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APRESENTACAO

Esta dissertacdo € a continuacdo de uma linha de pesquisa desenvolvida no
Laboratério de Plasticidade Neuro-Muscular - Departamento de Anatomia da UFPE,
que visa estudar as comorbidades resultantes do diabetes ao organismo humano,
mediante experimentacées com modelos animais.

Em estudos prévios realizados pelo grupo de pesquisa, foram observados
sinais de fragilidade tendinea em animais com diabetes crénica experimental néo-
controlada, a partir da avaliacdo das caracteristicas biomecanicas do tenddo e que
demonstraram normalizacdo de alguns parametros apds a implementacdo de um
exercicio fisico aerobio em esteira. A partir desses resultados, pensou-se em
desenvolver um modelo que privilegiasse uma modalidade aerébia menos intensa e
traumatica e avaliar, também, se o organismo previamente treinado teria uma melhor
resisténcia a desenvolver essa suposta tendinopatia diabética.

Inicialmente foi realizada uma revisdo da literatura buscando avaliar as
repercussdes que o exercicio fisico aerébio poderia ou ndo ocasionar na estrutura e
biomecanica do tenddo. Da revisdo, originou-se 0 primeiro artigo resultante desta
dissertacao intitulado - DOES AEROBIC PHYSICAL TRAINING PROMOTE
CHANGES IN STRUCTURAL AND BIOMECHANICAL PROPERTIES OF THE
TENDONS IN EXPERIMENTAL ANIMALS? A SYSTEMATIC REVIEW (incluido no
capitulo de Revisdo da Literatura e submetido para publicacdo no periédico Biology
of Sport - Conceito A2 na area 21 da CAPES). (Anexo A)

Este levantamento seria 0 ponto de partida para o entendimento das
possiveis alteracdes observadas apos a instalacdo do diabetes experimental nos
animais. Através da revisdo sistematica, foi elaborado um protocolo experimental
utilizando animais de laboratério, ratos Wistar, com o objetivo de avaliar o efeito do
exercicio fisico no tendao do calcaneo de ratos saudaveis e, posteriormente, o efeito
desta atividade aplicado de maneira preventiva em animais induzidos quimicamente
ao diabetes. Desde forma, imaginava-se que o exercicio fisico aplicado no periodo
pré-inducédo promoveria adaptacdes tendineas e metabdlicas de modo a exercer um
papel protetor.

Atendendo as normas vigentes do Programa de Pos-Graduacéo Strictu Sensu
em Fisioterapia da UFPE para a elaboracédo da dissertacdo, o presente exemplar

esta estruturado da seguinte maneira:
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Capitulo 1: Introducéo

Capitulo 2: Reviséo da Literatura

Capitulo 3: Hipotese Adotada

Capitulo 4: Objetivos

Capitulo 5: Materiais e Métodos

Capitulo 6: Referéncias: do corpo da dissertacao.

Capitulo 7: Resultados — apresentacdo dos resultados desse estudo no formato

de dois artigos originais:

Artigo Original 1 intitulado - Parametros biomecénico e estrutural do
tend&o de ratos submetidos ao exercicio fisico em meio aquético teve
como objetivo avaliar o efeito do exercicio fisico de natacdo sobre o
comportamento biomecanico e as propriedades estruturais do tenddo do
calcaneo de ratos Wistar saudaveis. Serd submetido ao periddico

International Journal of Sports Medicine, Conceito A2 na area 21 da CAPES.

Artigo Original 2 intitulado — O exercicio fisico preventivo em meio
aquatico pode retardar os disturbios metabdlicos e o efeito
degenerativo promovido pelo diabetes experimental no tenddo do
calcaneo de ratos Wistar? teve como objetivo avaliar o efeito do exercicio
fisico de natacdo aplicada de forma preventiva em animais induzidos
guimicamente ao diabetes experimental.

Capitulo 8: Consideragdes Finais.

Capitulo 9: Limitacbes do Estudo.

Capitulo 10: Anexos

Capitulo 11: Apéndices
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RESUMO

INTRODUCAO: Diabetes Mellitus ¢ uma sindrome metabdlica com indices de
prevaléncia alarmantes na populagcdo geral. As complicacbes causadas pelas
alteracdes metabdlicas, principalmente pelos niveis elevados de glicose circulante,
geram fragilidade do sistema musculo-tendineo, podendo cursar com degeneracao e
ruptura. Uma forma de diminuir o avancar da sindrome é utilizando terapéuticas que
aumentem a metabolizacdo da glicose pelo organismo, tendo o exercicio fisico como
propedéutica precipua. OBJETIVO: Realizar uma revisdo sistematica sobre as
repercussdes do exercicio fisico aerdbio sobre o tenddo de modelos experimentais
e avaliar o efeito do exercicio fisico aer6bio em meio aquatico pré e poés-inducéo
sobre as alteracdes dos paradmetros clinicos e metabdlicos e a instalacdo da
tendinopatia do tenddo do calcaneo em ratos induzidos ao diabetes experimental.
METODOLOGIA: foram utilizados 54 ratos Wistar machos (70 dias de vida; 314,579
+ 36,54) distribuidos aleatoriamente em quatro grupos, Grupo controle (GC; n=15),
Grupo Natacdo (GN; n=12), Grupo Diabético (GD; n=15), Grupo Diabético Natacao
(GDN; n=12). Os grupos treinados foram submetidos ao treinamento em um tanque
com temperatura da agua a 30+1°C, durante 1h/dia, 5 dias/semana durante oito
semanas, enquanto os nao treinados permaneceram restritos dentro das gaiolas.
Todos os animais receberam racdo e agua ad libitum, além de serem mantidos em
um ciclo invertido claro/escuro de 12h. A avaliacdo do consumo hidrico, ingestédo
sélida e urina foram realizadas em dois momentos do protocolo de treinamento,
contudo os niveis glicEmicos foram analisados durante todo o experimento. Apds o
periodo experimental, os animais foram eutanasiados e o tenddo do calcaneo da
pata traseira esquerda do animal coletado. O tenddo foi encaminhado para a
realizagdo do ensaio mecéanico em uma maquina de ensaio convencional EMIC
(modelo DL 500, Brasil) através de garras auto travantes e fixados a conectores de
metal (2,5 x 3,5 cm). As amostras tendineas foram tracionadas até o ponto de
fracasso e captadas por uma célula de carga. Do grafico tensdo x deformacéo foram
analisados os dados biomecénicos. Para a andlise estatistica foi utilizado o teste
ANOVA one-way (p<0,05). RESULTADOS: O exercicio fisico foi capaz de diminuir
0os niveis glicémicos dos animais diabéticos treinados, porém sem 0 retorno a
normalidade. Quanto as alteracbes biomecanicas e estruturais tendineas, o

treinamento ndo evitou o aumento da rigidez tendinea (mddulo elastico), a
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diminuicdo da area de secdo transversal e o aumento da tensdo no tend&o.
CONCLUSAO: O exercicio fisico em meio aquatico, aplicado de maneira preventiva
e continuada, ndo foi suficiente para reverter as complicacdes tendineas geradas
pelo diabetes, permanecendo o tenddo predisposto a lesGes, nem regularizar os
pardmetros clinicos avaliados. Contudo, um sinal de controle glicémico foi
perceptivel através do treinamento fisico apds a inducéo ao diabetes experimental.

DESCRITORES: Natacéao; tenddo; modelos experimentais; exercicio; biomecanica.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Diabetes Mellitus is a metabolic syndrome with alarming
prevalence rates in the general population. The complications caused by metabolic
alterations, primarily by high levels of blood glucose, generate fragility in the muscle-
tendon system, and can result in degeneration and rupture. One way to diminish the
progression of the syndrome is by using therapies that increase the metabolism of
glucose by the body, with physical activity as preventative treatment. OBJECTIVE:
To evaluate the effect of aquatic aerobic exercise, pre- and post-induction, on
changes of clinical and metabolic parameters and development of tendinopathy of
the calcaneal tendon in rats induced to experimental diabetes. METHODOLOGY: 54
male Wistar rats were used (70 days old; 314.57 + 36.549) distributed randomly into
four groups: Control Group (CG; n=15), Swimming Group (SG; n=12), Diabetic Group
(DG; n=15), Diabetic Swimming Group (DSG; n=12). The trained groups were
subjected to training in a tank with a water temperature of 30+1°C, during 1h/day, 5
days/week for eight weeks, while the sedentary groups remained restricted within the
cages. All animals received feed and water ad libitum, in addition to being kept in a
reversed light/dark cycle of 12h. The assessment of water consumption, solid intake
and urine were performed at two moments in the training protocol, however glucose
levels were analyzed during the entire experiment. After the experimental period, the
animals were euthanized and the calcaneus tendons of the animals’ left hind leg
were collected. The tendon was prepared for a mechanical test on a conventional
EMIC test machine (model DL 500, Brazil) through auto-locking claws fixed to metal
connectors (2.5 x 3.5 cm). The tendon samples were strained to the point of failure
and captured by a load cell. From the graph of strain x deformation, the
biomechanical data were analyzed. For the statistical analysis, the one-way ANOVA
test (p<0.05) was used. RESULTS: physical activity was able to lower the glucose
levels in trained, diabetic animals, but without a return to normality. As for the
biomechanical and structural changes in tendons, training did not prevent the
increase in tendon stiffness (elastic module), the decrease in transverse section area
and the increase in tension in the tendon. CONCLUSION: Physical exercise in an
aquatic environment, when applied in a preventive and continuous way, was not
sufficient to reverse complications in tendons caused by diabetes, leaving the tendon

predisposed to injuries, nor was it able to normalize the clinical parameters
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evaluated. However, a degree of glucose control was apparent through physical
training after the induction of experimental diabetes.

DESCRIPTORS: swimming; tendons; experimental models; exercise; biomechanics
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1. INTRODUCAO

1.1. Diabetes Mellitus

O sedentarismo associado aos habitos da sociedade pds-moderna tém se
tornado fator desencadeante para inUmeras doencas crénicas degenerativas. Dentre
estas o0 diabetes se apresenta com um aumento de incidéncia vertiginoso,
caracterizando-se, atualmente, como um problema de saude publica (MORAES et
al., 2010), e uma das principais ameaca a saude humana no século XXI (ZIMMET,
ALBERTI, SHAW, 2001).

Estimativas expdem numeros alarmantes de 366 milhdes de diabéticos por
todo o mundo, apresentando uma projecdo de aumento para 552 milhées em 2030
(WHITING et al., 2011). A contribuicdo da populagéo brasileira para estes valores é
de aproximadamente 8% entre a faixa dos 30-69 anos (MALERBI, FRANCO, 1992).

Considerada uma sindrome metabdlica, o diabetes decorre da falta de
insulina e/ou da incapacidade da mesma de exercer adequadamente sua funcéo no
organismo, podendo ser dividida etiologicamente em duas classes: a) diabetes do
tipo 1, originado pela destruicdo das células beta pancreaticas que produzem a
insulina capaz de transportar a glicose em nosso organismo. Em decorréncia da
auséncia deste horménio nestas condi¢cdes, os indices glicEémicos elevam-se
caracterizando o quadro de hiperglicemia que pode cursar com cetoacidose e o
Obito, caso nao seja controlada; e b) diabetes do tipo 2, originaria de uma resisténcia
a acdo da insulina ou de uma deficiéncia na secrecdo da mesma, podendo ser
originadria de fatores relacionados aos hébitos ndo saudaveis como dieta
hipercaldrica, obesidade e sedentarismo (Consenso Brasileiro Sobre Diabetes,
2002).

A hiperglicemia crbnica, quadro caracteristico da diabetes, ocasiona disturbios
e complicacdes que podem ser decorrentes de alteracbes micro e macro-vasculares
(RIBEIRO, OLIVEIRA, MELLO, 2007). Tais alteracbes podem culminar em
nefropatias, retinopatias, doencas vasculares aterosclerdticas e amputacdo de
membros (AGUIAR, VILLELA, BOUSKELA, 2007; ROSA, BARONI, PORTAL, 2007).
Além disto, inUmeras associacdes entre diabetes e patologias musculo-esqueléticas

foram descritas, sendo estas associacfes indiretas ou secundarias as complicacdes
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vasculares e/ou neurologicas (CHAMMAS et al.,, 1995; KOESTER, GEORGE,
KUHN, 2005; Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes, 2008; ROLIM et al.,
2009).

No tecido conjuntivo do tenddo, rico em colageno, ocorre uma série de
reacdes entre a por¢cdo amino-terminal do colageno e a glicose livre, denominada
glicosilacdo ndo enzimatica. Este processo é apontado por alguns autores como
determinante no processo degenerativo criado pelo quadro diabético (LE PAPE,
MUH, BAILEY, 1981; SENSI et al.,, 1995; BARBOSA, OLIVEIRA, SEARA, 2008),
assemelhando-se ao processo degenerativo do tenddo em decorréncia das
modificacdes na estrutura do coldgeno presentes no envelhecimento (MONNIER,
KOHN, CERAMI, 1984).

No intuito de evitar ou impedir o avanco da doenca e suas complicacdes, 0s
tratamentos séo utilizados de maneira criteriosa. Para os diabéticos do tipo 1 e 2, o
exercicio fisico tem se tornado um recurso terapéutico e preventivo importante no
manejo da sindrome (NIELSEN et al., 2006). Além disso, tratamentos que visam a
reeducacdo alimentar e aplicacdo de substancias que facilitem a metabolizacdo da

glicose tém sido utilizados.

1.2. Diabetes e o Exercicio Fisico

A utilizacdo do exercicio fisico aerébio isolado ou sua associagcdo com
exercicio de resisténcia tém demonstrado resultados relevantes no equilibrio
glicémico (SIGAL et al., 2007), na reducéo de hemoglobina glicada (MOSTARDA et
al., 2009), do peso corporal, melhorias no sistema cardiorrespiratorio e na saude
fisica geral de pessoas com diabetes (REID et al., 2010).

Um dos mecanismos relacionados a esta condicdo de regulacdo metabdlica
promovida pela pratica de exercicio fisico estd no ambito do trabalho muscular. O
musculo é responsavel por 30% do consumo glicémico corporal, além de estimular o
transporte de glicose através de mediadores GLUT-4 (PAULI et al., 2009),
promovendo uma maior captacdo e metabolizagdo da glicose disponivel no
organismo.

Concomitante ao processo anteriormente descrito, 0 exercicio fisico também
demonstrou ser importante no aumento do conteddo insulinico, promovendo uma
maior secrecdo deste hormonio em ilhotas pancreéticas isoladas em diabéticos do
tipo 1 (HUANG et al., 2011).
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Tancrede, Rousseau-Migneron e Nadeu (1982) foram os primeiros a
descreverem os beneficios do exercicio fisico quando aplicados em animais
induzidos ao diabetes experimental, obtendo melhorias na resisténcia a insulina e
uma diminuicdo nos niveis de glicose plasmatica apos treinamento ergométrica
durante 10 semanas.

Em outro estudo, Selagzi et al. (2008) submeteram ratos induzidos ao
diabetes, através de uma dose Unica de streptozotocina, a realizarem exercicio fisico
aerobio do tipo natacdo no intuito de analisarem a resposta da neuropatia periférica
ao treinamento. Os autores sugeriram um papel protetor e terapéutico do exercicio
fisico visto que diminuiam as laténcias dos potenciais de acdo muscular.

Shima et al. (1993), em um estudo realizado com ratos, demonstrou que o
aumento do exercicio fisico € efetivo na prevencao do desenvolvimento do diabetes
mellitus ndo insulino-dependente, provavelmente pelo aumento da sensibilidade a

insulina.

1.3. Propriedades Biomecanicas do tendao

A disposicao em paralelo das fibras de coldgeno ao eixo de movimentacao
tendinea propicia bastante resisténcia contra os estresses mecanicos ao qual o
tenddo é submetido constantemente nas atividades fisicas ou atividades do dia-a-dia
(KIRKENDALL, GARRETT, 1997).

A figura 1 (Adaptada de ALMEIDA-SILVEIRA et al., 2000) demonstra a curva
caracteristica formada pela carga e deformacdo impostas ao tenddo quando
tracionado até o ponto de ruptura, assim como a curva tracada pela tensdo e
deformacgdo. A partir destas curvas, é possivel identificar e quantificar parametros
biomecanicos inerentes ao tenddo e que podem caracterizar suas propriedades
(JUNG, FISHER, WOO, 2009).

a) Forca maxima — maximo de carga suportada passivamente pelo tendao

tracionado;

b) Deformacdo maxima — o maximo de alongamento imposto ao tendéo até a

completa ruptura;

c) Energia — quantidade de energia armazenada pela deformacao elastica do

tendao;
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d) Tensdo méxima — calculada pelo quociente da forca maxima suportada
pela area de secdo transversal do tendado, identifica a quantidade de
tensdo suportada pelas estruturas intrinsecas do tendéo;

e) Deformacdo especifica — taxa de alongamento desempenhada pelo
tenddo, calculada pelo quociente entre o comprimento inicial pelo
comprimento final,

f) Mdodulo de elasticidade — determinada pelo inclinagcdo da encontrada na
curva tensdo x deformacdo, a qual representa a viscoelasticidade tendinea

ou rigidez representativa do tendao quanto material biol6gico.

i

m

A FORGA MAXIMA // TENSAD MAXIMA .:‘

-7z

=

MODULO ELASTICO = INCLINACAOD
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TENSAO [MPa)

ENERGIA

YN ¥214123453 O¥0YINE0430

DEFORMAGAC (mm) DEFORMACAD (%)

Figura 1. A) Curva carga x deformacao; B) Curva tensédo x deformacéo (Adaptada de
ALMEIDA-SILVEIRA, M.l.; LAMBERTZ, D.; PEAROT, C.; GOUBEL, F. Changes in stiffness induced
by hindlimb suspension in rat Achilles tendon. Eur J Appl Physiol, v.81, p. 252-7, 2000)

A estrutura tendinea pode adaptar-se a diferentes situagcbes como o
treinamento fisico (BUCHANAN, MARSH, 2001), periodos de imobilidade (AMEIDA-
SILVEIRA et al., 2000) e patologias (OLIVEIRA et al., 2011). Segundo estes autores,
estas adaptacdes desencadeiam alteracdes biomecanicas que implicam em tenddes
mais rigidos e resistentes ou frageis e elasticos.

Por outro lado, o estudo da pratica do exercicio fisico sobre a estrutura
tendinea tem demonstrado aumento na sintese de colageno (LANGBERG,
ROSENDAL, KJAR, 2001), além de adaptacbes estruturais (BUCHANAN &
MARSH, 2002).
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Esta plasticidade estrutural, resultante da sobrecarga tendinea, foi apontada
por alguns pesquisadores, 0S quais observaram aumento da carga maxima
suportada pelo tenddo quando submetidos ao treinamento em meio aquatico
(SIMONSEN, KLITGAARD, BOJSEN-MOLLER, 1995) ou com treinamento de
corrida (WOO et al., 1980; WOO et al., 1981). Além disso, alteragBes na deformacéo
tendinea (WOO et al., 1980) e area de secao transversal (SOMMER, 1987) podem
influenciar diretamente o comportamento biomecanico do tendao.

O aprimoramento do tenddo como um material ténsil (VIIDIK 1967) e a
capacidade de armazenamento e transmissao de energia (ROBERTS et al., 1997)
sdo caracteristicas do comportamento biomecéanico passiveis de modificacdes
através do treinamento fisico (JUNG, FISHER, WOO, 2009).

N&o obstante, a instalacdo de patologias como o diabetes podem causar
degeneracdo tendinea e promover alteracdes biomecéanicas como o aumento da
deformacédo tendinea associada a uma diminui¢do da viscoelasticidade e reducéo da
area de secao transversal (OLIVEIRA et al., 2011).

Entretanto, um estudo recente (OLIVEIRA et al. 2012) demonstrou a
possibilidade de o exercicio fisico reverter as alteracbes biomecanicas originadas
apos a instalacdo do diabetes em modelos experimentais. Este estudo pode ser
referéncia para uma possivel protecdo do sistema tendineo caso seja submetido
previamente ao exercicio fisico.

Contudo, apesar de alguns estudos relataram o aumento da forca e da
stiffness (rigidez) do tendao associada ao exercicio fisico (BUCHANAN e MARSH,
2002) e de nenhum estudo até o presente momento ter avaliado as respostas
biomecanicas tendineas de animais submetidos previamente ao exercicio antes de
adquirir o diabetes, acredita-se que o exercicio fisica possa atenuar ou proteger da
instalacdo de comorbidades biomecanicas promovendo uma adaptacdo prévia do

sistema miotendineo.
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ABSTRACT

Objective: To develop a systematic review to evaluate, through the best scientific evidence
available, the effectiveness of aerobic exercise in improving the biomechanical characteristics
of tendons in experimental animals. Methods: Two independent assessors conducted a
systematic search in the databases Medline/PUBMED and Lilacs/BIREME, using the
descriptors of Mesh in animal models. The ultimate load of traction and the elastic modulus
tendon were used as primary outcomes and transverse section area, ultimate stress and tendon
strain as secondary outcomes. The assessment of risk of bias in the studies was carried out
using the following methodological components: light/dark cycle, temperature, nutrition,
housing, research undertaken in conjunction with an ethics committee, randomization,
adaptation of the animals to the training and preparation for the mechanical test. Results:
Eight studies, comprising 384 animals, were selected; it was not possible to combine them
into one meta-analysis due to the heterogeneity of the samples. There was a trend to
increasing ultimate load without changes in the other outcomes studied. Only one study met
more than 80% of the quality criteria. Conclusion: Physical training performed in a structured
way with imposition of overloads seems to be able to promote changes in tendon structure of
experimental models by increasing the ultimate load supported. However, the results of the
influence of exercise on the elastic modulus parameters, strain, transverse section area and
ultimate stress, remain controversial and inconclusive. Such a conclusion must be evaluated
with reservation as there was low methodological control in the studies included in this

review.
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INTRODUCTION

The tendon is a connective tissue responsible for the transmission of force from the
muscular tissue to the bones, promoting body movement. Its hierarchical structure composed
of collagen fibrils, organized into fascicles makes it a living structure and subject to
adjustments and modifications when subjected to overloads (WANG, 2006) imposed on the
body, in a planned, structured and repetitive way, in order to maintain or promote
improvements in the body, as observed during physical exercise (Caspersen, 1985).

The study of the practice of physical exercise on tendon structure has shown
improvement in vascularization post-physical exercise (COOK et al., 2005), increased
production of Interleukin-6 near the peritendinous structure (LANGBERG et al., 2002),
increased collagen synthesis (LANGBERG et al., 2001), in addition to structural adaptations
(BUCHANAN & MARSH, 2002).

To evaluate these structural adaptations, animal models are used in order to analyze
the tendon through biomechanical tests to the point of rupture of the tendon through
conventional mechanical test machines (ALMEIDA-SILVEIRA et al., 2000). However, the
large variety of these machines and the different outcomes of the tendons subjected to an
overload of exercise make uncertain the real contribution of this therapeutic modality.

Therefore, this review aims to evaluate, through the scientific evidence available, the
effectiveness of aerobic physical exercise in improving the biomechanical characteristics of

the tendon in animal models.

METHODOLOGY
This systematic review was carried out by means of a search in the databases of
MEDLINE/PUBMED and Lilacs/BIREME, without restriction of year or language. Through

the Medical Subject Headings (MeSH) the following descriptors were extracted for selecting
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articles: “motor activity”, “exercise, running”, “swimming”, “mechanical phenomenal”,
“mechanical stress”, “biomechanics”, “tendons” and “connective tissue”. In addition, the
following keywords were used: “Mechanical Test”, “Mechanical Properties”, “Mechanical
Trial”, “Physical Training”, “Training”, “Physical Activity” and “Treadmill Running”.
Moreover, a limitation was established to only include articles that used experimental animals
in the study.

The search was conducted in the electronic databases by two independent researchers
(MAB and PVCS) using a computer and a pre-defined protocol. A third evaluator (KDSL)
was consulted when necessary as an arbitrator for defining inclusion or non-inclusion of
articles contested between the researchers. Finally, data extractions were performed in
accordance with the evaluation criteria of the eligible studies.

For inclusion in this review, the studies had to 1) present intervention research that
assessed the tendon response of experimental animals of any species, submitted to aerobic
physical exercise, of any kind, by means of 2) the conventional mechanical test to the point of
failure of the tendon and 3) compare the group that had trained with a control group without
training. Studies were excluded where animals were subjected to surgical interventions to
repair the tendon, replacement of the anatomical part or structural sutures, the use of any
substances which could enhance or impair the biomechanics of the tendon (e.g., hormones,
medicines and anabolic agents), in addition to mechanical tests that used any form of in vivo
biomechanical assessment of the tendon.

The assessment of risk of bias of the studies was carried out by individual components
of the specific points which interfered in the internal validity of experimental studies, in
accordance with the recommendation of Hoojimans et al. (2010). In this way, the following
items were assessed: laboratory control over temperature, light/dark cycle, nutrition and

housing, randomization of the groups and the evaluation of the study by an ethics committee.
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With regard to the quality of the exercise protocol used in different studies, the
following aspects were analyzed: animal adaptation to the training and preparation of the
tendon for the mechanical test.

The following were considered as primary outcomes: ultimate load and elastic
modulus; as secondary outcomes: the transverse sectional area of the tendon, tendon strain,

and the ultimate stress reached by the tendon.

RESULTS

Of the 259 articles found, 10 were potentially eligible and selected for a more detailed
review. Of these, only seven met the search criteria with the inclusion of another article
selected from the list of references of the included studies (Figure 1).

In regards to the assessment of the quality criteria examined in this review, the studies
are linked chronologically in Table 1. These showed a methodological deficit, with only four
studies meeting 50% or more of the criteria analyzed.

The characteristics of the samples analyzed in this review are presented in
chronological order in the Table 2. Of these, a total of 384 animals were studied between
control groups (n=87) and exercised (n=105). In one study, the number of animals belonging
to the treatment group was not reported, but only the total number of animals used, 192
(SOMMER 1987). One study (VIIDIK, 1967) did not report the gender of species studied and
the age of the animal. As for the tendon chosen, the Achilles was the most frequent in the
eligible studies.

Concerning the modality of physical activity used in the studies, racing was prevalent,
being replaced by swimming without load in the study by Simonsen and collaborators (1995).
Two studies (SIMONSEN et al., 1995; LEGERLOTZ et al., 2007) presented a third group of

animals subjected to resistance training (anaerobic exercises of force). With respect to the
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training time, the studies ranged from three to 18 months depending on the protocol used in
each study (Table 2).

The relationship of the variables analyzed and the results of the eight studies included
in this review are described in Table 3. One of the studies (VIIDIK, 1967) had a significance
level (2p=0.1) different from those used by the other studies (p=0.05) and the study of
Sommer and collaborators (1987) do not report the statistical value of results found. The
elastic modulus presented contradictory results in two studies that found changes in this
parameter (Viidik, A 1967; VIIDIK et al., 1996), while an increase in the ultimate load
supported by the tendon in the mechanical test was found in three (WOO et al., 1960; WOO et
al., 1981; SIMONSEM et al., 1995) of the five surveys that analyzed this outcome. The
transverse section of the tendon had an increased value in two (WOO et al., 1981; SOMMER,

1987) of the four studies that investigated this variable.

DISCUSSION

Research on experimental animals has been viewed as a prerequisite for designing
studies in humans, because it helps the scientific community in the understanding of diseases
and the effect of interventions on the metabolism in general.

Research through translational studies is a striking example of the connection of
studies and laboratory discoveries being transformed into tools or means of targeted
treatments in clinical studies. In this way, basic research not only fulfills the role of
uncovering new discoveries through animal models, but also of enhancing and promoting
knowledge applicable in the future to patients and public health (AZEVEDO, 2009;

OLIVEIRA, 2009).
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Despite this scientific momentum, research involving animal experimentation has
shown shortcomings in methodological conceptions, compromising the accuracy and the
transition of these findings to clinical research (DIRNAGL, 2006).

The aim in this study, of assessing changes in the biomechanical characteristics and
structural properties of the tendon of animals subjected to aerobic training, by means of a
systematic review, found differences in the methodology of the studies, as well as
contradictory results regarding the effect of the training intervention.

With regard to the primary outcomes, this research found a tendency for increased
ultimate load supported by the tendons of animals that have undergone training in addition to
conflicting results regarding the elastic modulus. The former can be justified by the increase
of organic components (e.g. collagen) in the tendon structure when subjected to physical
training (WOO et al., 1980), while the latter finding requires better biomechanical research in
view of the disparity of outcomes.

Concerning the secondary outcomes, the ultimate stress produced controversial results
when subjected to physical training, while tendon strain showed biomechanical changes, in
only one study, reporting a decrease in this parameter that can be confirmed by increased
percentage of collagen fibers examined biochemically by the same author. On the other hand,
physical training was able to promote an increase in transverse section area, making it one of
the factors responsible for tendon plasticity. However, the diverse methods of evaluation used
in the absence of a gold standard of benchmarks, can derail the end result, making it
inconclusive.

Nevertheless, looking at the article which best managed the risks of biases
(LEGERLOTZ et al., 2007), it was not possible to detect any significant change resulting
from physical training both in structure and in the biomechanical properties of the tendon of

the sample in question.
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A systematic review has as its main focus not only to bring together major works
involving major changes in structural and biomechanical properties of tendons in
experimental animals submitted to aerobic physical training, but also to examine the
methodological process on which the articles were based to assess the trustworthiness of the
results found, whether they be positive or negative.

Among the methodological findings, only one study reported submission to an ethics
committee for the development of a research using experimental animals. Approval by a
committee specialized in the management of these specimens is necessary in order that the
research maintain a proper internal validity and a reproducible pattern of study, in addition to
not causing mistreatment. Despite the fact that the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals was created in 1963 and is widely used as basic reference in experimentation (ILAR,
2003), only one article (LEGERLOTZ et al., 2007) of this review reported the approval of the
research protocol by a committee specialized in animal studies.

The conflict of results found in the literature, primarily the discordant ones, deserves a
careful analysis of the methodologies which were undertaken in order to find fault or even
divergent points to justify differentiated results. In this way, the information about the
management of experimental animals, including the environment in which they were kept
during development of the experiment, nutrition, water supply, lighting, temperature, among
others, are all of extreme importance for the understanding of the experimental process in
which the animals were subjected (ELLERY, 1985). Despite this premise only two studies
reported the temperature at which the animals were kept (VIIDIK et al., 1996; NIELSEN et
al., 1998) and only three reported the light/dark cycle to which the animals were subjected
(VIIDIK et al., 1996; NIELSEN et al., 1998; LEGERLOTZ et al., 2007).

The temperature and the light/dark cycle under which the animals are kept can alter

metabolic rates, as well as cardiac pressure and frequency (LI et al., 1999; SWOAP et al.,
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2003, AZAR et al., 2008), which in animals subjected to aerobic training can affect animal
performance and compromise the results of the activity. In addition, changes in the light/dark
cycle may also affect corporal metabolism (body weight, ingested liquid, excretion) and
animal behavior by making it more aggressive (VAN DER MEER et al., 2004) and without
predisposition for training.

In our review, three studies did not report the manner in which the animals were kept,
singly or in groups (VIIDIK, 1967; SOMMER et al., 1987; SIMONSEN et al., 1995). In
research that requires the use of a large number of animals, their grouping in common or
individual environments completely influences their performance and adaptation before and
after the interventions. The animal population in a micro-environment can influence the
central hormonal responses (STRANAHAN, KHALIL and GOULD, 2006), hierarchical
dominance behavior (ARNDT et al., 2009), or even influence the immune system when the
animals are isolated. These differences make comparisons unreliable between studies using
isolated animals with those using groups (BARTOLOMUCCI et al., 2003).

In an attempt to keep a sensible default, as regards the methodology employed in
experimental research, the risks of biases in managing basic situations such as the amount of
food and water available to the animal or even the type of food that is made available, cannot
be neglected. Food restriction or changes in the supply of food can result in elevation of
corticosteroids with consequent changes in behavior and stress (HEIDERSTADT et al.,
2000). In addition, the need to maintain the same kind of food becomes necessary in order to
provide the same amount of proteins, carbohydrates and lipids. However, three studies
(VIIDIK, 1967; SOMMER et al., 1987; SIMONSEN et al., 1995) did not report the necessary
information about nutrition and supply of water and food.

In the case of assigning a new activity to the daily life of animals, it is imperative to

allow an adjustment period for the animals to become familiar with the space in which the
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procedure is performed in order to avoid any kind of stress to the animal. In only four works
was a period of adaptation of the animals to the training performed (WOO et al., 1981;
SOMMER, 1987; SIMONSEN et al., 1995; LEGERLOTZ et al., 2007).

The lack of adaptation of animals to the exercise can affect the final results of the
research, as can the method used for preparing the test of structures evaluated by the study.
When it comes to biomechanical testing of soft tissues such as tendon, after the storage period
of the anatomical part or even in the use of fresh tissue, the preconditioning of the tendon
structure has become a rule (CHENG; CLARKE; BILSTON 2009). This preconditioning
generates a baseline load level used to test the biomechanical properties, with the procedure
adopted appropriate for the type of tissue used (CONZA 2005). In this review, only three
studies (WOO et al., 1981; SIMONSEN et al., 1995; LEGERLOTZ et al., 2007) conducted
these adjustments before the mechanical test.

In this review we found studies that have identified changes of biomechanical
properties and others where exercise has not imposed any modifications. Studies with greater
internal control are needed to fill the existing scientific gap regarding the real contribution of

physical exercise to the biomechanical behavior of the tendon.

CONCLUSION

Physical training performed in a structured way with the imposition of overloads
seems to be able to promote changes in tendon structure of experimental models by increasing
the ultimate load supported. However, the result of the influence of physical training on the
parameters of elastic modulus, strain, transverse section area and ultimate stress, remain
controversial and inconclusive. Such a conclusion must take into account the low
methodological control of the studies included in this review. Thus, the implications of these

findings for future research in animal models include greater methodological control,
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specifically with appropriate randomization of samples, greater control of the conditions of

keeping animals and principally in the form of evaluation of biomechanical characteristics.
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(Preferred Reporting of Systematic Reviews and Meta-Analyses) (LIBERATI et. al., 2009).
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Table 1 - Quality of the studies included in the systematic review.

LABORATORY MANAGEMENT

AUTOR WATERAND  ETHICAL TRAINING PRE-
YEAR  TEMPERATURE LIGHTING HOUSING  FooD  PROTocoL RANDOMIZATION = \pAbTATION LOADING
NUTRITION
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WOO et al.,
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- ; ; ; ; - + +
al.. 1995
VIIDIK etal.
+ + + + ] - ; ;
1996
NIELSEN et
+ + + + ] - ; ;
al. 1998
LEGERLOTZ
- + + + + + + +
et al., 2007

+ variable studied; - variable not studied
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AUTOR SAMPLE GENDER SAMPLE TENDON  PHYSICAL PHYSICAL
YEAR AGE ACTIVITY PROTOCOL
o _ Rabbit - Tibialis 40 weeks of training. How the
WHEDs, 4 ae _ L Gender not Not informed posterior Treadmill  training was carried out was not
1967 TG =15 " : .
indicated - Peronei informed
Animals trained 8 months in a
Yucatan circular track and 4 months on a
Woo et al., CG=4 swine 12M at the start of - Digital Treadmill motorized treadmill. One hour per
1980 TG =5 Males and training extensors day at 1.6 m/s and an additional 30
females minutes per day at 2.2 m/s, 5 days a
week. A training of 12 months’
duration.
Conditioning during 1 month, 5 days
vucatan a week, at %km/h during 20 minutes.
Woo et al., CG=4 swine 12M at the start of - Digital : After_t_he £ Weeki the duration and
1081 TG =5 Males and training flexor Treadmill ve_locmes were increased to 60
females minutes at 6km_/h. Over' the next 8
months, the animals trained for 60
min/day at 6km/h with an additional
30min/day at 8 km/hr.
The groups of animals (except
L control) were subjected to the same
Sommer, i[r)wlf\clJlrSrLOer:j tor][(;} Wistar rats 4M z:‘:;ir;]einstart of - Achilles Treadmill progressive race until the 8" week.
HM 1987 ’ Males g tendon After the 8™ week, the animals were
of 192 rats . ) .
divided into speed training, endurance
and speed, and endurance only.
Simonsen et CG=19; Wistar rats CG-9M - Achilles Swimming 1*" week — 4 days of training for 30,
al., 1995 FTG =6; Males STG and FTG- 24M tendon 45, 60 and 75 minutes. In the
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Viidik et
al., 1996

Nielson et
al., 1998

Legerlotz et
al., 2007

STG=5

CG = 26;
TG =18
YCG =20

CG=21
TG =17
YCG =20

CG=20
RTG =20
WTG= 24

Sprague-
Dawley
rats
Males

Sprague-
Dawley
rats
Males

Sprague-
Dawley
rats
Females

STG and FTG- 29M
On the day of
sacrifice
CG-23M
TG - 23M
YCG -5M
On the day of
sacrifice
CG-23M
TG - 23M
YCG -5M
On the day of
sacrifice

10W at the start of
training

Tail tendon

- Tibialis
anterior

- Flexor

digitorum
longus

- Achilles
tendon

Treadmill

Treadmill

Running
Wheel

subsequent 15 weeks, 90 minute
trainings were conducted, 4 times a
week without extra loads.

Two training sessions per day, 5
times a week, for 18 months, with a
duration of 20 minutes for each
session at a speed of 20 m/s.

Two training sessions per day, 5
times a week, for 18 months, with a
duration of 20 minutes for each
session at a speed of 20 m/min.

The animals ran freely for 12 weeks,
maintaining an average daily distance
of 10.1+£2.9 km/day.

CG-control group; TG — Trained group; YCG — young control group; FTG — force trained group; STG — swim trained group; RTG — running trained group; WTG
— weight trained group; M — months; W — weeks
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Table 3- Characteristics of the eligible studies in terms of the variables analyzed.

AUTHOR ULTIMATE STRAIN TRANSVERSE ELASTIC ULTIMATE
YEAR LOAD SECTIONAL MODULUS TENSILE STRESS
AREA
Viidik, A %] @ NA TG 703.4+26.5 MPa NA
1967 CG 637+19.6 MPa
2p<0.10
Woo et al., *TG 1 *TG | *TG 1 NA *TG 1
1980 p< 0.005 p< 0.005 p< 0.005 p< 0.005
Woo et al., TG 1.95+0.06 10° N
1981 CG 1.63+0.07 10° N @ @ NA @
p<0.005
Sommer, HM TG 1.72 + 0.36 mm* TG 50.7+13.5 MPa
1987 NA NA CG 1.55+0.35 mm? NA CG 55.8+11.1 MPa
p- not reported p- not reported
Simonsen et al., TG-56.8 N
1995 CG-45N NA NA NA NA
p=0.01
Viidik et al., TG 350.1+21.9 MPa TG 457.2+21.9 MPa
1996 NA 7] NA CG 413.449.4 MPa CG 534+17 MPa
p<0.001 p<0.05
Nielson et al.,
1998 NA @ NA @ @
Legerlotz et al.,
2007 %) %) @ @ @

* value not reported; N — Newtons; MPa — Mega Pascal; mm?- square millimeters; @ — no significant difference; NA- not analyzed; TG- trained
group; CG — control group
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3. HIPOTESE ADOTADA

O exercicio fisico aerébio em meio aquatico aplicado nos periodo pré e pos-
inducdo do Diabetes poderia prevenir o desenvolvimento do processo

degenerativo do tenddo do calcaneo de ratos e preservar as caracteristicas
biomecénicas do mesmao.
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4. OBJETIVOS

4.1. GERAL

Avaliar o efeito do treino fisico aer6bio em meio aquatico pré e pds-inducéo
sobre as alteracdes nos parametros clinicos e metabdlicos e na instalacdo da
tendinopatia do tenddo do calcaneo em ratos induzidos ao diabetes

experimental.

4.2. ESPECIFICOS

Avaliar parametros clinicos e metabdlicos através da andlise da evolugéo

ponderal, da glicemia, da ingestdo de agua e racdo, e da diurese dos animais;

Realizar o ensaio mecanico para avaliar as propriedades estruturais (analise da
forca maxima suportada pelo tenddo, comprimento base tendineo, deformacao

maxima do tenddo e area de sec¢do transversal);

Avaliar o comportamento biomecanico do tenddo (analise do modulo de

elasticidade, tensdo maxima, energia/area e deformacéao especifica).
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. ANIMAIS

Para o estudo foram utilizados ratos machos da raga Rattus Novergicus
Albinus, linhagem Wistar, provenientes do biotério de criagdo do Departamento de
Nutricdo (70 dias de vida; 314,579 + 36,54) e mantidos no Biotério de
Experimentacdo do Departamento de Anatomia em gaiolas de prolipropileno de
tamanho 41x34x16 cm (quatro animais por gaiola), em ambiente climatizado (22
graus +1°), ciclo de luz claro/escuro invertido de 12 horas e acesso livre a racédo
(Labina® - Purina) e agua.

Todo o manejo e procedimento adotados estavam de acordo com o Guide for
the Care and Use of Laboratory Animal e aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade Federal de Pernambuco — UFPE
(ANEXO B).

5.2. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos
experimentais: a) Grupo Controle (GC, n= 15), animais ndo diabéticos e néao
treinados, restritos apenas as atividade no interior da gaiola, b) Grupo Controle
Diabético (GD, n= 15), animais ndo submetidos a nenhum tipo de treino, restrito
apenas as atividades no interior da gaiola e posteriormente induzidos ao diabetes
experimental, c) Grupo Treinado Natagdo (GN, n= 12), submetidos ao treino fisico
durante oito semanas e, d) Grupo Treinado Natacdo Diabético (GND, n= 12),
submetido ao treino fisico durante oito semanas e induzido ao diabetes

experimental.

2.3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Ao completarem 70 dias de vida os animais dos grupos de treino iniciaram o
periodo de treinamento pré-inducdo (quatro semanas), enquanto 0s animais
controles foram mantidos nas suas gaiolas. Na quinta semana do experimento, 0
treinamento foi interrompido para a realizacdo da inducdo ao diabetes para os

grupos GD e GND e reproducéo do estresse da inducéo nos grupos nao diabéticos e
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realizacdo das avaliagbes dos consumos hidricos, ingestdo alimentar e diurese
gaiola metabdlica 1, numa amostra aleatoriamente selecionada. Nas quatro
semanas seguintes os animais dos dois grupos de treino (GN e GND) continuaram o
periodo de treinamento durante mais quatro semanas. Ao final do periodo de
treinamento foi realizada as mesmas avaliacdes de consumo e diurese no periodo

da gaiola metabdlica 2 e em seguida a coleta do material tendineo. (Figura 1).

1 SEMana 4 semanas Semana da Coletado

(indugio) + de Gaiola Material

Gaiola

Metabdlica 1 treinamineto Metabdlica 2 141 dias

"
Ensaio Mecdnico

Figura 2. Fluxograma demonstrando o delineamento experimental utilizado no

estudo.

5.4. INDUCAO AO DIABETES

Ao completarem 96 * 2 dias de vida, (364,849 + 45,48) e ap0s um jejum de 14
horas, os animais foram induzidos ao diabetes experimental (tipo 1) através da
injecdo intraperitoneal de solucdo de Estreptozotocina (Sigma Chemical Co., USA)
60mg/kg de peso animal por via intraperitoneal diluida em solugédo tampé&o de Citrato
de Sdodio a 10 mM e pH 4,5, em dose Unica. Para os animais nao diabéticos, foi
realizado um estresse da injecdo com doses semelhantes de solucdo tampéo Citrato
de Saodio. Decorridos 30 minutos apos o procedimento todos os animais tiveram
acesso livre a racdo e a agua (LENZEN, 2008).

Os animais que apresentaram valores glicémicos acima de 200 mg/dL foram
considerados diabéticos e incluidos no estudo (CARVALHO, CARVALHO,
FERREIRA, 2003), enquanto 0os animais que permaneceram com niveis glicémicos

inferiores a esse patamar foram eutanasiados.

5.5. TREINAMENTO FISICO EM MEIO AQUATICO
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Todos os animais do GN e GND foram submetidos ao treino fisico aerobio de
natacédo em um tanque de amianto com 60 cm de comprimento, 50 cm de largura e
40 cm de profundidade, temperatura da agua de 31+1°C (Figura 2). O protocolo de
treino consistiu no total de oito semanas, subdividido em duas fases. A primeira fase
(fase pré-inducédo) teve a duracédo de quatro semanas. Na primeira semana (semana
de adaptacdo) os animais treinaram durante 10 minutos no primeiro dia e a cada dia
foi acrescentado mais 10 minutos. A partir da segunda a quarta semanas 0s animais
foram treinados durante 60 minutos, uma vez ao dia, cinco dias por semana
(NAKAO et al. 2000; GOBATTO et al., 2001). Entre a quarta e quinta semanas, 0
treinamento dos animais foi interrompido para realizacdo da inducédo ao diabetes. A
segunda fase (fase pés-inducdo) consistiu de quatro semanas de treinamento nas
guais 0s animais mantiveram o protocolo de 60 minutos. Os animais dos grupos néo
treinados permaneceram em suas respectivas gaiolas durante os periodos de

treinamento.

Figura 3 — Foto ilustrativa do treinamento dos animais no meio aquatico.

5.6. ANALISE METABOLICA, CONTROLE GLICEMICO E PONDERAL

Para a andlise do consumo hidrico, ingestdo alimentar e diurese foram
selecionados cinco animais (aleatoriamente) de cada grupo experimental e
colocados em gaiolas metabdlicas individuais (TECNIPLAST 3701M081) (Figura 3)
durante um periodo de 72 horas em dois momentos: 1) Aos 99 dias * 2 dias (Gaiola
Metabdlica 1) apos a inducdo do diabetes ou estresse da inducéo; e 2) Aos 130 dias

+ 2 dias, (Gaiola Metabdlica 2) na semana anterior a coleta do material (tend&o).
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Figura 4 — (A) Gaiola Metabdlica utilizada no experimento; (B) Céamara de
alimentacéo bi-partida; (C) Bebedouro para reservatorio de agua com dreno para
coleta de restos liquidos; (D) Processamento de separacdo de urina e fezes para

coletores individuais.

Para reduzir a influéncia da diferenca de peso encontrada em cada grupo
sobre as coletas, os achados foram apresentados e discutidos com a corre¢do do
peso do animal a cada 100g adotando os valores encontrados apos 48 horas dentro
da gaiola metabdlica.

A verificacdo da glicose foi realizada apés um jejum de 14 horas uma vez por
semana a partir do 60° dia de vida dos animais até o término do periodo de
treinamento, no terceiro e sétimo dias apds a inducdo com o objetivo de constatar a
instalacdo da diabetes e no dia da coleta do material. Para tanto foram utilizadas
fitas reagentes (Accu-Chek Activ) para dosagem da glicose sanguinea a partir de
uma gota de sangue extraida da cauda do animal.

Como forma de acompanhamento do estado nutricional, os animais foram
pesados em uma balanca digital (FILIZOLA, modelo BP6), trés vezes por semana, a

partir do 60° dia de vida até o ultimo dia do experimento.

5.7. COLETA DO MATERIAL

Apo6s o término do periodo de treinamento e do procedimento de avaliacéo
dos consumos na gaiola metabdlica, os animais foram anestesiados com uma
solugdo de Xilazina (Rompum® - Bayer) (10mg/Kg) e Cloridrato de Ketamina
(Ketalar®) (25mg/kg), 0,10 ml para cada 100g de peso do animal. A pata traseira
esquerda do animal foi removida e realizada a dissec¢ao e remoc¢ao do tendao do

calcaneo do rato preservando sua insercdo 0ssea e musculotendinea. O material foi
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umedecido em soro fisiolégico e encaminhado sob-refrigeracdo ao Laboratorio de
Engenharia Quimica - UFPE para a realizacdo do ensaio mecéanico logo apos o

momento da coleta.

5.8. ENSAIO MECANICO

Para a realizacdo do ensaio mecanico (Figura 4), o tendao foi acoplado em
dois conectores de metal (2,5 x 3,5 cm) um em cada extremidade. A extremidade
proximal composta pelo tendao do calcaneo e a juncdo mio-tendinea foi posicionada
superiormente e a extremidade distal composta pelo tenddo e sua jungdo com o
0Sso calcaneo, posicionada inferiormente, em posicdo anatdmica. Para melhorar a
fixacdo da peca anatbmica aos conectores, foi utilizada uma gota de monoacrilato
gel (super cola) e em seguida foi utilizada a formula da elipse para mensurar a area
da secgédo transversal do tenddo em seu terco medial (SILVEIRA e NERY, 1999).
Posteriormente, o conjunto (conector e tendao) foi conectado a uma maquina de
ensaio mecéanico convencional EMIC (modelo DL 500, Brasil) através de garras
auto-travantes, sendo em seguida aferido o comprimento da amostra para o ensaio.

As amostras tendineas foram tracionadas até o ponto de falha do corpo de
prova, com velocidade de 0,1 mm/s e célula de carga de 500 N. Dos ensaios foram
obtidos graficos de carga x deformacao os quais permitiram analisar as propriedades
estruturais: forca maxima (N), carga maxima suportada pela peca; deformacéo
maxima (mm), comprimento inicial do tenddo (mm) e deformacédo maxima alcancada
pelo ensaio. Apds normalizar a forga pela area da secao transversal e a deformacéo
pelo comprimento inicial obtive-se o grafico tensdo x deformacéo no qual se avaliou
as seguintes caracteristicas biomecéanicas tendineas: moddulo elastico (MPa),
representado através da tangente do angulo formado pela por¢do mais linear da
curva ascendente do gréafico; tensdo na forgca Maxima (MPa), calculada pelo
quociente da carga maxima suportada pela peca anatdmica pela area da secao
transversal; deformacgdo especifica (%), representado pelo quociente entre o
comprimento base e a deformagdo maxima multiplicado por 100 e energia/area

(N.mm/mm?).
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Figura 5 — (A) Maquina de ensaio, modelo EMIC DL 500; (B) Garras auto-travantes;

(C) Conector de metal; (D) Comprimento do tenddo em milimetros.

5.9. ANALISE ESTATISTICA

Quanto ao estudo estatistico deste trabalho, os dados foram apresentados
através de medidas descritivas como, medida de tendéncia central (média) e
disperséo (desvio padréo).

Em relagdo ao estudo da amostra, foi utilizado o teste de Kolmolgorov-
Smirnov, apresentando homogeneidade de sua distribuicéo.

Para o teste de hipoteses, comparando a média de dois grupos com
distribuicdo normal, utilizou-se o Teste t para amostras independentes (Independent-
Samples t-student Test). Quando foi necessaria a analise de trés ou mais grupos,
utilizou-se o teste de inferéncia de andlise de variancias (ANOVA on Way)
complementado por um exame Post-hoc (Bonferroni).

Os dados foram avaliados no software SPSS (Statistical Package for

Social Sciences 13.0) com nivel de seguranca de 95% de confiabilidade.
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RESUMO

Objetivos: Avaliar o efeito do exercicio fisico em meio aquatico, sem sobrecarga, no
comportamento biomecanico e estrutural do tendao do calcaneo de ratos. Métodos:
27 ratos machos Wistar (70 dias) foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos,
Grupo Controle (GC) (n=15) e Grupo Natacdo (GN) (n=12). O GC ficou restrito a
movimentos dentro da propria gaiola enquanto o GN foi submetido ao exercicio
fisico em meio aquatico em um tanque com temperatura da agua a 30£1°C, durante
1lh/dia, 5 dias/semana durante oito semanas. Os animais foram mantidos em um
ciclo invertido claro/escuro de 12h com ragédo e agua ad libitum. Apds oito semanas
de exercicio, foram anestesiados e coletados o tenddo calcaneo da pata traseira
esquerda e em seguida eutanasiados. O ensaio mecanico foi realizado em uma
maquina de ensaio convencional EMIC (modelo DL 500, Brasil). As amostras
tendineas foram tracionadas até o ponto de fracasso e captadas por uma célula de
carga. Do gréafico Tensdo x Deformacéo foram analisados os dados biomecanicos.
Para a analise estatistica foi utilizado o teste T-student (p<0,05). Resultados: A
tensdo maxima (p=0,009), forca maxima (p=0,03), energia/area (p=0,017) e mddulo
elastico do tendao (p=0,013) apresentaram valor maior no GN. Nao houve diferenca
nos demais parametros. Conclusédo: O exercicio fisico em meio aquético, sem
sobrecarga, foi um estimulo importante no aprimoramento do comportamento
biomecanico e das propriedades estruturais do tenddo do calcaneo. Em
contrapartida foi perceptivel também o aumento da rigidez tendinea refletido no
maior valor do médulo elastico.

DESCRITORES: exercicio, biomecéanica, modelo animal, tecido conjuntivo.
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INTRODUGCAO

Nos ultimos anos, os estudos tém se voltado a avaliar o comportamento da
plasticidade do tenddo quando submetido ao treinamento fisico (LANGBERG et al.,
2001) e como resultados, tem sido demonstrados, tanto adaptacdes de carater
estrutural da matrix celular tendinea (aumento das fibras colagenas e redugdo no
namero de nucleos celulares) (BARONE et al., 2009) como também modificacdes
nas propriedades biomecéanicas, sendo esses Ultimos achados, entretanto, ainda
escassos e de carater inconclusivo (LEGERLOTZ et al., 2007; BIRCH et al., 2008).

A atividade fisica em meio aquatico é frequentemente utilizada na
recuperacdo do sistema musculoesquelético (BRADY et al., 2008). Além disso,
constitui um modelo experimental bastante difundido em estudos relacionados a
resposta metabdlica deste sistema (MATSAKAS et al., 2006; GOMES et al., 2006;
OLIVEIRA et al., 2007), embora os estudos ndo sejam conclusivos com relagdo ao
comportamento das propriedades biomecanicas dos tenddes quando submetido a
esse tipo de atividade.

O tenddo possui a capacidade de transmitir a energia gerada durante a
contracdo muscular. Quando estas sao induzidas por uma atividade fisica podem
promover um aumento na capacidade tendinea de resistir as cargas elevadas
(Simonsen et al.,, 1995) e contribuir na melhora biomecéanica, em tenddes
parcialmente rompidos (SEE et al., 2004).

O entendimento do comportamento tendineo frente a atividade fisica em meio
aguatico torna-se imperativo visto que produzira subsidios e suporte para uma
utilizacdo mais embasada desta modalidade fisica no ambito clinico e no campo do
treinamento fisico.

Para tanto, hipotetizamos que o trabalho muscular promovido pelas
contracdes realizadas no exercicio em meio aquatico, e consequentemente
transmitidas ao tenddo, possa ser capaz de promover alteracdes perceptiveis no
comportamento biomecanico tendineo quando comparados com grupos sedentarios.
Desta forma, o objetivo do estudo foi avaliar se o estimulo gerado a partir do
trabalho muscular desenvolvido no meio aquatico sem carga promoveria alguma
modificagdo no comportamento biomecéanico e estrutural do tenddo do calcaneo de
ratos.



57

MATERIAIS E METODOS
Amostra

Foram utilizados 27 ratos machos da raca Rattus Novergicus Albinus,
(linhagem Wistar), 70 dias de vida; 322g = 26) mantidos em gaiolas de prolipropileno
de tamanho 41x34x16 cm (quatro animais por gaiola), em ambiente climatizado (22
graus +1°) e ciclo de luz claro/escuro invertido de 12 horas e acesso livre a racao
(Labina® - Purina) e agua. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois
grupos experimentais: a) Grupo Controle (GC), animais ndo submetidos a nenhum
tipo de treino, restrito apenas as atividade no interior da gaiola e, b) Grupo Treinado
Natacdo (GN), submetidos ao exercicio fisico durante oito semanas. Este estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade
Federal de Pernambuco - UFPE (protocolo n. 23076.028377/2010-25).

Exercicio em meio aquatico

Todos os animais do GN foram submetidos ao exercicio fisico aerébio em
meio aquético durante oito semanas em um tanque de amianto com 60 cm de
comprimento, 50 cm de largura e 40 cm de profundidade, onde era realizado o
exercicio, com a temperatura da agua a 31+1°C. A primeira semana de exercicio
consistiu na fase de adaptacdo dos animais ao meio aquatico, com duragédo de 10
minutos no primeiro dia com acréscimo de 10 minutos a cada dia da semana de
adaptacdo. Durante as sete semanas subsequentes os animais realizaram exercicio
fisico com duracédo de 60 minutos, uma vez ao dia, cinco dias por semana (NAKAO
et al. 2000; GOBATTO et al., 2001).

Coleta do material

Apés a anestesia dos animais com solucdo de Xilazina (Rompum® - Bayer)
(10mg/Kg) e Cloridrato de Ketamina (Ketalar®) (25mg/kg), (0,10 ml para cada 100g
de peso do animal), foi realizada a desarticulacdo e dissecacdo da pata traseira
esquerda do animal para coleta do tenddo do calcaneo do rato. O material foi
umedecido em soro fisiolégico e encaminhado sob refrigeracdo ao Laboratorio de

Engenharia Quimica - UFPE para a realizacdo do ensaio mecanico.

Ensaio Mecanico
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Para a realizagdo do ensaio mecanico, o tendao foi acoplado em dois
conectores de metal (2,5 x 3,5 cm) um em cada extremidade. A extremidade
proximal composta pelo tenddo do calcaneo e a juncdo mio-tendinea foi posicionado
superiormente e a extremidade distal composta pelo tenddo e sua juncdo com o
0sso calcaneo posicionado inferiormente em posicdo anatdbmica. Para melhorar a
fixacdo da peca anatbmica aos conectores, foi utilizada uma gota de monoacrilato
gel (super cola) e em seguida foi utilizada a formula da elipse para mensurar a area
da secéo transversal do tenddo em seu terco medial (SILVEIRA e NERY, 1999). Em
seguida, o conjunto (conector e tenddo) foi conectado em uma maquina de ensaio
mecanico convencional EMIC (modelo DL 500, Brasil) através de garras auto-
travantes, sendo em seguida aferido o comprimento da amostra para o ensaio.

As amostras tendineas foram tracionadas até o ponto de falha do corpo de
prova, com velocidade de 0,1 mm/s e célula de carga de 500 N. Dos ensaios foram
obtidos graficos de carga x deformacéo os quais permitiram analisar as propriedades
estruturais: Forca Maxima (N), carga maxima suportada pela peca; Deformacao
maxima (mm), Comprimento base do tenddo (mm) e deformacdo maxima alcancada
pelo ensaio. ApGs normalizar a forca pela area de secéo transversal e a deformacéo
pelo comprimento inicial obtivemos o gréfico tensdo x deformacéo no qual avaliamos
as seguintes caracteristicas biomecanicas tendineas: moédulo elastico (MPa),
representado através da tangente do angulo formado pela porcdo mais linear da
curva ascendente do grafico;, Tensdo na Forca Maxima (MPa), calculada pelo
quociente da carga maxima suportada pela peca anatdmica pela area da secao
transversal; Deformacdo Especifica (%), representado pelo quociente entre o
comprimento base e a deformacdo méaxima multiplicado por 100 e Energia/Area

(N.mm/mm?). (Figura 2).

Analise Estatistica

Para andlise estatistica dos dados foi utilizado o software SPSS versédo 13.
Foi realizado o teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov nos grupos e para o
estudo das variaveis foi utilizado o teste t-Student para as variaveis. Para todos os

testes foi utilizado o nivel de 5% de significancia.

RESULTADOS
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Dos 27 animais que iniciaram o experimento, sete foram descartados por
motivos de falhas no procedimento técnico. Os tenddes do GN apresentaram valores
maiores do que os do GC para os seguintes parametros: moédulo elastico (97,45%;
p=0,013), tensdo maxima (55,77%; p=0,009), energia/area (63,74%; p=0,017) e
forca méaxima suportada (41,16%; p=0,03). Os demais parametros avaliados nao
demonstraram diferencas entre os grupos (tabelas 1 e 2).

DISCUSSAO

O meio aquatico, em funcdo de sua densidade, favorece uma adequada
utilizacado para fins de exercicio e tratamento (WAJCHEMBERG et al., 2002). O
arraste realizado pelo movimento dentro da agua e o empuxo gerado pela mesma
simula um ambiente onde a descarga de peso corporal é reduzida, enquanto que a
resisténcia ao exercicio pode alcangar nivel intenso (TROUP 1999).

O tendao, considerado um tecido conectivo, apresenta papel importante na
transmissdo da forca gerada pela musculatura, no intuito de movimentar o
arcabouco 0sseo corporal de maneira eficiente (Wang 2006) e com o menor gasto
metabdlico exigido pela musculatura (BIEWENER, ROBERTS, 2000). Contudo, para
que o tenddo exerca esta funcdo, suas propriedades visco-elasticas e estruturais
necessitam estar integras e em perfeito funcionamento biomecéanico.

O modelo aplicado no presente estudo para o teste mecanico convencional,
utilizado para mensurar os parametros biomecénicos, foi semelhante aos dos
estudos de Almeida-Silveira et al. (2000) e Mdller et al. (2004) que demonstraram
ser um método reprodutivel para analise dos dados biomecanicos tendineos. A
escolha do tenddo do calcaneo para a analise foi em decorréncia da sua importancia
no movimento executado durante a natacdo e por apresentar um volume adequado
para as amostras tendineas, somando-se a localizacdo superficial que permitiu a
facil coleta para analise funcional.

O método utilizado para adaptacdo do tenddo a maquina de teste foi
semelhante ao apresentado por Almeida-Silveira e colaboradores (2000) e Oliveira e
colaboradores (2011). A ruptura do tenddo, em todos os testes, foi localizada
proxima a regido miotendinea na interface conector-tenddo, regido cujo stress a
tensdo € maior (LEGERLOTZ, RILEY E SCREEN 2010).

O meio aquatico como forma de resisténcia é utilizado em experimentacdes

de laboratorio por ser uma atividade que pode oscilar de leve a intensa dependendo
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da sobrecarga imposta (ARAUJO et al, 2010). No presente estudo utilizou-se um
modelo sem aplicagdo de sobrecarga visando uma atividade aerObia e de
intensidade leve (OLIVEIRA, LUCIANO, MELLO, 2004; OLIVEIRA et al., 2007) que
permitiu observar alteracbes no comportamento biomecanico e estrutural,
decorrentes do exercicio fisico aplicado aos animais.

Nos animais submetidos ao exercicio fisico em meio aquético, sem
sobrecarga, o moédulo elastico, representado pela parte “linear” na curva tensao x
deformacéo, demonstrou um valor maior na rigidez viscoelastica do tendao
provavelmente devido a resisténcia ou carga de trabalho imposta pelo exercicio.
Resultado similar, embora utilizando um modelo de exercicio diferente, foi
demonstrado por Birch, Wilson e Goodship (2008), os quais avaliaram a intensidade
forte e leve do exercicio fisico de corrida em cavalos. Nestes animais, observaram
um aumento no modulo elastico no tendao extensor digital comum daqueles que
realizaram exercicio de grande intensidade em comparacdo com o grupo de
exercicios leves. Os autores confirmaram esse resultado com analises bioquimicas
gue constataram uma diminuicdo na quantidade de agua no tenddo, porém com a
mesma propor¢do de colageno por peso seco, desta forma enfatizando a maior
rigidez do tendéo.

Da mesma forma, a Tensdo maxima apresentou valor aumentado
corroborando o estudo de Woo et al. (1980) que avaliaram a influéncia do exercicio
de corrida nas propriedades mecanicas do tenddo dos extensores digitais de suinos.
Embora a avaliagdo desse parametro em estudos com tecidos colagenosos néo
tenha grande importancia como achado mecanico, sendo de maior valor a avaliagao
da For¢ca méaxima e do deslocamento alcancado pelo tenddo (Viidik 1980), a tenséo
maxima reflete a quantidade de carga suportada por area tendinea testada.

O unico estudo que avaliou a biomecanica tendinea submetida ao exercicio
em meio aquatico, que pode ser comparado com os resultados do presente estudo,
foi o de Simonsen, Klitgaard e Bojsen-Moller (1995), o qual utilizou um protocolo de
exercicio de 15 semanas em meio aquatico, quatro dias por semana e com duragao
de 90 minutos em cada sessédo. Nele os autores observaram um aumento na forca
maxima do tenddo de ratos Wistar submetidos ao exercicio (29 meses de vida)
quando comparado aos controles que ficaram restritos a movimentacao na propria
gaiola. Segundo esses autores, o valor aumentado na for¢a tendinea poderia ser em

funcdo do numero elevado de contragcbes exigidas pelo exercicio no meio aquatico,
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submetendo o tendao a uma carga de trabalho mais elevada. No presente estudo, a
forca méxima também atingiu valores maiores no GN, mostrando que mesmo
protocolos de exercicio fisico de menor duracdo (8 semanas de treinamento /60
minutos/diarios) podem trazer resultados positivos na estrutura tendinea. Além disto,
os valores superiores do GN em relacdo aos resultados dos desfechos no médulo
elastico, tensdo maxima e forca maxima em nossa pesquisa, refletem uma evolucéo
do tend&o enquanto material.

Com relacéo a area de secdao transversal, o presente estudo ndo demonstrou
nenhuma alteragcéo entre os grupos avaliados. Este achado corrobora com o estudo
de Huang, Perry e Soslowsky (2004), o qual realizando um treinamento em esteira
de 16 semanas e de alta intensidade em ratos também n&o observou nenhuma
alteracdo macroscopica no tenddo ou em sua area de seccao transversa. Contudo,
diferentemente do nosso achado, Sommer (1987), utilizando o tend&do de calcaneo
de ratos submetidos ao treinamento de esteira também durante 16 semanas,
observou um aumento na area de seccdo transversa nos animais treinados com
endurance (oito semanas de treinamento progressivo de esteira seguido de mais
oito semanas de treinamento um minuto por dia com velocidades de 35 metros por
minuto). Isto sugere que a carga adotada no exercicio fisico possa influenciar a
plasticidade tendinea, ou seja, exercicios curtos de grande intensidade pode ser o
fator causador deste aumento na area da secdo transversal. A eficiéncia
biomecanica também pdde ser constatada através do aprimoramento do
armazenamento de energia elastica por area tendinea, ou seja, o tenddo do grupo
natacado apresentou uma relacdo energia/area maior que o grupo controle, tornando-
se capaz de potencializar mais energia no tendao revertendo-a em movimento. Este
achado corrobora o estudo de Roberts et al. (1997), os quais sugerem que
alteracbes no comportamento biomecanico podem induzir a um aumento no
armazenamento de energia.

O comprimento base ou inicial do tenddo, mensurado antes da realizagao do
teste mecéanico convencional, quando nao realizado de maneira adequada pode
superestimar os valores encontrados. Legerlotz, Riley e Screen (2010), estudaram a
influéncia do comprimento base nas propriedades biomecanicas dos tenddes da
cauda de ratos, constatando uma correlagdo entre o valor aumentado do
deslocamento do tenddo submetido ao teste mecanico em tenddes curtos e o valor

reduzido do modulo elastico nessas amostras. No presente estudo, entretanto, ndo
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foi observada diferenga entre os grupos quanto ao Comprimento Base do tendé&o e
Deformacao Especifica alcancada pelas amostras.

A resisténcia imposta pela agua na atividade fisica foi capaz de desenvolver
maior capacidade de resistir a sobrecargas no tendao, refletidos no aumento da
tensdo méxima e forca méxima, além de uma melhor eficiéncia biomecéanica
constatada pelo valor aumentado da energia/drea armazenada pelo tendao no grupo

treinado.

CONCLUSAO

O exercicio fisico em meio aquatico, sem sobrecarga, demonstrou ser um
estimulo importante no aprimoramento estrutural e no comportamento biomecanico
do tenddo do calcaneo. Além disso, a otimizacdo biomecéanica através do
aproveitamento da energia/drea armazenada pelo tenddo no grupo treinado né&o
sofreu a interferéncia do aumento da rigidez tendinea que foi refletida pelo valor

aumentado do moédulo elastico.
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Tabela 1 - Valores dos parametros biomecanicos do tenddo do calcaneo submetido
ao exercicio fisico em meio aquatico

PARAMETROS GRUPO GRUPO
AVALIADOS CONTROLE (n=10) NATACAO (n=10) P
Tensdo Maxima (MPa) 13,16 £ 5,8 20,50 £ 5,32 0,009
Deformacao Especifica (%) 78,05 + 25,49 96,61 + 34,58 0,189
Energia/Area (N.mm/mm?) 28,05+ 12,28 45,93 + 17,65 0,0172
Modulo Elastico (MPa) 24,78+ 19,09 48,93 + 19,87 0,013%

a— valores diferentes estatisticamente p<0,05 (teste t-Student); mm — milimetros; MPa — Mega Pascal; N —
Newtons; % - percentagem.

Tabela 2 - Valores das propriedades estruturais do tenddo do calcaneo submetido
ao exercicio fisico em meio aquatico.

PARAMETROS GRUPO GRUPO
AVALIADOS CONTROLE (n=10) NATACAO (n=10) P
Secdo Transversal (mm?) 1,85+0,36 1,71 +£0,36 0,418
Comprimento Base do
5,75+ 0,96 554+ 1,26 0,670

Tendao (mm)
Forca Maxima (N) 25,02 £ 13,27 35,32 £ 3,75 0,03°

b— valores diferentes estatisticamente p<0,05 (teste t-Student); mm — milimetros; N — Newtons; % -
percentagem.
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—

Figura 1: Maquina utilizada no ensaio mecéanico das estruturas tendineas. A —

Mensurac¢do do comprimento do tenddo em milimetros; B — Garras auto-travantes; C

— Conector de metal.
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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi avaliar o comportamento estrutural e biomecanico do
tendao do calcaneo e os parametros clinicos e metabdlicos de ratos induzidos ao
diabetes experimental e submetidos ao exercicio fisica pré e pos-inducdo em meio
aguatico. Matérials e métodos: foram utilizados 44 ratos Wistar machos (70 dias de
vida; 314,579 + 36,54) distribuidos aleatoriamente em quatro grupos, Grupo controle
(GC; n=15), Grupo Natacdo (GN; n=12), Grupo Diabético (GD; n=15), Grupo
Diabético Natacdo (GDN; n=12). Os grupos treinados foram submetidos ao
treinamento em meio aquatico por oito semanas, 60 minutos ao dia, cinco vezes por
semana, enquanto 0s grupos nao treinados permaneceram restritos as gaiolas.
Foram avaliados como parametros clinicos e metabdlicos o consumo hidrico,
ingestdo sélida, volume urinario e niveis glicémicos. Para o teste mecéanico do
tendéo, estes foram fixados a maquina de ensaio convencional EMIC (modelo DL
500, Brasil) através de garras auto travantes e fixados a conectores de metal. Do
teste, foram extraidos a forca maxima (N), modulo elastico (MPa), tensdo maxima
(MPa), area de secdo transversal (mm?) e deformacéo especifica (%). Para a andlise
estatistica foi utilizado o teste ANOVA one-way (p<0,05). Resultados: Os parametros
clinicos ndo apresentaram alteracdo mediante o treinamento pré e pdés-inducao,
permanecendo seus valores acima da normalidade. A andlise do tendao do GDN
mostrou valores aumentados para o moédulo elastico (p<0,01), tensdo maxima
(p<0,001) e valor menor para éarea de secdo transversal (p<0,001) quando
comparado ao GN, contudo nao apresentou diferenca quando comparado ao GD.
Concluséo: Os valores homogéneos apresentados pelos tenddes do GD e GDN
mostram que o treinamento fisico aplicado no modelo pré e pdés-indugdo néo
promoveu um efeito protetor na instalagdo do processo degenerativo da
tendinopatia.

DESCRITORES: propriedades mecanicas, animais, diabetes mellitus
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INTRODUCAO

Apesar da correlagdo existente entre o diabetes e disturbios
musculoesqueléticos, principalmente na estrutura tendinea, gerando afeccdes
degenerativas que prejudicam a funcao biologica e biomecanica (OLIVEIRA et al,
2011; FOX et al., 2011), pouca atencdo ainda tem sido dispensada ao estudo de
intervencdes que possam prevenir tal processo patolégico.

Segundo a American Diabetes Association (2012) o exercicio fisico
estruturado e planejado deve ser realizado como forma de manejo do diabetes na
prevencédo dos acometimentos gerados pela hiperglicemia crbénica. Esta intervencgao
eleva a necessidade energética do corpo e promove alteracdes no metabolismo
celular e no controle endocrino (MOSTARDA et al., 2009) podendo, em alguns
casos, aumentar a secrecao de insulina (HUANG et al., 2011), realizar o controle
glicémico (SOUTO, MIRANDA 2011) evitando a cronicidade e conter alguns riscos
cardiovasculares (HERBST et al., 2007).

Na estrutura tendinea, adaptacbes das propriedades estruturais e
biomecanicas, frente aos mais diferentes tipos de exercicio, tém sido demonstradas
através de estudos em animais experimentais (WOO et al., 1980; SIMONSEN,
KLITGAARD, BOJSEN-MOLLER, 1995; LEGERLOTZ et al., 2007). Especificamente
em atividades no meio aquético, apenas o estudo de SIMONSEN, KLITGAARD,
BOJSEN-MOLLER (1995) analisou a plasticidade tendinea em animais, observando
0 aumento da carga suportada quando submetido ao teste mecéanico de tracao
maxima. Contudo, todos estes estudos foram conduzidos em animais saudaveis,
livres de qualquer acometimento patologico, ndo existindo quaisquer referéncias
guanto ao desfecho do exercicio fisico em tenddes de humanos ou animais
diabéticos.

Recentemente, foi relatado que mecanismos ligados ao desenvolvimento
muscular com aumento do transporte de glicose através de mediadores da glicose
(GLUT-4) (PAULI et al.,, 2009) podem ser o caminho para parte da solugdo da
hiperglicemia cronica diabética.

Sendo assim, hipotetiza-se que o trabalho muscular desenvolvido pela série
de contra¢cBes impostas pela atividade aquatica, promova um aumento no consumo
de glicose corporal, diminuindo os niveis glicémicos e gerando um efeito protetor no
tenddo de ratos induzidos ao diabetes quando comparados a grupos sedentarios.

Por fim, o objetivo deste estudo foi avaliar o comportamento estrutural e
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biomecénico do tenddo do calcaneo de ratos induzidos ao diabetes experimental e
submetidos nos periodos pré e pés-inducdo o exercicio fisico em meio aquatico,

bem como os parametros metabolicos e clinicos.

MATERIAIS E METODOS
Animais

No estudo foram utilizados 54 ratos machos (Rattus Novergicus Albinus), da
linhagem Wistar (70 dias de vida; 314,57g +* 36,54) mantidos em gaiolas de
prolipropileno de tamanho 41x34x16 cm (quatro animais por gaiola), em ambiente
climatizado (22 graus +1°), ciclo de luz claro/escuro invertido de 12 horas e acesso
livre & racgéo (Labina® - Purina) e agua. (Estudo aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE -
protocolo n. 23076.028377/2010-25).

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos
experimentais: a) Grupo Controle (GC, n= 15), animais ndo submetidos a nenhum
tipo de treino, restrito apenas a movimentacao livre no interior da gaiola, b) Grupo
Controle Diabético (GD, n= 15), animais ndo submetidos a nenhum tipo de treino,
restritos apenas as atividade no interior das gaiolas e induzidos ao diabetes, c)
Grupo Treinado Natacdo (GN, n= 12), submetidos ao treino fisico com natacao
durante oito semanas e, d) Grupo Treinado Natacdo Diabético (GND, n= 12),

submetido ao treino fisico durante oito semanas e induzido ao diabetes.

Treinamento Fisico em Meio Aquéatico

Aos 70 dias de vida os animais dos grupos GN e GND iniciaram o periodo de
treinamento durante quatro semanas. A primeira semana de atividade consistiu na
adaptacdo dos animais ao meio aquatico, no qual os mesmos eram colocados em
um tanque de amianto com 60 cm de comprimento, 50 cm de largura e 40 cm de
profundidade, onde era realizado o treino, com a temperatura da agua a 31+1°C. Na
quinta semana experimental, o treinamento foi interrompido para a realizacdo da
inducéo ao diabetes. Na semana seguinte, 0os animais iniciaram o treino pos-inducao
gue consistiu em quatro semanas de treino durante 60 minutos, cinco dias por
semana (NAKAO et al. 2000; GOBATTO et al., 2001).

Durante o periodo de treinamento os animais dos grupos GC e GD foram

mantidos nas suas respectivas gaiolas.
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Inducéo ao Diabetes

Ao completarem 96 + 1 dia de vida, peso médio 364,849 * 45,48 e apds um
jejum de 14 horas, os animais foram induzidos ao diabetes experimental (tipo 1)
através de injecao de solucdo de Estreptozotocina (Sigma Chemical Co., USA) por
via intraperitoneal, diluida em tampé&o Citrato de sodio a 10 mM e pH 4,5, em dose
Gnica (60mg/kg de peso animal). Os animais dos grupos controles receberam a
mesma dose apenas de solucdo tampdao citrato de sodio para reproduzir 0 mesmo
estresse da inducado. Trinta minutos apés a inducgdo, todos os animais tiveram livre
acesso a ragdo e a dgua (LENZEN, 2008).

Todos o0s animais que obtiveram glicemia acima de 200 mg/dl foram
considerados diabéticos (CARVALHO, CARVALHO, FERREIRA, 2003) e uma

semana pos-indugao reiniciaram o treinamento de natacao.

Andlise Metabdlica e Controle Glicémico

A analise do consumo hidrico, ingestdo alimentar e diurese foi realizada
através de gaiolas metabdlicas (GM) (modelo TECNIPLAST 3701M081) durante um
periodo de 72 horas, em uma amostra aleatéria de cinco animais em cada grupo, em
dois momentos: 1) aos 99 dias (+ 1 dia), ap6s a inducdo ao diabetes ou stress de
inducao e, 2) aos 130 dias (+ 1 dia), semana anterior a coleta do material.

Para reduzir a influéncia da diferenca de peso encontrada em cada grupo
sobre as coletas, os achados estdo apresentados e foram discutidos com a correcéo
do peso do animal a cada 100g adotando os valores encontrados apds 48 horas
dentro da gaiola metabdlica.

A verificacao da glicose foi realizada apds um jejum de 14 horas, uma vez por
semana, a partir dos 60 dias de vida dos animais e trés e sete dias ap0s a inducéo
do diabetes utilizando fitas reagentes (Accu-Chek Activ) para dosagem da glicose

sanguinea a partir de uma gota de sangue extraida da cauda do animal.

Coleta do material

Apoés a anestesia dos animais com solucdo de Xilazina (Rompum® - Bayer)
(10mg/kg) e Cloridrato de Ketamina (Ketalar®) (25mg/kg), 0,10 ml para cada 100g
de peso do animal, seguida pela eutanasia com dessangramento, a pata traseira

esquerda do animal foi removida e realizada a dissec¢do e remoc¢ao do tendao do
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calcaneo do rato. O material foi umedecido em soro fisiolégico e encaminhado sob
refrigeracdo ao Laboratorio de Engenharia Quimica - UFPE para a realizagdo do

ensaio mecanico.

Ensaio Mecénico

Para a realizagdo do ensaio mecanico, o tendao foi acoplado em dois
conectores de metal (2,5 x 3,5 cm), um em cada extremidade. A extremidade
proximal composta pelo tenddo do calcaneo e a juncdo mio-tendinea foi posicionada
superiormente e a extremidade distal composta pelo tenddo e sua jungdo com o
0sso calcaneo posicionada inferiormente em posicdo anatdbmica. Para melhorar a
fixacdo da peca anatbmica aos conectores, foi utilizada uma gota de monoacrilato
gel (super cola) e em seguida foi utilizada a formula da elipse para mensurar a area
da secao transversal do tenddo em seu tergco medial (SILVEIRA e NERY, 1999). Em
seguida, o conjunto (conector e tenddo) foi conectado em uma maquina de ensaio
mecanico convencional EMIC (modelo DL 500, Brasil) através de garras auto-
travantes, sendo em seguida aferido o comprimento da amostra para o ensaio.

As amostras tendineas foram tracionadas até o ponto de falha do corpo de
prova, com velocidade de 0,1 mm/s e célula de carga de 500 N. Dos ensaios foram
obtidos graficos de carga x deformacdo, 0s quais permitiram analisar as
propriedades estruturais: forca maxima (N), carga maxima suportada pela peca;
deformacdo maxima (mm), deformacdo maxima alcancada pelo ensaio, além de
parametros como area de secdo transversal (mm?) e comprimento inicial do tendao
(mm). Ap6s normalizar a forca pela area da secéo transversal e a deformacéo pelo
comprimento inicial, obteve-se o grafico tensdo x deformacéo no qual se avaliou as
seguintes caracteristicas biomecéanicas tendineas: modulo elastico (MPa),
representado através da tangente do angulo formado pela por¢cdo mais linear da
curva ascendente do gréafico; tensdo na forgca Maxima (MPa), calculada pelo
quociente da carga maxima suportada pela peca anatbmica pela area da secgéo
transversal; e a deformacdo especifica (%), representado pelo quociente entre o

comprimento base e a deformacédo maxima multiplicado por 100.

Analise Estatistica
A andlise estatistica dos resultados foi realizada com o software SPSS versao

17. Foi aplicado o teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov nos grupos e para o
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estudo das variaveis foi utilizado o teste ANOVA one-way com nivel de significancia
de 5%.

RESULTADOS

Durante o experimento houveram perdas amostrais nos grupos: GC, trés
amostras por problemas técnicos na maquina de ensaio mecanico - pane de energia
e duas amostras perdidas no momento do ensaio — o tenddo deslizou no conector;
GN, dois animais foram a 6bito por causas nao identificadas; GND, uma amostra
perdida no momento do ensaio — o0 tenddo deslizou no conector; e no GD, duas
amostras por nao alcancaram o0s niveis ideais para considera-los diabéticos. Desta
forma, foram avaliados 10 amostras no GC, 10 amostras no GN, 11 no GND e 13 no
GD.

Analise metabdlica e controle glicémico

Os dados dos dois momentos de analise nas gaiolas metabdlicas estdo
dispostos na Tabela 1. Observou-se uma diminuicdo do peso dos animais, 96 horas
apos a inducdo do diabetes experimental, assim como aumento na ingestdo de
liquidos e racao e na eliminac&o de urina na GM 1. O protocolo de treinamento fisico
anterior e apés a inducéo ao diabetes nao foi capaz de normalizar o metabolismo do
animal, permanecendo, desta forma, com os valores analisados aumentados e com
uma diminuicdo do peso corporal bastante evidente nos animais diabéticos.

Quanto ao controle glicémico, os valores médios das glicemias dos animais
no periodo experimental estdo dispostos na Figura 1. A glicemia dos animais
diabéticos submetidos ao exercicio fisico apresentaram uma redugédo de 24,7%
(p<0,01) comparados com os valores do grupo diabético sem exercicio no dia da
eutanasia, porém com estes valores ainda muito acima do normal. Contudo, alguns

animais do GND apresentaram valores glicémicos abaixo de 200 mg/d! (Figura 2).

Analise estrutural e biomecéanica do tendao

Os comportamentos estrutural e biomecanico do tend&o apresentaram
algumas modificagcbes (Figura 3 e 4). Observou-se um aumento no valor do médulo
elastico nos tenddes induzidos ao diabetes tornando-o um material mais rigido. Em

relacdo ao GD e GND houve um aumento de 202% e 198%, respectivamente.
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A area da secdo transversal apresentou uma diminui¢cdo de 44% no GD e de
47% no GND quando comparado com o valor do grupo controle, além de um

aumento da tensdo do GD e do GND de 123% e 182%, respectivamente.

DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo corroboraram os resultados ja descritos
anteriormente por nosso grupo de pesquisa (OLIVEIRA et al, 2012) os quais
demonstraram alteracbes nas propriedades estruturais e biomecanicas tendineas
decorrentes da instalacdo do quadro diabético. Contudo, o protocolo de exercicio
fisico aplicado pré- e pos-indugcdo ndo se mostrou eficiente para reverter as
alteracdes na biomecanica do tenddo nem tampouco nos parametros metabolicos
avaliados.

O aumento no modulo elastico nos animais induzidos ao diabetes
experimental reflete uma maior rigidez ao tenddo como material, o que o transforma
em um tecido menos propicio ao armazenamento e transmissao de energia para o
arcabouco 6sseo, funcdo imperativa do tecido tendineo para 0s movimentos
corporais e principalmente para a locomocao. Este aumento na rigidez pode estar
relacionado a desorganizacdo causada nas fibras coladgenas que, em sua
normalidade, apresentam-se dispostas em paralelo (REDDY 2003), tornando-o
predisposto as rupturas.

O valor diminuido da area da secao transversal dos tendfes dos animais
diabéticos corroboram com os achados anteriores deste grupo de pesquisa
(OLIVEIRA et al., 2011), o qual sugerem que a diminuigdo nao pode ser relacionada
unicamente as alteracbes do tecido colagenoso, mas também ao baixo peso dos
animais e ao aumento da diurese.

Por outro lado, o aumento da tensdo maxima suportada pelo tendao pode
gerar uma falsa impressao de melhora biomecénica. A tenséo é calculada a partir do
quociente entre a carga suportada pelo tendao e a area da sec¢éo transversal. Como
ndo houve alteracdo entre os grupos na carga maxima suportada pelo tendao, a
diminuicdo da area da secao transversal tornou-se determinante para este aumento
no parametro biomecéanico. O aumento consideravel constatado em nosso estudo
corrobora com os encontrados por Reddy (2003 e 2004) e Oliveira et al. (2011).

O exercicio fisico desenvolve o tecido muscular e, concomitantemente,

promove o aumento da captacdo de glicose circulante através de transportadores



76

Glut-4 reduzindo os niveis glicémicos (PAULI et al., 2009). A reducao dos niveis foi
perceptivel nos animais do GND chegando ao ponto de apresentar em alguns
animais com faixas consideradas normais (Figura 1). Contudo, o efeito n&o foi
suficiente para alcancar a faixa glicémica dos animais controles.

Desta forma, alteracdes como polidria, polidipsia e polifagia, caracteristicas
em individuos diabéticos ndo apresentaram retorno as condigdes normais neste

modelo de tratamento preventivo e continuado.

CONCLUSAO

O exercicio fisico em meio aquatico, aplicado de maneira preventiva e
continuada, nao foi suficiente para reverter as complicacdes tendineas geradas pelo
diabetes, permanecendo o tenddo predisposto a lesbes, além de ndo promover um
controle nos parametros de consumo liquido e sdélido, assim como na excrecao de
urina. Contudo, um sinal de controle glicémico foi perceptivel apés a indugdo ao

diabetes experimental.
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Figura 2 — Avaliacdo de uma amostra do grupo natagao diabético. Linha pontilhada determinando

valor limitréfe da normalidade glicEmica em ratos wistar.
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Tabela 1- Acompanhamento metabdlico dos animais nas gaiolas metabdlicas (GM)
com os valores representados em média e desvio padrao.

GRUPOS PESO RACAO AGUA URINA
GM 1 (grama) (gramas)* (mililitros)* (mililitros)*
GC 397,2 + 49,16 7,49 £ 0,47 14,64 £ 4,43 4,06 + 0,35
GD 350,4 + 35,31 11,3+ 1,62° 54,61 + 7,88° 41,63 + 8,40°
GN 399,2+31,41 6,76 + 0,7¢ 10,02+1,8 3,92+1.31

GND 328 +21,58*° 11,47 +0,99% 4944 +6,94%° 37,43 +5,76%¢

GRUPOS PESO RACAO AGUA URINA
GM 2 (grama) (gramas)* (mililitros)* (mililitros)*
GC 450,8 + 49,10 5,76 + 0,87 9,70 + 2,32 3,17 £+ 0,78
GD 297,2 +28,51° 16,89+1,58° 88,06 + 13,01° 68,8 + 10,14°
GN 451,2 + 32,01 6,42 + 0,48 11,17 + 2,37 3,08 + 0,39

GND 2724 + 44,39% 1855+2,73% 0528 +19,56% 74,59 +19,96%¢

*valores metabdlicos referentes a 100 gramas de peso do animal; (a) GC—GND
p<0,05; (b) GN—GND p<0,05; (c) GC—GD p<0,0001; (d) GN—GND p<0,0001; (e)
GC—GND p<0,0001.



85

8. CONSIDERACOES FINAIS

O diabetes tipo I, quimicamente induzido, reproduziu alteracbes clinicas
esperadas como a polidipsia, polifagia e a producdo em excesso de urina diaria,
além da perda de peso corpéreo dos animais com o desenvolvimento da sindrome.
Além disso, 0 aumento nos niveis glicémicos foi bastante evidente.

No ambito do comportamento biomecanico e estrutural do tendéo, a sindrome
diabética foi capaz de promover a reducao da area de secao transversal, aumento
da tensdo no tenddo e aumento no valor do médulo elastico, refletindo em maior
rigidez do tenddo como material. Tais apontamentos transformam o tenddo em um
tecido aquém de sua fungdo de transmitir a energia advinda da musculatura gerada
durante o movimento corporal. Desta forma, o tendao tornou-se mais friavel, ou seja,
sujeito a lesdes e/ou rupturas.

O exercicio fisico em meio aquatico a qual foram submetidos os animais,
demonstrou no tenddo saudavel ser eficiente em desenvolver o potencial
biomecanico e estrutural. Contudo, nos animais diabéticos nao foi eficiente para
promover um efeito protetor na instalacdo do processo degenerativo da tendinopatia.
No entanto, em relacdo aos niveis glicémicos, o exercicio fisico promoveu uma
pequena reducao neste parametro, mostrando ter um papel importante na regulagéao
metabolica na auséncia e/ou diminuicdo de substancias essenciais ao organismo

(insulina).
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9. LIMITACOES DO ESTUDO

Pesquisas que envolvem o estudo do comportamento biomecéanico de tecidos
tendineos através de testes de cargas progressivas (teste de tracdo), sofrem a
influéncia de uma serie de fatores, dentre elas os parametros utilizados no ensaio, 0
manuseio da peca anatdmica testada e o tipo de material que devera ser testado.

Sabe-se que as propriedades mecanicas do tendao sofrem a influéncia do
posicionamento adotado no ensaio mecanico que, na maioria das vezes, nao
respeita a biomecanica tendinea (angulacdo das fibras tendineas), a forma como é
conectado o tenddo a maquina (gripping), além da idade do animal e da espécie o
qual pertence. Portanto, este estudo objetivou analisar os valores biomecéanicos e
estruturais obtidos pelo ensaio mecanico de tracdo entre 0s grupos experimentais

avaliados, em detrimento a comparacao de valores disponiveis na literatura.
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on Chaves, s/n
- PE - Brasil
8351

Recife, 11 de agosto de 2010.
Oficio n° 308/2010

Da Comiss&o de Etica no uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof®: Silvia Regina Arruda de Moraes
Departamento: Anatomia

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n°® 23076.028377/2010-25

Os membros da Comisséo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado, “Avaliacdo comparativa do efeito dos treinamentos fisicos em esteira
e natacao sobre a instalagcao da tendinose do calcdneo em ratos diabéticos.”

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizacdo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s&o adotadas como critérios de
avaliagdo e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 11.794
de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais para fins cientificos e

didaticos.
Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a serem

realizados.

Observacéo: Atenciosamente,
Origem dos animais: Biotério do Departamento de Anatomia,

90 (noventa).

Presidente do CEEA
UFPE

8350 b
(\V

Animais: Ratos, sexo: Machos; Idade: 60 dias; N° de Animais : WM OSen_

I Profa. Maria Teresadansem
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11.3. APENDICE C — Resumo publicado In Press (Conceito A2 - CAPES)

Physical Therapy in Spart oo (A012) 1-6

Contents lists eveilable at SciVeme Sciencelirect

Physical Therapy in Sport

journel homepage: www.elsevier.com/ptsp

Proceedings from the 2011 Brazilian Sports Physical Therapy Society (SONAFE)
Biennial Conference, 11-14 November, Maceio, Brazil: Selected abstracts

EVALUATION OF THE BIOMECHAMNICAL BEHAVIOR OF TENDOMN IN RATS SUBJECTED TO PHYSICAL ACTIVITY
IN WATER

Mancio Bezerra, Gabriel Mesquita, Karyne Novaes, Raissa Silha, Anna Nascimento, Silvia Moraes

Universidade Federal de Fernomibneca - UFFE, Brazil

Purpose: To evaluate the effect of physical activity in water on the biomechanical properties of the Achilles tendon in rats.

Methods: Twenty-five male Wistar rats (70 days old; 336+ 37 g) were mndomly asimed into two groups: Sedentary Control Group (S0G, 0= 15) and
Swimming Trained Group (5TG, n= 100, The 5006 was limited to movements within the cage while the 5TG was submitted to physical activity in water in
a tank with a water temperature of 30 + 1 °C for 1 howrfday, 5 daysiweek for eighit weeks. All animals rece ived food and wa ter ad I ner, and were kept in
areversed 12 hlkght/dark cycle. After eight weelks of activity, the rats were ewthanized and the Achilles te ndon of the left hind leg was collected . The tendon
was then subjected to mechanical testing in a comventional testing mach ine, wsing s if- locking jaws and secured with metal connectors. The tendons were
pulled o the point of Gilwee at a speed of 00 mmy's and captured by a load cell of 500 M. Statistical analysis was performed wsing the Stedent’s t test and
Ml mn-WWihi tey pest (p 2 DU0S).
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