no
difference in the biomechanical tests among the groups. Conclu-
sion: Data from the present investigation demonstrated a favorable
influence of muscle contraction in lower impact isolated exercise
modalities on absolute stiffness values, i.e.groups N and R, whereas
the combined group (C) did not present any statistically significant
difference compared to the sedentary group. Level of Evidence II,
Prospective Comparative Study.
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INTRODUGCAO

A influéncia da atividade fisica na dindmica do tecido 6sseo tem
provocado um crescente interesse da comunidade cientifica, em
especial no tratamento e na prevencao do risco de fraturas de-
correntes da osteoporose.! Evidenciou-se que a estrutura 6ssea

se adapta ao tipo de carga mecanica aplicada® e que o exerci-
cio fisico atuaria como um agente promotor da carga mecéanica
no tecido 6sseo.3* Modelos experimentais de alto impacto como
as atividades de saltos demonstraram beneficios as proprieda-
des mecanicas do 0ss0, especialmente pelos ganhos de massa
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ossea.>® No entanto, modalidades de exercicio com impacto redu-
zido mostram que 0s mecanismos de adaptagao éssea poderiam
diferir das modalidades de alto impacto.”

O ensaio mecénico do tecido 6sseo permitiu evidenciar com maior
precisdo um potencial das atividades com impacto reduzido ou
sem impacto na manutencao e na melhoria das propriedades do
tecido 6sseo em resposta a essas atividades.'®'" Além disso, o te-
cido 6sseo de camundongos machos submetidos ao treinamento
de natagéo apresentou boa sensibilidade aos estimulos desenca-
deados pelo exercicio.'? Embora 0 mecanismo néo esteja com-
pletamente elucidado, especulou-se que a resposta osteogénica
ao exercicio de impacto reduzido era influenciada pela interagao
mecanica entre 0 0sso e a contracao muscular sinalizando uma
cascata de eventos ao metabolismo 6sseo, dentre eles a elevagao
dos niveis de célcio intracelulares, fatores de crescimento e o
aumento da produgao de matriz 6ssea.'?

Os programas de exercicio fisico compostos por modalidades de
exercicio aerobio e resistido sé&o recomendados pelo Colégio Ame-
ricano de Medicina Esportiva (ACSM) como estratégias de preven-
Géo e tratamento para diversas populagbes.' Modelos experimen-
tais de natagéo e de exercicio resistido ja observaram adaptagoes
distintas a cada modelo de treinamento sobre as propriedades
mecanicas do tecido 6sseo.'® contudo néo ha evidéncias do efeito
da modalidade combinada sobre essas propriedades. Exercicio
combinado é definido como a incluséo das modalidades aerdbio
e resistido realizados sequencialmente (concorrente) ou em ses-
sbes alternadas (combinado).'®'” Muitos atletas e programas de
reabilitacao utilizam essa estratégia de exercicio na expectativa de
maximizar as adaptagdes fisiologicas especificas ofertadas por
cada modalidade.!” No entanto, a superioridade ou a eficacia do
modelo de exercicio combinado sobre os marcadores fisiolégicos
permanecem incertos. 819

Além disso, sob o ponto de vista metabdlico e neuromuscular, o
modelo de exercicio combinado realizado em sequéncia (con-
corrente) apresentou vias de sinalizagéo celulares distintas ou
até mesmo antagonicas quando comparados as modalidades
isoladas,??' demonstrando um fendémeno previamente descrito
por Hickson®® como “interferéncia” entre eles. Nesse sentido, foi
evidenciado que a realizagdo de ambas as modalidades separa-
das por um periodo de repouso de pelo menos 6-8 horas permitia
a recuperagdo dos estoques de glicogénio e reduzia a fadiga
residual.?® Logo, uma melhor compreensao dessas modalidades
de exercicio sobre o tecido sseo ir4 favorecer a prescricdo de
exercicio para diversas populagdes, especialmente as de maior
risco a fraturas. Nesse sentido, propusemos investigar e comparar
os efeitos adaptativos das modalidades de exercicio de natacéo,
resistido e seu efeito combinado realizado em dias alternados (24h
de repouso) sobre as propriedades biomecéanicas do tecido 6sseo
de camundongos saudaveis.

MATERIAL E METODOS

Animais

Foram obtidos 24 camundongos machos da espécie Balb/c, pe-
sando inicialmente 25g (=3g) fornecidos pelo Biotério Central do
campus de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo. Todos
os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Ex-
perimentacao Animal da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
— Cetea/FMRP (protocolo n® 13/2011). Os animais foram randomiza-
dos em quatro grupos (n=6). Sendo grupo sedentario (S), o grupo
exercicio natagao (N), o grupo exercicio resistido (R) e o grupo
exercicio combinado (C). Todos os animais foram acomodados em
gaiolas especfficas para camundongos, ciclo dia e noite de 12h, e
uma temperatura média controlada de 22°C.

Acta Ortop Bras. 2013;21(6):328-32

PROTOCOLOS DE EXERCICIO

Protocolo de natacao

Os animais do grupo N realizaram exercicio de natagcao em reservato-
rios adaptados a pratica da mesma com temperatura da agua mantida
em 32 (=1°C). O treinamento de natagao consistia de um incremento
semanal de 20 min até 60 min minutos atingidos na terceira semana
e mantido ao longo do protocolo, cinco dias por semana durante oito
semanas, sem a inclusao de carga adicional, adaptado de Venditti e
Di Meo.?* A natagéo foi selecionada por apresentar-se como um am-
biente natural dos roedores e por gerar menor interferéncia do impacto
com o solo e dessa forma interferir na interpretagéo dos resultados 2°

Protocolo de exercicio resistido

O equipamento de exercicio resistido consistiu em um aparato de
escalada (80° de inclinagdo, 1 cm de espaco entre cada degrau e
0,5m de altura) na qual os animais eram adaptados a subir (escalar).
A dimensé&o vertical da escada permitiu com que 0s animais reali-
zassem entre 8-12 movimentos dinamicos, preservando o modelo
original realizado em ratos.?® Os par&metros do protocolo utilizado
correspondeu a seis a oito escaladas (repeticdes), com dois minu-
tos de intervalo entre cada repeticao, trés sessdes intercaladas por
semana durante oito semanas (24 sessoes). Na primeira semana,
0s animais foram acostumados ao equipamento de escalada sem
nenhum peso adicional. Na segunda semana do protocolo, foi ini-
ciado o teste para determinagao da carga inicial treinamento, seme-
lhante a um teste de carga maxima em humanos. Para tal, um peso
adicional referente a 50% do peso corporal foi acoplado a porgao
proximal da cauda do animal por uma tira elstica de latex (Fulgor®)
e nas repeticdes seguintes uma carga referente a 75, 90 e 100% do
peso corporal foi utilizada. Apds essa intensidade, uma carga de 3g
era adicionada até a falha da execugéo. A falha era considerada a
incapacidade do animal em atingir o topo do equipamento. A partir
da determinagao da carga maxima inicial considerando o peso
corporal, a carga da sessdo seguinte correspondia a 50% da carga
maxima da Ultima sessdo seguidos por 75%, 90%, 100%, 100% +
3.0 g até a falha ou por atingir o maximo de oito repetigoes.?”

Protocolo de exercicio combinado

O grupo submetido ao protocolo combinado realizou sessoes
intercaladas em dias alternados na semana sendo trés vezes do
protocolo do grupo N e duas vezes na semana o protocolo do
grupo R, durante oito semanas. Ao final, os animais do grupo C re-
alizaram 24 sess6es do protocolo N intercalados com 16 sessbes
do protocolo R. Os animais ndo treinavam nos fins de semana.

Ensaio mecanico

Os ensaios mecanicos foram realizados em uma méaquina universal de
ensaios (Emic®), modelo DL 10000, no Laboratério de Bioengenharia
da FMRP/USP A velocidade de aplicagao de carga foi de 1mm/min,
com pré-carga de 1N, célula de carga de 500N tempo de acomo-
dacéo de 30s e uma distancia entre os pontos de 10mm. (Figura 1)

ANALISE ESTATISTICA

Os valores obtidos foram submetidos ao teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov para determinarmos se a distribuicdo dos
mesmos era paramétrica ou ndo paramétrica. Em se tratando de
uma distribuicao paramétrica, os dados foram submetidos ao teste
One-Way ANOVA, seguidos do pos-teste de Tukey. Em se tratando
de uma distribuicao nao-paramétrica, o teste One-way ANOVA era
seguido do pds-teste de Dunn’s. Para cada analise, foi utilizado
o Software GraphPad Prism V 5.1. Os resultados foram expressos
em média + desvio padrao. Em todas as anélises foi adotado o
nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

329



330

Figura 1. Ensaio mecénico da tibia direita dos grupos experimentais. 1A) Com-
primento da osso em mm; 2B) Maquina de ensaio mecanico; 1C) Dispositivo
preparado para 0 ensaio mecanico de trés pontos.

RESULTADOS

Massa Corporal

O teste de normalidade dos valores obtidos no experimento re-
velou uma distribuigdo paramétrica dos mesmos. Apesar de nao
haver diferencga significativa da média de massa corporal dos gru-
pos ao inicio do experimento, houve diferengas significativas no
peso final dos grupos. (Figura 2) Se comparado ao grupo S, o
peso corporal final dos grupos submetidos aos protocolos N e R
foram maiores (10,19%) e (14, 96%), respectivamente. Contudo,
somente o grupo R apresentou diferenca significativa comparado
ao grupo S, p < 0,05, enquanto o grupo C reduziu em 3,05% seu
peso corporal em relacéo ao grupo S.
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Figura 2. Massa corporal final dos grupos, valores expressos em média =+ des-
vio padréo, n=6. (S) grupo sedentario; (N) grupo natagéo; (R) grupo resistido;
(C) grupo combinado.

Forca Maxima

Apds oito semanas do protocolo de treinamento especifico para
cada grupo, a média dos valores de forga maxima absoluta foram:
(10,40 = 2,37) N parao grupo S, (12,14 = 1,87) N para o grupo N,
(13,72 = 3,2) N para o grupo R e (10,63 = 1,67) N para o grupo
C. Apesar do aumento (15,72%) e (30,79%) nos protocolos de
natagao e resistido isolados, respectivamente, nao foi evidenciado

diferenga estatistica entre os grupos, p > 0,05. (Figura 3) Diferenga
que se manteve inalterada pela padronizagdo da massa corpérea
final, forga maxima relativa, p > 0,05. (Figura 3)

Rigidez

As médias dos valores de rigidez absoluta encontrados foram:
(26,49 = 6,13) N/mm para o grupo S, (41,68 = 10,43) N/mm para
o grupo N, (41,21 = 11,38) N/mm para o grupo R e (35,34 = 2,97)
N/mm para o grupo C. A analise estatistica mostrou que houve um
aumento significativo dos grupos N e R comparada ao grupo S,
p < 0,05. No entanto, os valores de rigidez relativa nao revelaram
diferenca estatistica entre os grupos, p > 0,05. (Figura 4)
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Figura 3. valores da forga méxima (1) e do indice de forga maxima corrigido
pelo peso corporal (Il). Valores expressos em média = desvio padrao, n=6. (S)
grupo sedentario; (N) grupo natagao; (R) grupo resistido; (C) grupo combinado.
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Figura 4. Valores da rigidez (1) e do indice de rigidez corrigido pelo peso corpo-
ral (). Valores expressos em média =+ desvio padrao, n=6. (S) grupo seden-
tario; (N) grupo natacéo; (R) grupo resistido; (C) grupo combinado.* p < 0,05
em comparagao ao grupo S.
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DISCUSSAO

E reconhecido que as propriedades mecanicas dos 0ss0s po-
dem ser precisamente mensuradas pelos ensaios mecanicos
com aplicagdes de carga em compressao, flexao, torcao e flexo-
-compresséo. No presente estudo, a qualidade dssea foi analisada
por meio da forga maxima e rigidez, absolutas e relativas da tibia,
obtidos pelo teste biomecéanico de flexao de trés pontos. Nossos
dados mostraram que os grupos N e R obtiveram um aumento dos
valores de rigidez absoluta. Entretanto, o grupo C ndo demonstrou
efeitos significativos sobre tais propriedades mensuradas quando
comparados ao grupo S.

A prescrigao de exercicio fisico aerébio e resistido é recomenda-
da pelo ACSM e pelo AHA.™ Contudo, h& poucas conclusbes a
respeito dos mecanismos de interagéo e sinalizacéo celular para
a modalidade de exercicio combinada, especialmente no tecido
0sseo. O efeito “concorrente” dessa modalidade sobre o desenvol-
vimento de hipertrofia muscular j4 foi previamente investigado.?32°
A fosforilagédo da enzima adenosina-monofosfato-proteina-kinase
ativada (AMPK) que atua como regulador do metabolismo ener-
gético do musculoesquelético é apontado como agente capaz
de bloquear a cascata de sintese proteica mediada pela via do
Akt/mTOR no treinamento concorrente.®® Neste estudo observa-
mOos que a intervencao pelo treinamento combinado ndo diferiram
do grupo S sobre as propriedades biomecénicas do tecido 6sseo,
corroborando com a teoria de uma possivel interferéncia das vias
de sinalizagdo nessa modalidade repercutindo também nas adap-
tagbes mecanicas do tecido 6sseo. Essas evidéncias sugerem
um reduzido efeito adaptativo do treinamento combinado sobre o
metabolismo 6sseo (ex: relagéo entre a atividade dos osteoblastos
e osteoclastos). Contudo, sugerimos que mais estudos possam
investigar essas possiveis vias de interacao na modalidade com-
binada e sua repercussao no metabolismo ésseo.

Foi observado que somente o grupo R apresentou uma maior
massa corporal final se comparado ao grupo controle. Logo, ao
consideramos essa variavel na interpretagédo dos resultados (va-
lores relativos), os valores de forga maxima e rigidez entre os
grupos nao demonstraram diferenga significativa. Estudos prévios
com ratos da espécie Wistar consideraram que a massa corporal
foi uma varidvel estatisticamente relevante®' e que animais mais
pesados da mesma espécie obtiveram maiores valores de forga
maxima, rigidez e geometria de secgao transversal.? No entanto,
anélises tridimensionais desses 0ssos dos animais mais pesados
revelaram que os ganhos mecanicos de forga e rigidez ocorreram
em resposta ao efeito mecano-estatico que favoreceu uma maior
area de secgao transversa, ao passo que a qualidade mineral
cortical estava inversamente comprometida. Em nosso modelo
de estudo com camundongos sugere uma relagao direta entre a
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massa corporal final e os valores de rigidez absoluta, (Figura 3)
embora ndo podemos afirmar que a qualidade mineral 6ssea dos
grupos submetidos aos protocolos isolados tenha seguido essa
mesma relacéo. Testes biomecéanicos no tecido 6sseo de peque-
nos roedores, em particular camundongos, apresentam um menor
numero de evidéncias se comparados aos ratos, possivelmente
pela intrinseca limitacdo metodologica do ensaio mecénico do
osso de camundongos.®® Contudo, esses animais apresentam a
vantagem natural de conduzir o teste de fratura de trés ou quatro
pontos mais uniformemente ao longo do tecido ésseo, acelerado
processo de senescéncia e maior homogeneidade na espécie o
que contribui para o reduzido nimero de cobaias.3*%

Modelos animais submetidos a atividades sem impacto ja de-
monstraram que o estimulo mecéanico gerado pela contragao
muscular é capaz de favorecer a qualidade mineral 6ssea.’% O
resultado seria uma adaptacao na sua estrutura trabecular favo-
recendo a resisténcia contra as cargas de tensdo.” Nosso estudo
apresenta algumas limitagbes metodolégicas como a auséncia de
uma técnica de imagem como a Micro-CT ou a histomorfometria
para confirmar as adaptacgoes a estrutura trabecular. Além disso,
os grupos N, R e C apresentaram um volume total de exercicio
distinto ao final do estudo. Tais limitacdes requerem cautela na in-
terpretacao do presente estudo. Podemos propor, todavia, que as
adaptagdes mecanicas promovidas pelas diferentes modalidades
de exercicio ou pelo ganho de peso corporal sejam significativas,
porém estruturalmente distintas.

CONCLUSAO

Em suma, a analise biomecéanica do presente estudo destacou
que as adaptagdes mecénicas as modalidades de natagéo e
exercicio resistido isoladas ndo se repetiram na modalidade de
exercicio combinada e que a massa corporal final exerceu um fator
de destague nessa interpretacéo. Nesse sentido, nossos dados
indicam para uma reducéo dos efeitos adaptativos na modalidade
que combina os exercicios de impacto reduzido sobre a resisténcia
6ssea as fraturas. Além disso, apontamos para futuras investiga-
¢oes sobre a relevancia do peso corporal na interpretagdo das
adaptagdes biomecanicas do tecido 6sseo em modelos animais
e estudos clinicos.
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