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RESUMO

Objetivo: Comparar os efeitos de um protocolo de exercicio de natacdo sem
sobrecarga com um protocolo de exercicio de resisténcia de salto em meio aquatico
sobre o déficit 6sseo de fémures e os parametros clinicos e metabdlicos de ratos
diabéticos. Métodos: Cento e oito ratos machos, Wistar, 60 dias de vida, distribuidos
em seis grupos com 18 animais: Grupo Controle Sedentario — GCS, Grupo Controle
Natacdo — GCN, Grupo Controle Treino de Resisténcia — GCTR, Grupo Diabético
Sedentario— GDS, Grupo Diabético Natacdo — GDN e Grupo Diabético Treino de
Resisténcia — GDTR. A indugdo ao diabetes foi feita por estreptozotocina. Os
protocolos de exercicio tiveram duracédo de 9 semanas. Foram avaliadas a ingestao
de liquidos e sdlidos, diurese, glicemia e peso corpéreo dos animais. Os fémures
direito e esquerdo dos animais foram coletados, pesados, aferidos seus
comprimentos e encaminhados para as andlises densitométrica e biomecanica,
respectivamente. Resultados: Os animais de todos o0s grupos diabéticos
apresentaram pesos corporais finais inferiores, e diurese, ingestdo alimentar,
consumo hidrico e niveis glicémicos aumentados em relacédo aos controles (p<0,05).
Os fémures dos animais diabéticos mostraram pesos e comprimentos menores em
relacdo aos animais dos grupos controles (p<0,05), e o peso dos fémures dos
animais do GDN foram menores comparados aos fémures dos animais do GDS
(p<0,05). Foi observada uma reducdo na tensdo maxima e na forca maxima nos
fémures no GDS em comparacdo aos controles (p<0,05); a forca maxima dos
fémures no GDN mostrou-se reduzida em comparacdo aos animais no GDS
(p<0,05); o médulo elastico e a forca maxima dos fémures no GDTR mostraram-se
reduzidos em comparacdo ao GDS (p<0,05); e a deformacdo maxima dos fémures
apresentou-se aumentada no GDTR em relagdo ao GDS (p<0,05). Os animais do
GDS apresentaram menores valores médios de densidade 6ssea na cabeca femoral
e no condilo lateral do fémur quando comparados aos animais do GCS (p<0,05). Os
animais do GDTR mostraram menores valores médios de densidade 0ssea na
cabeca femoral comparados aos animais do GDS, e menor densidade na diafise
média do fémur em relacdo ao GDS e GDN, além de maior densidade 6ssea no
condilo lateral do fémur em comparacdo ao GDS (p<0,05). Os animais do GDN
apresentaram maior densidade 0ssea no condilo lateral do fémur em relacdo ao
GDS (p<0,05). Conclusao: O diabetes experimental promoveu intensas alteracdes
metabdlicas nos animais, assim como déficits biomecénico e densitométrico
importantes na estrutura éssea do fémur. As modalidades de exercicio empregadas
ndo foram eficientes em reverter 0s prejuizos biomecéanicos, no entanto,
conseguiram aumentar a densidade 6ssea na regido do céndilo lateral do fémur,
representando um efeito osteogénico positivo dos exercicios aquaticos sobre uma
area especifica de osso trabecular.

Palavras Chave: Densitometria. Diabetes mellitus. Fémur. Exercicio. Propriedades
biomecanicas; Ratos Wistar.



ABSTRACT

Objective: To compare the effect of a swimming exercise protocol without overload
and a resistance exercise protocol in water on bone deficit of the femur and on
clinical and metabolic parameters in diabetic rats. Methods: At the age of 60 days
one hundred and eight male Wistar rats were divided into six groups with 18 animals
each: Sedentary Control Group — SCG, Swimming Control Group — SwCG,
Resistance Training Control Group — RTCG, Sedentary Diabetic Group — SDG,
Swimming Diabetic Group — SwDG, and Resistance Training Diabetic Group —
RTDG. Diabetic animals were induced to diabetes by streptozotocin. Exercise
protocols had a 9 weeks duration. Were monitored during the experiment: water
intake, food intake, dieresis, glucose and body weight. Right and left femurs were
collected, their weighs and lengths were measured, and them they were referred to
densitometric analysis and to biomechanical evaluation, respectively. Results: The
animals of all diabetic groups had lower final body weights, and increased diuresis,
food intake, water consumption and glucose levels compared to controls (p<0.05).
The femurs of animals in all diabetic groups showed lower weights and lengths
compared to control animals (p<0.05), and the femur weight of the GDN animals
were lower compared to sendetary diabetic animals (p<0.05). A decrease in the
maximum stress and maximum strength was observed in the femurs of GDS animals
compared to controls (p<0.05); the femur maximum strength of GDN animals was
reduced compared to GDS animals (p<0.05); the elastic modulus and maximum
strength of the femurs of GDTR animals proved to be reduced compared to GDS
(p<0.05); and the femur maximum strain increased in GDTR animals compared to
GDS (p<0.05). The GDS animals had lower mean values of bone density in femur
head and in femur lateral condyle when compared to GCS animals (p<0.05). The
GDTR animals showed lower mean values of bone density in femur head compared
to GDS animals and lower density in the middle femoral shaft compared to GDS and
GDN animals, besides higher bone density in femur lateral condyle compared to
GDS animals (p<0.05). The GDN animals had higher bone density in femur lateral
condyle compared to GDS animals. Conclusion: Experimental diabetes promoted
intense metabolic changes in animals as well as important biomechanical and
densitometric deficit in femur bone structure. Any of exercise modalities used in this
study were effective in reversing the biomechanical losses, however, were able to
increase bone density in femur lateral condyle, representing a positive osteogenic
effect of aquatic exercises on a specific area of trabecular bone.

Key Words: Biomechanical properties. Densitometry. Diabetes mellitus. Femur.
Exercise. Wistar rats.
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1. APRESENTACAO

Esta dissertacdo constitui-se mais um produto de uma das linhas de pesquisa
desenvolvidas no Laboratorio de Plasticidade Neuro Muscular - Departamento de
Anatomia da UFPE, que visa estudar as comorbidades resultantes do diabetes
mellitus (DM) nas estruturas do aparelho locomotor, mediante experimenta¢cdes com
modelos animais.

Na avaliagdo do DM, ainda sdo escassas as investigacfes a respeito das
complicagBes que acometem o sistema musculoesquelético, que, quando presentes
contribuem enormemente para agravar o0 estado geral de saude e,
consequentemente, a qualidade de vida dos individuos diabéticos (AKTURK et al.,
2002; BOLTON et al., 2005).

Em estudos prévios realizados por nosso grupo de pesquisa, demonstramos o
envolvimento das estruturas que compdem o aparelho locomotor a partir da
constatacdo de um estado de fragilidade tendinea em animais com diabetes crénica
experimental ndo controlada (OLIVEIRA et al., 2011) e, posteriormente surgiram
outros estudos que verificaram efeitos benéficos do exercicio aerdbio em esteira
(OLIVEIRA et al., 2012) assim como beneficios do exercicio de natacdo de carater
preventivo (BEZERRA et al., 2013) e terapéutico (NERY, 2013) sobre as alteractes
na estrutura tendinea no diabetes experimental.

A partir desses resultados no tecido tendineo, pensou-se em ampliar a
investigacao a outras estruturas do aparelho locomotor.

Em se tratando do tecido 0sseo, o0s prejuizos do DM sobre as suas
propriedades biomecanicas tém sido relatados com frequéncia na literatura,
entretanto, ainda ndo esté claro se o exercicio fisico administrado nessas condicfes
poderia agir como atenuante dessas alteracdes 0sseas.

Sendo assim, devido a falta de consenso observada na literatura
especializada em relacdo as respostas de distintas modalidades de exercicio fisico
sobre o tecido 6sseo no diabetes, resolvemos investigar comparativamente, o efeito
de dois protocolos de exercicio (exercicio aerébio de natacao e exercicio resistido de
salto livre com sobrecarga) como ferramentas para atenuar, em longo prazo, a perda
de massa Ossea e as alteracfes biomecanicas dos fémures, bem como para o

controle dos parametros clinicos e metabdlicos de ratos com diabetes experimental.
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Atendendo as normas vigentes do Programa de Pos-Graduacgao Strictu Sensu

em Fisioterapia da UFPE para a elaboracdo da dissertacdo, o presente exemplar foi

estruturado da seguinte maneira:

1.

7.
8.
9.

2
3
4.
5
6

Introducao

Reviséo de Literatura

Hipotese

Objetivos

Materiais e Métodos

Resultados — apresentacao dos resultados desse estudo no formato de trés
artigos originais:
Artigo Original 1. Resposta biomecanica do fémur de ratos Wistar
submetidos a natacdo sem sobrecarga— teve como objetivo avaliar o efeito
de um protocolo de natagcdo sem sobrecarga sobre as propriedades
biomecanicas de fémures de ratos Wistar. Foi submetido ao periddico Revista
Brasileira de Medicina do Esporte Conceito A2 na area 21 da CAPES.
Artigo Original 2: Comportamento biomecanico do fémur de ratos
diabéticos submetidos a duas modalidades de exercicio aquatico — teve
como objetivo comparar os efeitos de um protocolo de exercicio de natagéo
sem sobrecarga com os efeitos de um protocolo de exercicio resistido de salto
livre com sobrecarga sobre a resposta biomecénica de fémures de ratos
induzidos quimicamente ao diabetes experimental. Sera submetido ao
periddico Journal of Diabetes and its Complications, Conceito A2 na area 21
da CAPES.
Artigo Original 3: Estudo comparativo da acdo de duas modalidades de
exercicio aquatico sobre o déficit 6sseo de ratos diabéticos — teve como
objetivo comparar o efeito de duas modalidades de exercicio em meio aquatico
(natacdo e exercicio resistido de salto livre com sobrecarga) sobre o déficit na
estrutura O0ssea de ratos induzidos experimentalmente ao diabetes. Sera
submetido ao periodico Journal of Bone and Mineral Research, Conceito Al
na area 21 da CAPES.

Limitacdes do Estudo.

Consideracdes Finais.

Anexos

10. Apéndices
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2. INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) € uma desordem metabdlica que se caracteriza pela
deficiéncia absoluta ou relativa de insulina, e est4 associado a uma extensa lista de
complicagbes cronicas envolvendo quase todos os tecidos do corpo (GOODMAN,;
HORI, 1984; MACEY et al., 1989; KATAYAMA et al., 1996; VERHAEGUE et al.,
2000; BROTMAN; GIROD, 2002; FOLLAK et al., 2004; PRISBY et al., 2008; MOTYL;
MCCABE, 2009).

As complicagcbes cronicas do DM sdo as principais responsaveis pela
morbidade e mortalidade dos pacientes diabéticos, visto que o estado de
hiperglicemia provoca, a médio e longo prazo, alteragcdes microvasculares que levam
a diminuicdo do aporte sanguineo dos tecidos, diminuindo assim a perfusdo de
oxigénio e ocasionando complicagcbes crbOnicas como nefropatias, retinopatias,
neuropatias, artropatia de Charcot, doenca arterial coronariana e manifestacées de
disfuncbes autondémicas, dentre outras (GROSS; NEHME, 1999; AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2014). No entanto, sabe-se que também estédo
presentes alteracdes no aparelho locomotor que podem contribuir para um declinio
do estado geral de saude dos individuos diabéticos (AKTURK et al., 2002; AKTURK
et al., 2007).

Dentre as alteragbes musculoesqueléticas secundarias ao diabetes, ha
evidéncias de que o tecido 6sseo pode sofrer prejuizos na sua massa 6ssea, assim
com alteracbes no processo de osteogénese na remodelacdo de uma fratura
(MAINARDES et al., 2007). A osteopenia € resultado da falha no controle das
anormalidades metabdlicas e, no diabetes, o grau de perda 0ssea esta relacionado a
intensidade da glicosuria, da concentracdo da glicemia e da hemoglobina glicada
(McNAIR et al., 1979; MANCINI et al., 2000).

A associacéo entre baixa densidade mineral 6ssea (DMO) e diabetes tipo 1 ja
estd determinada com consisténcia (LOPEZ-IBARRA et al., 2001; ZHANG et al.,
2009), visto que tem sido relatada em varios estudos clinicos com humanos
(BOUILLON, 1991; FORSEN, 1999; NICODEMUS; FOLSON, 2001; MIAO et al.,
2005; AHMED et al., 2006; MIAZGOWSKI et al., 2007) e em estudos experimentais
com animais (DIXIT; EKSTROM, 1980; HOUGH et al., 1981; SHIRES et al., 1981;
EINHORN et al., 1988; VERHAEGHE et al., 1990; HOU; ZERNICKE; BARNARD,
1991, 1993; REDDY et al., 2001).
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No entanto, além das repercussdes sobre a massa 06ssea, estudos tém
mostrado que o diabetes interfere na formacdo da rede de colageno, afetando
portanto, a integridade biomecanica do 0sso, gerando assim, 0ssos mais frageis e
com risco de fratura aumentado (DIXIT; EKSTROM, 1980; EINHORN et al., 1988;
VERHAEGHE et al., 1990; REDDY et al., 2001; FOLLAK et al., 2004; PRISBY et al.,
2008; ZHANG et al., 2009; KORRES et al., 2013).

Indmeros estudos com ratos espontaneamente diabéticos ou induzidos pela
estreptozotocina, avaliando as propriedades biomecéanicas através de ensaios
mecéanicos, demonstraram diminuicdo da forca d6ssea e alteragbes em outras
propriedades biomecanicas, o que pode contribuir para o alto risco de fratura
associado ao DM (DIXIT; EKSTROM, 1980; HOUGH et al., 1981; SHIRES et al.,
1981; EINHORN et al.,, 1988; VERHAEGHE et al., 1990; HOU; ZERNICKE;
BARNARD, 1993; MATTILA; KNUUTTILA; SVANBERG, 1998; REDDY et al., 2001;
FOLLAK et al., 2004; PRISBY et al., 2008; ZHANG et al., 2009).

A integridade biomecanica alterada de ossos diabéticos pode se relacionar a
formacédo defeituosa da rede de matriz extracelular que ocorre no diabetes, por
aumento da glicacdo do colageno resultante dos estados de hiperglicemia, além de
mudangas metabolicas como disturbios na producdo de insulina e fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-1), resultando em 0ssos biomecanicamente
mais propensos a falha quando submetidos a sobrecargas (REDDY et al., 2001;
SCHWARTZ, 2003; ODETTI et al., 2005; YAMAGISHI; NAKAMURA; INOUE, 2005;
HEIN et al., 2006, VESTERGAARD, 2007).

Para um tratamento bem sucedido do diabetes preconiza-se a associa¢édo do
exercicio fisico regular, juntamente com a insulinoterapia e o planejamento alimentar
(DE ANGELIS et al., 2006; ZISSER et al., 2011). Sabe-se que o exercicio fisico pode
facilitar a captacao periférica da glicose e o metabolismo de glicogénio e proteinas,
regulando e melhorando as condicBes gerais de saude de individuos diabéticos
(LUCIANO; MELLO, 1998; OLIVEIRA; ROGATTO; LUCIANO, 2002).

No caso do tecido 6sseo, a carga mecanica, resultante do exercicio fisico, é
essencial ao desenvolvimento esquelético assim como pode promover
remodelamento da estrutura 6ssea apos a maturidade (NIEHOFF et al., 2004).
Alguns estudos clinicos demonstraram que o diabetes mal controlado pode estar
associado ao retardo no crescimento e a formacdo Ossea diminuida, visto as

alteracdes metabdlicas do diabetes incluem modificacfes na sintese e liberacdo do
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horménio do crescimento (GH) e fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1)
(VERHAEGUE et al., 2000; GOMES et al., 2006) . Neste contexto, o exercicio fisico
representa um estimulo contrario aos efeitos deletérios do diabetes, pois ha
evidéncias de que o exercicio pode estimular a producdo muscular local de IGF-1,
mesmo na auséncia de GH (HOU; ZERNICKE; BARNARD, 1993; GOMES et al.,
2006).

Sabe-se que a carga proveniente do exercicio fisico pode ser causada por
forcas gravitacionais ou por contracdes musculares (RENNO et al., 2007) e que a
osteogénese pode ser estimulada por pequenas deformagfes na arquitetura 6ssea,
provocadas por forcas mecéanicas, que pode atuar diretamente na taxa de
remodelamento 6sseo (BIKLE et al., 2003). Nesse contexto, diferentes modelos de
exercicio podem causar diferentes adaptacdes no tecido 6sseo, pois as respostas
Osseas vao ser afetadas pelas caracteristicas especificas de cada modalidade
(AGUIAR et al., 2010).

A sustentacdo de peso € um dos fatores mais importantes para influenciar a
formacéao e reabsorcéo 6ssea (KUNG; NG, 1994; HEINONEN et al., 2000), porém ha
evidéncias de que exercicios que ndo utilizam sustentacdo de peso, como a natacao
(SNYDER et al., 1992; TSUKAHARA et al., 1994), também poderiam beneficiar a
osteogénese através do trabalho de contragcdo muscular, promovendo adaptacao
positiva ha massa 0ssea (BOURRIN et al., 1995; HART et al., 2001).

Até o presente momento, ha evidéncias consistentes que apontam os efeitos
deletérios que o diabetes por exercer sobre o tecido 6sseo. No entanto, a influéncia
terapéutica de diferentes modalidades de exercicio sobre estas alteracfes ainda
permanecem mal compreendidas, e ha auséncia de evidéncias a respeito da
influéncia de modalidades de exercicio aquatico sobre o déficit biomecéanico
observado em ossos de diabéticos. Assim, a proposta do presente estudo foi avaliar
e comparar o efeito de duas modalidades de exercicio em meio aquatico, sobre o
déficit na estrutura 6ssea e sobre as alteracdes clinicas e metabdlicas em ratos

induzidos quimicamente ao diabetes.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Diabetes Mellitus (DM)
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O diabetes mellitus (DM) € uma sindrome metabdlica caracterizada por
hiperglicemia resultante de defeitos na secrecdo e/ou na acdo da insulina. A
hiperglicemia decorrente do diabetes esta associada, em longo prazo, a danos,
disfuncdes e insuficiéncia em diferentes 6rgaos, especialmente olhos, rins, nervos,
coracdo e vasos sanguineos (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014). No
entanto, sabe-se que também estdo presentes alteracbes nhas estruturas
constituintes do aparelho locomotor que podem contribuir para um declinio do
estado geral de saude dos individuos diabéticos (AKTURK et al., 2002; AKTURK et
al., 2007).

O DM configura-se hoje como uma epidemia mundial, traduzindo-se em
grande desafio para os sistemas de saude de todo o mundo. Segundo dados da
International Diabetes Federation (IDF) ha cerca de 382 milh6es de diabéticos no
mundo, e estima-se que em 2035 havera cerca de 592 milhfes de pessoas com
diabetes, um aumento correspondente a 55% (INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2013).

3.2. Diabetes e o déficit na estrutura 6ssea

No tecido 6sseo o DM pode ocasionar osteopenia e alterar o processo de
osteogénese, por exemplo, na remodelagcdo de uma fratura (MAINARDES et al.,
2007). A osteopenia € resultado da falha no controle das anormalidades metabdlicas
e, no diabetes, o grau de perda Gssea esta relacionado a intensidade da glicosuria,
das concentragcbes da glicemia e da hemoglobina glicada (McNAIR et al., 1979;
MANCINI et al., 2000).

Em 1948, Albright e Reifenstein forem os primeiros a relatarem a presenca de
baixa densidade mineral 6ssea (DMO) e risco aumentado de fratura em diabéticos
(ZHANG et al., 2009). A associacdo entre baixa DMO e diabetes tipo 1 ja esta
bastante elucidada (LOPEZ-IBARRA et al., 2001; ZHANG et al., 2009), tendo em
vista que foi descrita em varios estudos clinicos com humanos (BOUILLON, 1991;
FORSEN, 1999; NICODEMUS; FOLSON, 2001; MIAO et al., 2005; AHMED et al.,
2006; MIAZGOWSKI et al., 2007) e em estudos experimentais com animais (DIXIT;
EKSTROM, 1980; HOUGH et al., 1981; SHIRES et al., 1981; EINHORN et al., 1988;
VERHAEGHE et al., 1990; HOU; ZERNICKE; BARNARD, 1991, 1993; REDDY et al.,
2001; MOTYL; MCCABE, 2009).
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Por outro lado, a baixa qualidade do osso diabético ndo pode ser detectada
apenas pela diminuicdo da DMO (EINHORN et al., 1988; VERHAEGHE et al., 1990;
REDDY et al., 2001). Segundo Reddy et al. (2001), a integridade biomecanica dos
0sso0s € um dos fatores mais importantes relacionados com o risco de fratura.

Inimeros estudos com ratos espontaneamente diabéticos ou induzidos pela
estreptozotocina, avaliando as propriedades biomecéanicas através de ensaios
mecanicos, demonstraram diminuicdo da forca Ossea e alteragbes em outras
propriedades biomecanicas, o que pode contribuir para o alto risco de fratura
associado ao DM (DIXIT; EKSTROM, 1980; HOUGH et al., 1981; SHIRES et al.,
1981; EINHORN et al.,, 1988; VERHAEGHE et al., 1990; HOU; ZERNICKE;
BARNARD, 1993; MATTILA; KNUUTTILA; SVANBERG, 1998; REDDY et al., 2001;
FOLLAK et al., 2004; PRISBY et al., 2008; ZHANG et al., 2009).

Ha vérias razbes que podem contribuir para o acometimento 6sseo no
diabetes. Estudos in vitro tém mostrado que a hiperglicemia induz perda éssea por
promover apoptose de osteoblastos e inibir a expressao de calcitonina, um marcador
de diferenciacéo tardia de osteoblastos e mineralizacdao (VERHAEGHE et al., 1992;
GOPALAKRISHNAN et al., 2006).

Vestergaard (2007), em uma meta-andlise, mostrou que complicagbes do
diabetes como a nefropatia diabética podem explicar o aumento do risco de fratura.
O aumento na creatinina sérica, indicador de comprometimento da fungéo renal,
pode influenciar a reducdo da forca 6ssea. A disfuncéo renal também pode contribuir
para reduzir a absorcdo de calcio e fosforo, assim como aumentar a excregdo
destes, resultando em insuficiéncia de calcio. Além disso, a acidose resultante da
falha renal contribui para osteolise e perda 6ssea.

Em relacdo aos mecanismos que levam a uma competéncia biomecanica
reduzida além de diminuicdo na DMO, vérios estudos tém apontado o acumulo de
produtos finais da glicagdo avancada (AGEs) no coldgeno 6sseo como um dos
fatores responsaveis por aumentar a fragilidade 6ssea em diabéticos (HEIN et al.,
2003; SCHWARTZ, 2003; YAMAGISHI; NAKAMURA; INOUE, 2005; HEIN et al.,
2006; KORRES et al., 2013). Os AGEs sdo formados através de uma série de
reacbes ndo enziméticas entre a glicose e proteinas (SCHWARTZ, 2003), e
desempenham um papel importante no metabolismo 6sseo e forca 6ssea (HEIN et
al., 2003; YAMAGISHI; NAKAMURA; INOUE, 2005; HEIN et al., 2006).
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3.3. Diabetes, Osso e Exercicio Fisico

O exercicio fisico regular, juntamente com a insulinoterapia e o planejamento
alimentar, tem sido considerado como uma das trés principais abordagens no
tratamento do DM tipo 1 (DE ANGELIS et al., 2006; ZISSER et al.,, 2011). O
tratamento tem como objetivo aproximar as condi¢des metabdlicas do individuo com
DM tipo 1 de um estado fisiologico normal, consequentemente prevenindo ou
retardando as complicacfes cronicas do DM (DE ANGELIS et al., 2006).

Alguns trabalhos tém demonstrado que o exercicio fisico regula e melhora as
condi¢des do diabetes, facilitando a captacao periférica da glicose e o metabolismo
de glicogénio e proteinas (LUCIANO; MELLO, 1998; OLIVEIRA; ROGATTO;
LUCIANO, 2002). Um dos mecanismos relacionados a esta condicdo de regulacéo
metabdlica esta relacionado ao fato do muasculo ser responséavel por 30% do
consumo glicémico corporal, além de estimular o transporte de glicose pelo GLUT-4,
mesmo na auséncia da insulina, promovendo uma maior captacdo e metabolizacao
da glicose disponivel no organismo (PAULI et al., 2009). Além disso, ha evidéncias
de que o exercicio seja importante no aumento do conteudo insulinico, promovendo
uma maior secrecao deste hormoénio em ilhotas pancreaticas isoladas em diabéticos
do tipo 1 (HUANG et al., 2011).

No caso do tecido 6sseo, sabe-se que a principal funcdo do esqueleto é dar
apoio aos musculos para permitir a postura e 0 movimento no espaco, e para que
haja um bom desempenho nas atividades diarias é necessario que o tecido 6sseo
apresente-se higido reduzindo a probabilidade da ocorréncia de fraturas (RUSSO,
2009). Neste sentido, a osteogénese pode ser estimulada por pequenas
deformacfes na arquitetura Ossea, provocadas por forcas mecanicas aplicadas
durante a atividade fisica normal, que pode atuar diretamente na taxa de
remodelamento ésseo (BIKLE et al., 2003) e que diferentes modelos de exercicio
podem causar diferentes adapta¢des no tecido 6sseo, visto que as respostas 0sseas
vao ser afetadas por volume de treinamento, nimero de séries e repeticoes, periodo
de descanso entre as séries, e o tipo de contracdo muscular (AGUIAR et al., 2010).

A carga proveniente do exercicio fisico pode ser causada por forcas
gravitacionais ou por contragdes musculares (RENNO et al., 2007). Nesse sentido,
atividades que produzem maiores estimulos ao tecido ésseo tém-se mostrado
eficientes em estimular o aumento da DMO (ANDREOLI et al.,, 2001; KELLEY;
KELLEY; TRAN, 2001; KELLEY; KELLEY, 2004), como o treinamento resistido, o
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qual consiste em uma atividade voltada para o desenvolvimento das fungbes
musculares através da aplicacdo de sobrecargas (KELLEY; KELLEY; TRAN, 2001;
KELLEY; KELLEY, 2004).

Por outro lado, embora a sustentacdo de peso seja um dos fatores mais
importantes para influenciar a formacgéo e reabsorcdo 6ssea, ha evidéncias de que
exercicios que nao utilizam sustentacdo de peso, como a natacdo, também
poderiam beneficiar a osteogénese (BOURRIN et al., 1995; HART et al., 2001).

Snyder et al. (1992) compararam os efeitos de um programa de corrida e de
um treinamento de natacdo e observaram que o0s ratos submetidos a natacao
demonstravam maior contetdo mineral 6sseo do que os corredores. JaA Renno et al.
(2007) utilizaram um programa de saltos com carga progressiva em meio aquatico
em ratas osteoporoticas e obtiveram melhora na DMO e nas propriedades fisicas e
geomeétricas (area transversal, a area medular e os didametros interno e externo) dos
0ssos estudados. Em concordancia a estes achados Tsukahara et al. (1994)
sugerem que a pratica de esportes aquaticos € um fator importante na prevencéo da
perda de material 6sseo, porque, mesmo nao havendo a forga gravitacional como no
treinamento resistido, somente o trabalho de contragdo muscular poderia estar
contribuindo para alteragcdes da massa 6ssea.

Dessa forma, apesar dos efeitos deletérios do DM sobre o tecido 0sseo ja
estarem bem determinados, a influéncia de diferentes modalidades de exercicio
sobre estas alteragbes ainda permanecem mal compreendidas. Mais
especificamente, a influéncia de modalidades de exercicio aquatico sobre o déficit
biomecéanico observado em ossos de diabéticos ndo foi explorada até o presente
momento. Assim, a proposta do presente estudo foi avaliar e comparar o efeito de
duas modalidades de exercicio em meio aquatico, sobre o déficit na estrutura éssea

e sobre as alterac¢des clinicas e metabdlicas em ratos diabéticos tipo 1.

4. HIPOTESES

e O exercicio de resisténcia de salto livre com sobrecarga € capaz de atenuar
em longo prazo, a perda de massa 0ssea e as alteracdes mecéanicas dos fémures de
ratos com diabetes experimental quando comparado ao exercicio aerobio de

natacao.
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e O exercicio aerobio de natagdo e o0 exercicio resistido de salto livre com
sobrecarga sdo capazes de minimizar as alteracdes dos parametros clinicos e

metabalicos de ratos com diabetes experimental.

5. OBJETIVOS

5.1. Geral

Comparar os efeitos de dois tipos de exercicio fisico em meio aquatico
(exercicio aerébio de natacdo e exercicio de resisténcia de salto livre com
sobrecarga) sobre o déficit na estrutura 6ssea e sobre as alteragdes nos parametros

clinicos e metabdlicos em ratos com diabetes tipo 1.

5.2. Especificos

e Avaliar a evolucédo dos parametros clinicos e metabdlicos de ratos diabéticos
submetidos ao exercicio aerébio de natacdo e ao exercicio de resisténcia de salto
livre com sobrecarga por meio da afericdo do peso corporal, da ingestao hidrica e

alimentar, da diurese e dos niveis glicémicos nos animais.

e Avaliar estesiologicamante os fémures dos modelos experimentais induzidos
ao DM e submetidos ao exercicio aerébio de natacdo e ao exercicio de resisténcia
de salto livre com sobrecarga através da afericdo do peso e do comprimento destes

0SSO0sS.

e Avaliar a integridade do tecido 6sseo de ratos diabéticos submetidos ao
exercicio aer6bio de natacdo e ao exercicio de resisténcia de salto livre com
sobrecarga através das medidas da densidade O0ssea e das propriedades mecanicas
do fémur (mddulo eléstico, forga maxima, tensdo maxima e deformagdo maxima)

através do ensaio mecéanico de flexdo em trés pontos.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1. Desenho do Estudo
Trata-se de um estudo do tipo experimental, com avaliagdo quantitativa dos
dados amostrais.

6.2. Local do Estudo
O estudo foi realizado no Laboratério de Plasticidade Neuromuscular (Depto
de Anatomia — UFPE), no Laboratério de Engenharia de Materiais (Depto de
Engenharia de Materiais — UFCG) e no Laboratorio de Radiologia Odontolégica

(Depto de Odontologia Clinica e Preventiva — UFPE).

6.3. Amostra

A amostra foi composta por 108 ratos machos da raca Rattus Novergicus
Albinus, da linhagem Wistar, mantidos em gaiolas de polipropileno (41x34x16 cm)
em grupos de trés a quatro animais e submetidos a ciclos claro/escuro invertido de
12 horas e temperatura de 23° + 1°C. Os ratos receberam uma dieta através de
racdo apropriada (Labina® - Purina) e 4gua ad libitum. O estudo recebeu aprovacéo
do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFPE (Processo n°
23076.026692/2012-80 - Anexo A).

6.4. Grupos Experimentais

Aos 60 dias de vida, os animais foram distribuidos aleatoriamente em seis
grupos (Figura 1): a) Grupo Controle Sedentéario — GCS (n=18) constituido por ratos
sadios e sedentarios; b) Grupo Controle Natacdo — GCN (n=18) constituido por ratos
sadios e que realizaram exercicio de natacdo; c) Grupo Controle Treino de
Resisténcia — GCTR (n=18) constituido de ratos saudaveis e que realizaram
exercicio de salto livre com sobrecarga; d) Grupo Diabético Sedentario— GDS (n=18)
constituido com ratos diabéticos e sedentérios; e) Grupo Diabético Natacdo — GDN
(n=18) constituido por ratos diabéticos e que realizaram exercicio de natagéo; e f)
Grupo Diabético Treino de Resisténcia — GDTR (n=18) constituido por ratos

diabéticos e que realizaram exercicio de salto livre com sobrecarga.



28

6.5. Indugé&o ao Diabetes

Os animais dos grupos GDS, GDN e GDTR, apos jejum de 12 horas, foram
induzidos ao diabetes pela administracéo Unica, via intraperitoneal, de uma solucéo
de Estreptozotocina (STZ — Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) (Figura 2), diluida
em tampao citrato de sédio a 10 mM e pH 4,5, na dose de 60 mg/kg de peso do
animal. Os animais nado diabéticos receberam doses equivalentes da solucéo
tampéo citrato de sédio objetivando o nivelamento do estresse fisico ofertado para
0s grupos diabéticos. Ao final de 30 minutos apds o tratamento os animais foram
alimentados normalmente (DALL’AGO et al., 2002).

GCS
(n=18) Protocolo de
Estresse aquatico
GDS por 9 semanas
(n=18)
GCN
n=18
108 ratos Wistar ( ) F’FOtOEOIO de
(60 dias de vida) Natac&o por 9
GDN semanas
(n=18)
GCTR
(n=18) Protocolo de
Exercicio de salto
GDTR por 9 semanas
(n=18)

Figura 1 - Fluxograma de formacdo dos Grupos Experimentais ao logo da pesquisa.
GDS - Grupo Controle Sedentario; GDS - Grupo Diabético Sedentario; GCN - Grupo
Controle Natacao; GDN - Grupo Diabético Natacdo; GCTR - Grupo Controle Treino de

Resisténcia; GDTR - Grupo Diabético Treino de Resisténcia
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Figura 2 — Procedimento de inducdo quimica do diabetes experimental com solugéo Unica
de Estreptozotocina, através de injecdo via intraperitoneal.

6.6. Avaliacao clinica e metabdlica

O peso corpéreo dos animais foi aferido semanalmente ao longo de todo o
experimento utilizando a balanca MARTE, modelo ASF11. A verificacdo da glicose
sanguinea (Glicosimetro Kit Accu-Chek Active) aconteceu apos jejum de 12 horas,
antes da inducao ao diabetes, no 3° e 7° dias apds a inducdo, e, apds a confirmacgao
do diabetes, semanalmente até o fim do experimento. Foram incluidos no estudo
apenas animais que apresentarem glicose sanguinea acima de 200mg/dL
(CARVALHO; CARVALHO; FERREIRA, 2003). A glicose sanguinea foi dosada (tiras
reagentes Accu-Chek Active) apds coleta de uma gota de sangue na ponta da cauda
do animal.

Cinco animais, de cada grupo experimental foram colocados em gaiolas
metabolicas (Tecniplast 3701M081) (Figura 3) em trés momentos distintos: na
semana pré-inducdo, na semana pos-inducdo e ao final do periodo referente ao
exercicio fisico. Em cada um destes momentos Foram realizados os registros da
ingestao hidrica (mL), ingestdo alimentar (g) e diurese (mL) a cada 24 horas, por um

periodo de 72 horas.
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Figura 3 — Gaiola Metabdlica propria para ratos (Tecniplast 3701M081), (a) mamadeira para
agua; (b) Camara de alimentacao; (c) Funil coletor de fezes e urina.

6.7.Exercicio Fisico

Apés a inducdo do diabetes experimental, os animais dos grupos treinados,
dependendo do grupo ao qual pertencessem, foram submetidos a dois protocolos de
exercicio em meio aquaticos: natacéo e exercicio de resisténcia de salto. Os animais
dos grupos sedentarios foram colocados na propria gaiola com uma pequena
guantidade de agua na mesma temperatura, por uma hora, cinco dias por semana,
durante nove semanas para se submeterem a um estresse aquatico semelhante. Os
animais dos grupos de exercicio, ap0s seus respectivos protocolos, e 0s animais
sedentarios ap6s passarem pelo estresse aquatico, foram secados com toalhas e

em seguida acondicionados a uma camara de aguecimento por 20 minutos.

6.7.1. Natacdo: Uma semana apdés a inducdo 0s animais iniciaram o
exercicio de natacdo que teve a duracdo de nove semanas, uma hora/dia, cinco
dias/semana (NAKAO et al., 2000). N&o foi utilizada nenhuma sobrecarga adicional
durante o exercicio, caracterizando um exercicio de intensidade baixa (GOBATTO et
al., 2001; FREITAS et al., 2010). A primeira semana foi de adaptacdo, onde os
grupos treinados foram inicialmente ambientados ao meio liquido, comeg¢ando com
10 minutos de nado e acrescentando 10 minutos por dia até completar 50
minutos/dia. O exercicio foi realizado em um tanque cilindrico com 85 cm de
comprimento e 50 cm de diametro (Figura 4), com temperatura da agua mantida em
32°+1 C.
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Figura 4 — (A) Demonstracdo do exercicio de natacdo; (B) Tanque para exercicio de
natacao.

6.7.2. Exercicio de Resisténcia: Uma semana apés a inducdo os animais
realizaram um programa de exercicio de resisténcia de alta intensidade (ROGATTO;
LUCIANO, 2001) com duracdo de nove semanas e frequéncia de cinco sessodes
semanais, que consistiu na realizacao de saltos em um tanque cilindrico com 20 cm
de didmetro e 70 cm de comprimento (Figura 5). Para este exercio uma sobrecarga
era acoplada ao térax do animal através de um colete. Para ajuste da sobrecarga a
ser utilizada por cada animal, os animais foram pesados no primeiro dia de cada
semana e a partir dai era calculada a sobrecarga individual para cada animal. A
primeira semana do protocolo foi destinada a adaptacdo dos animais, onde eles
fizeram inicialmente trés séries de 10 saltos com um minuto de intervalo entre as
séries, inicialmente com carga de 30% do peso corporal nos dois primeiros dias da
semana, 40% no terceiro e quarto dia, e 50% do peso corporal no quinto dia da
semana. A profundidade da agua também foi sendo aumentada progressivamente,
iniciando com 100% do comprimento dos animais no primeiro dia, 120% no segundo
e terceiro dia, e 140% no quarto e quinto dia da semana. A partir da segunda
semana, as sessdes de exercicio consistiram na realizacdo de quatro séries de 10
saltos com sobrecarga equivalente a 50% do peso corpdreo, com um minuto de
intervalo entre as séries (ROGATTO; LUCIANO, 2001) e com a profundidade da
agua correspondendo a 140% do comprimento corporal do rato (ROGATTO;
LUCIANO, 2001; ROGATTO, 2001). A temperatura da agua foi mantida a 32° +1 C.
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Figura 5 — (A) Tanque para exercicio de salto em meio aquatico; (B) Demonstracdo do
exercicio de salto.

6.8. Eutanésia e Coleta do Material

Apo6s o término do periodo referente ao exercicio, os animais de todos os
grupos foram anestesiados com solucéo de Xilazina (Rompum® - Bayer) (10 mg/Kg)
e Cloridrato de Ketamina (Ketalar®) (25mg/kg), 0,10 ml para cada 100g de peso e
tiveram seus fémures direito e esquerdo desarticulados, dissecados, pesados em
uma balanca de precisdo (BS3000A), e foram feitas mensuragdes do comprimento
dos ossos com auxilio de um paquimetro (Vernier Calipers, 0,01 mm). Em seguida
0os ossos foram estocados em formol a 10% até o momento das andlises
densitométrica e biomecanica. O fémur direito foi encaminhado para a analise
densitométrica, enquanto que o fémur esquerdo foi encaminhado ao ensaio

mecéanico.

6.9. Andlise Densitométrica do Fémur
A analise densitométrica foi realizada através de tomadas radiograficas dos
fémures direitos dos ratos de todos os grupos com o aparelho de raio-X Spectro
1070 (Dabi Atlante) (Figura 6) com regime elétrico de 70 Kvp e 10 mA. O tempo de

exposicao utilizado foi de 0,3 segundos e a distancia foco-filme foi de 30 cm. As
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imagens foram captadas por sensores do tipo placas de fésforo, e digitalizadas

utilizando o sistema digital Digora Optime®. Os valores de pixels foram convertidos

para valores de espessura em milimetros de aluminio (mm/Al) utilizando o software
Image J (LOUZADA et al., 2001; MACHADO et al., 2009).

Figura 6 — (A) Aparelho de raio-X Spectro 1070; (B) Disposicdo do fémur no momento da
tomada radiogréfica.

6.10. Ensaio Mecéanico do Fémur

O fémur esquerdo foi colocado na maquina de ensaio mecanico convencional
Shimadzu Autograph AG-X (Figura 7), com célula de carga de 50KN, da seguinte
maneira: a superficie anterior do fémur foi posta em contato com os pinos de apoio
da maquina, distanciados de 20 mm (HUANG et al., 2003); o pino de carga foi
posicionado no meio da diafise do fémur. O modulo de ruptura a flexdo foi
determinado pelo ensaio de flexdo em trés pontos nas condicdes de temperatura
ambiente e com velocidade de 0,5 mm/min. O deslocamento do espécime foi
registrado automaticamente por um software acoplado a maquina de ensaio e o0s
parametros estudados foram Mddulo Elastico (MPa), Tensdo Maxima (MPa), Forca

Méaxima (N) e Deformacdo Maxima (%).
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Figura 7 — (A) Maquina de ensaio mecéanico convencional Shimadzu Autograph AG-X; (B)
Fémur posicionado na maquina de ensaio de flexdo em trés pontos.

6.11. Analise Estatistica
Com os dados obtidos foi construido um banco de dados e posteriormente
analisados através do software Statistical Package for Social Sciences (SPSS)
versdo 20.0. Apods a confirmagdo da normalidade pelo teste de Kolmgorov-Smirnov,
foi utilizado o teste t Student para comparacdo entre dois grupos. Para comparacao
entre trés ou mais grupos, foi empregada a Andlise de Variancia (ANOVA) seguido
pelo post hoc Bonferroni, a fim de identificar que grupos diferiram entre si. O nivel de

significancia adotado foi 5%.
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Resumo

O presente estudo objetivou avaliar a eficacia de um protocolo de natagdo sem sobrecarga
sobre a resposta biomecénica do fémur de ratos Wistar. 36 ratos machos forma divididos em
dois grupos: grupo controle (GC, n=18) e grupo treinado (GT, n=18). Os animais do GT
realizaram um protocol de natacdo sem sobrecarga com duracdo de nove semanas. Ao final
deste periodo, os animais foram eutanasiados e os fémures esquerdos foram coletados,
tiveram seus pesos e comprimentos mensurados, e foram encaminhados ao ensaio
mecénico de flexdo em trés pontos. Foram analisados o Médulo Elastico (MPa), a Tenséo
Méxima (MPa), a Forca Maxima (N) e a Deformacdo Maxima (%). Nao foram observadas
diferencas entre 0s grupos nos pesos corporeos iniciais e finais dos animais, assim como
nos pesos e comprimentos dos fémures. O modulo elastico (MPa) foi maior nos animais
treinados (9886,24 + 1361,72 MPa) comparados aos animais controles (8394,97 + 2178,67
MPa). Os demais parametros néo diferiram entre os grupos. O protocol de natacdo usado no
presente estudo promoveu um aumento do modulo elastico dos ossos avaliados, sugerindo
gue este tipo de exercicio foi suficiente para exercer uma adaptacdo biomecanica positiva
na estrutura 6ssea. Palavras-chave: Tecido 6sseo, exercicio, biomecénica

Abstract

This study aimed to evaluate the effectiveness of a swimming protocol without overload on
biomechanical femoral response of wistar rats. 36 male rats were divided into two groups:
control group (CG, n=18) and a training group (TG, n=18). Animals in TG performed a
swimming protocol without overload lasting nine weeks. At the end of this period, the animals
were euthanized and the left femurs were collected, weight and length of the bones were
measured, and these were referred to mechanical three-point bending testing. Elastic
Modulus (MPa), Maximum Stress (MPa), Maximum Strength (N) and Maximum Strain (%)
were analyzed. No differences between groups were observed in the initial and final body
weights of the animals, as well as the weights and lengths of femurs. The elastic modulus
(MPa) was higher in trained animals (9886.24 + 1361.72 MPa) compared to control animals
(8394.97 + 2178.67 MPa). The other parameters did not differ between groups. The
swimming protocol used in this study promoted an increase of the elastic modulus of
evaluated bones, suggesting that this type of exercise was sufficient to promote a positive
biomechanical adaptation in bone structure. Key-words: Bone tissue, exercise,

biomechanics

INTRODUCAO
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Para o bom desempenho das atividades diarias € necessario que o tecido
6sseo apresente-se higido reduzindo a probabilidade da ocorréncia de fraturas®™.
Para tanto, em condigbes normais, 0S 0SSOS necessitam estar em constante
processo de formac&o e reabsorcdo éssea®. A osteogénese por sua vez pode ser
estimulada por pequenas deformagfes na arquitetura 6ssea, induzidas por forcas
mecanicas aplicadas durante a atividade fisica normal, atuando diretamente na taxa
de remodelamento 6sseo®. Além disso, dependendo do tipo de carga recebida
(compresséao, tensédo, flexdo e torgcéo), diferentes respostas adaptativas do tecido
0sseo poderdo ser observadas®”. Em ossos curtos, como as vértebras e nas
metéfises de 0ssos longos, a compressdo e a tensdo sdo as principais cargas
suportadas, enquanto que a flexdo e a torcdo sdo as principais cargas suportadas
por diafises de o0ssos longos e a resisténcia a estas cargas € criticamente
dependente da distribuicdo do material 6sseo™.

Durante o exercicio fisico a carga que incide no tecido 6sseo pode ser
causada por descarga de peso e/ou por contracdes musculares®. No entanto, para
gue o exercicio tenha um efeito osteogénico, as cargas mecanicas aplicadas ao
esqueleto precisam alcancar uma tensao efetiva minima para promover respostas
consideradas como adaptativas ao estresse mecanico®”. Nesse sentido, atividades
gue produzem maiores estimulos ao tecido 6sseo, como 0 treinamento resistido,
tém-se mostrado mais eficientes em promover o aumento da densidade mineral
6ssea (DMO)®?. Além disso, os estimulos mecanicos sobre o tecido 6sseo refletem-
se ndo apenas no aumento da DMO, mas também, em adaptacdes estruturais e
funcionais, como tem sido demonstrado por estudos que avaliaram as propriedades
biomecéanicas de ossos de animais sujeitos a varias modalidades de exercicio
fisico*>10-19),

Por outro lado, embora a sustentacdo de peso seja um dos fatores mais
importantes para influenciar a formacéao e reabsorcéo 6ssea® ha evidéncias de
que exercicios que ndo utilizam sustentacéo de peso, como a natacdo®®*?, também
poderiam beneficiar a osteogénese através do trabalho de contracdo muscular,
promovendo adaptacéo positiva na massa 6ssea®*?%.

Entretanto, ainda se sabe pouco a respeito do papel que o exercicio de
natacdo sem sobrecarga exerce sobre a resposta biomecanica da estrutura éssea
de ratos jovens e saudaveis, visto que a maioria das evidéncias disponiveis séo

relativas a protocolos de natacdo com sobrecarga??? e também a estudos com
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natacdo sem sobrecarga em ratos idosos e em ratas ovariectomizadas“®?Y). Desta
forma, este estudo se prop6s a avaliar a eficacia de um protocolo de natacdo sem
sobrecarga sobre a resposta biomecanica do fémur de ratos Wistar através do

ensaio mecanico de flexao em trés pontos.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 36 ratos Wistar, machos, mantidos no biotério de
experimentacdo do Departamento de Anatomia da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) em temperatura de 23 = 1°C, ciclo de luz invertido (12 h) e livre
acesso a dieta (Labina® — Purina) e 4gua. Os animais forma mantidos em gaiolas de
polipropileno (41x34x16 cm) em grupos de trés a quatro animais por gaiola. Este
estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal do Centro
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE), oficio
n°® 23076.026692/2012-80, e seguiu as normas recomendadas pelo Comité Brasileiro
de Experimentacdo Animal (COBEA).

Na idade de 60 dias os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois
grupos: Grupo Controle — GC (n=18) e Grupo Treinado — GT (n=18). Os animais do
GT realizaram um exercicio de natacdo sem sobrecarga®? com duracéo de nove
semanas, uma hora/dia, cinco dias/semana, considerado como um exercicio de
baixa intensidade®®?). A primeira semana do protocolo de exercicio foi destinada a
adaptacao dos animais ao meio aquatico, comecando com 10 minutos de nado,
sendo acrescidos 10 minutos por dia até completar 50 minutos/dia. Da segunda
semana em diante os animais nadaram 60 minutos/dia. O exercicio foi realizado em
um tanque cilindrico com 85cm de comprimento, 50cm de largura e 40cm de
profundidade, com temperatura da dgua mantida em 32° +1 C. Os animais que nao
realizaram o exercicio de natacdo foram mantidos separados em gaiolas com
aproximadamente 4cm de agua durante o mesmo periodo em que foi praticada a
natacdo pelo grupo exercitado. Desta forma, foram submetidos indistintamente, ao
mesmo tipo de estresse aquatico sem, contudo, realizar o esforco fisico. Apos o
nado os animais foram secados com toalhas e em seguida acondicionados a uma
camara de aquecimento por 20 minutos.

Ao término do periodo referente ao protocolo de natagdo os animais foram
eutanasiados com solucédo de Xilazina (Rompum® - Bayer) (10mg/Kg) e Cloridrato

de Ketamina (Ketalar®) (25mg/kg), 0,10 ml para cada 100g de peso, infundidos por
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via intraperitoneal. Em seguida os fémures esquerdos foram desarticulados,
pesados em uma balanca de precisdo (BS3000A), e tiveram seus comprimentos
mensurados com auxilio de um paquimetro (Vernier Calipers, 0,01mm). Em seguida
as amostras foram estocadas em formol a 10% e mantidas refrigeradas para
posterior realizagéo do ensaio mecanico de flexdo em trés pontos.

O ensaio mecanico foi realizado na maquina universal de ensaios Shimadzu
Autograph AG-X, com célula de carga de 50KN, da seguinte maneira: a superficie
anterior do fémur foi posta em contato com os pinos de apoio da maquina,
distanciados de 20 mm®?; o pino de carga foi posicionado no meio da diafise do
fémur. O mddulo de ruptura a flexao foi determinado pelo ensaio de flexdo em trés
pontos nas condi¢cdes de temperatura ambiente e com velocidade de 0,5 mm/min. O
deslocamento do espécime foi registrado automaticamente por um software
acoplado a maquina de ensaio e os parametros estudados foram Moédulo El4stico
(MPa), Tensdo Maxima (MPa), Forca Maxima (N) e Deformacédo Maxima (%).

Para descrever as caracteristicas da amostra foram utilizadas medidas
descritivas, tais como: medida de tendéncia central (média) e disperséo (desvio
padrao). Para comparacdo das médias das variaveis numéricas entre 0S Varios
tratamentos empregados foi utilizado o teste t Student para analise de amostra
independente para comparacdo entre o grupo controle e grupo treinado. Os dados
foram analisados no software SPSS versdo 20 (Statistical Package for Social

Sciences) e foi admitido 5% como nivel de significancia.

RESULTADOS
Ndo foram observadas diferencas entre 0s grupos nos pesos corporeos
iniciais (60 dias de vida) e finais (135 dias de vida) dos animais, assim como nos

pesos e nos comprimentos dos fémures (Tabela 1).

Tabela 1. Valores médios do peso corpoéreo, do peso do fémur e do comprimento do fémur

dos grupos estudados.
Variavel GC GT t Student

Peso corpéreo 224,61 +11,83 234,89 + 18,14 p=0,520
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inicial (9)

Peso corporeo

358,22 + 35,69 361,78 = 34,27 p=0,762
final (9)
Peso do fémur (g) 0,935 £ 0,059 0,936 £ 0,066 p=0,967
Comprimento
3,780 + 0,095 3,807 + 0,097 p=0,401

do fémur (cm)

Valores expressos em média + desvio padrao.

Controle; GT — Grupo Treinado

Teste t Student * p<0,05. GC — Grupo

O Modulo Elastico (MPa) mostrou-se maior nos animais do GT em

comparagao aos animais controles. Os demais parametros nédo diferiram entre os

grupos estudados (Figura 1).
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Figura 1. Efeito do exercicio de natacdo sem sobrecarga sobre as propriedades

biomecéanicas do fémur de ratos. Valores expressos em média + desvio padréo.

Grupo Controle e GT — Grupo Treinado. Teste t Student *p<0,05.
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DISCUSSAO

O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a eficacia do
exercicio de natacdo sem sobrecarga sobre as possiveis adaptacdes biomecanicas
de fémures de ratos Wistar, apresentando como principal resultado o aumento do
modulo elastico, representando maior rigidez 6ssea, sem demonstrar alteracdes na
demais propriedades biomecéanicas ou nas variaveis antropométricas dos fémures
dos animais treinados.

O estudo de Swissa-Sivan et al. (1989)“? avaliou o efeito da natacdo com
sobrecarga (intensidade moderada) e sem sobrecarga (baixa intensidade) sobre o
crescimento e desenvolvimento 6sseo de ratas fémeas jovens com idades de 5
semanas, verificando que em ambos 0s grupos treinados 0s animais apresentaram
pesos corpéreos finais maiores que os controles, assim como maiores valores do
comprimento e do peso dos 0ssos, divergindo dos achados do presente estudo. No
entanto, neste caso a sobrecarga parece néo ter sido determinante para promover
as alteracdes antropométricas observadas nos animais treinados.

Além disso, é possivel que a idade dos animais tenha influenciado os
resultados divergentes encontrados no presente estudo. Segundo Turner; Takano;
Owan (1995)(26) a capacidade plastica do esqueleto em responder a cargas
mecanicas decresce com a idade; e os efeitos benéficos do exercicio em influenciar
mudancas no formato do osso podem ser mais efetivamente alcancados durante a
fase de crescimento do esqueleto®”, o que pode explicar o fato dos ossos dos
animais do estudo de Swissa-Sivan et al. (1989)(22) terem respondido aumentando
seu peso e comprimento enquanto os animais do presente estudo, por serem
adultos jovens, ndo apresentarem resposta semelhante. Com relacéo ao género, foi
demonstrado que durante a fase de crescimento, apesar de apresentarem taxas de
crescimento diferentes, a magnitude das respostas osteogénicas frente a estimulos
de sobrecarga sao semelhante em ambos os géneros(27).

Por outro lado, o estudo de Huang et al. (2003)*? utilizando um protocolo de
natacdo com sobrecarga de oito semanas em ratos jovens com idades semelhantes
aos usados no presente estudo, constatou uma reducdo no peso corporeo final dos
animais treinados em relacdo aos controles. Quanto ao peso e comprimento dos

0Ss0S, observou-se que o0s 0ssos dos animais treinados apresentaram maiores
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pesos quando comparado aos animais controles, se opondo aos achados do
presente estudo, ndo tendo observado, no entanto, diferencas nos comprimentos
dos ossos avaliados, corroborando os nossos achados. Vale destacar que esse
estudo utilizou um protocolo de natagdo com uma intensidade de treinamento maior
do que a utilizada no presente estudo, o que pode ter influenciado os menores pesos
corporeos dos animais treinados, visto que de acordo com Chang et al. (2001)(28), a
intensidade do exercicio de endurance reduz o ganho de peso corporal de animais
em crescimento.

A utilizacdo de sobrecarga no estudo de Huang et al. (2003)*? também pode
ter sido responsavel pelo maior peso dos ossos dos animais treinados, afinal
representou um maior estimulo mecanico para os 0ssos destes animais e os efeitos
estimulatérios sobre a estrutura 6ssea dependem amplamente da intensidade da
carga a qual ela é submetida®. No entanto, o efeito da sobrecarga influenciando o
peso de 0ssos, ainda é conflitante, visto que Swissa-Sivan et al. (1990)?? utilizando
um protocolo de natacdo também com sobrecarga em ratos adultos ndo constatou
diferencas nos pesos e comprimentos dos animais treinados em relagdo aos
controles.

Em relagdo as propriedades biomecénicas, de acordo com Jiang et al.
(1999)®9 0 Médulo Elastico do tecido 6sseo depende amplamente de seu contetido
mineral, ou seja, da DMO. Este parametro corresponde a rigidez do tecido ésseo, e
uma maior rigidez pode ser interpretada como uma maior resisténcia do tecido a
deformacé&o quando submetido a uma determinada carga®?y,

No presente estudo observou-se que o0s o0ssos dos animais treinados
apresentaram maior Modulo Elastico quando comparados aos 0ssos dos animais
controles. Em contrapartida, ndo foram detectadas diferencas significativas nos
valores da Tensdo Maxima, Forca Méxima e Deformacdo Maxima entre 0s grupos
estudados. Estes resultados podem ser apoiados pelos achados de Hart et al.
(2001)®Y, que avaliaram as propriedades mecanicas de 0ssos de ratas osteopénicas
submetidas a natacdo sem sobrecarga, demonstrando resultados semelhantes aos
nossos para o Médulo Elastico, For¢ca Maxima e Tensdo Maxima.

Por outro lado, os resultados do estudo de Huang et al. (2003)"*?, utilizando
um protocolo de natacdo com sobrecarga em ratos jovens, também confirmam
nossos achados, visto que eles observaram aumento no Médulo Elastico de fémures

de ratos nadadores em relacdo aos ratos controles, além de ndo terem constatado
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diferencas na Forca Maxima dos 0ssos entre os animais treinados e controles. E
interessante ressaltar que o nosso estudo, mesmo utilizando um treinamento sem
sobrecarga, obteve adaptacGes benéficas na resposta biomecanica dos 0ssos
avaliados.

Apesar do presente estudo n&o ter encontrado resultados significativos para a
maioria dos parametros biomecanicos avaliados, o aumento do Mddulo Elastico
observado nos fémures dos ratos treinados € um achado de grande relevancia visto
gue este parametro representa a rigidez intrinseca do material e se relaciona da
guantidade mineral do 0sso, ou seja, da densidade mineral 0ssea, e também de
muitos outros fatores microestruturais, tais como o arranjo de cristal e fibras
colagenas, a composicdo de colageno e substancia fundamental, microfraturas,
dentre outros®?. Desta forma, uma resposta adaptativa positiva neste parametro
pode representar uma importante vantagem biomecanica para o 0sSso, pois 0 mesmo
passara a suportar uma maior tensdo mecanica sofrendo menor deformacédo na sua

estrutura, traduzindo-se assim, em melhora na sua resposta biomecanica.

CONCLUSAO

O protocolo de natacdo sem sobrecarga utilizado no presente estudo
promoveu aumento do Modulo Elastico dos ossos avaliados, representando maior
rigidez Ossea, sugerindo que esta modalidade de exercicio exerceu estimulo

suficiente para promover uma adaptacao biomecanica positiva na estrutura 6ssea.
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RESUMO

Os efeitos de modalidades de exercicio aquatico, sem sustentacao de peso, sobre o
déficit biomecéanico de ossos diabéticos ndo foi explorada até o presente momento. Assim,
este estudo se propds a comparar os efeitos de um protocolo de natacdo sem sobrecarga
com os efeitos de um protocolo de salto em meio aquatico sobre a resposta biomecéanica de
fémures de ratos diabéticos. Foram utilizados 108 ratos Wistar machos, distribuidos em 6
grupos: Grupo Controle Sedentario — GCS, Grupo Controle Natacdo — GCN, Grupo Controle
Treino de Resisténcia — GCTR, Grupo Diabético Sedentario— GDS, Grupo Diabético
Natacdo — GDN, e Grupo Diabético Treino de Resisténcia — GDTR. Os animais diabéticos
foram induzidos ao diabetes por administracdo de estreptozotocina. Foram acompanhados
durante o experimento: peso corporal, nieis glicémicos, diurese, ingestdo alimentar e o
consumo hidrico. Os animais do GCN e GDN realizaram um protocolo de natacdo com
duracdo de 9 semanas, enquanto os animais do GCTR e GDTR foram submetidos a um
protocolo de salto em meio aquatico também com duracdo de 9 semanas. Os fémures
esquerdos dos animais foram submetidos ao ensaio mecanico de flexdo em trés pontos para
avaliacdo biomecéanica. Para andlise estatistica utilizou-se a Andlise de Variancia (ANOVA)
seguida pelo post hoc Bonferroni, e o nivel de significaAncia dotado foi 5%. Os animais de
todos os grupos diabéticos apresentaram pesos corporais finais inferiores, e diurese,
ingestao alimentar e consumo hidrico aumentados em relagdo aos animais dos grupos
controles (p<0,05). Os niveis glicémicos dos animais de todos 0s grupos diabéticos
apresentaram-se aumentados ao longo de todo o periodo experimental quando comparados
aos animais controles (p<0,05). Foi observada uma reducdo na tensdo maxima e na forca
méaxima nos fémures dos animais do GDS em comparagédo aos controles (p<0,05); a forca
maxima dos fémures dos animais do GDN mostrou-se reduzida em comparacdo aos
animais do GDS (p<0,05); o médulo elastico e a forgca méxima dos fémures dos animais do
GDTR mostraram-se reduzidos em comparacdo ao GDS (p<0,05); e a deformacdo maxima
dos fémures apresentou-se aumentada nos animais do GDTR em relacédo ao GDS (p<0,05).
O diabetes experimental promoveu déficit biomecénico na estrutura do fémur de ratos
Wistar. No entanto, a utilizacdo isolada de um protocolo de exercicio de natacdo sem
sobrecarga ou de um protocolo de exercicio de resisténcia em meio aquatico ndo foi
eficiente em reverter tais alteragdes biomecanicas.

Palavras-chave: Diabetes, tecido 6sseo, biomecéanica, exercicio
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INTRODUCAO

Ha muito vem sendo discutido o potencial do diabetes mellitus (DM) em
ocasionar anormalidades musculoesqueléticas (REDDY et al., 2001; BROTMAN;
GIROD, 2002; FOLLAK et al., 2004) como osteopenia e alteracdes do processo de
osteogénese na remodelacdo de uma fratura (MAINARDES et al., 2007).

A associacdo entre baixa densidade mineral 6ssea (DMO) e diabetes tipo 1 ja
estd determinada com consisténcia (LOPEZ-IBARRA et al., 2001; ZHANG et al.,
2009), visto que tem sido relatada em varios estudos clinicos com humanos
(BOUILLON, 1991; FORSEN, 1999; NICODEMUS; FOLSON, 2001; MIAO et al.,
2005; AHMED et al., 2006; MIAZGOWSKI et al., 2007) e em estudos experimentais
com animais (DIXIT; EKSTROM, 1980; HOUGH et al., 1981; SHIRES et al., 1981;
EINHORN et al., 1988; VERHAEGHE et al., 1990; HOU; ZERNICKE; BARNARD,
1991, 1993; REDDY et al., 2001).

Além das repercussdes sobre a massa 6ssea, estudos tém mostrado que o
diabetes interfere na formacao da rede de colageno, afetando portanto, a integridade
biomecéanica do osso, gerando assim, 0ssos mais frageis e com risco de fratura
aumentado (DIXIT; EKSTROM, 1980; EINHORN et al., 1988; VERHAEGHE et al.,
1990; REDDY et al., 2001; FOLLAK et al., 2004; PRISBY et al., 2008; ZHANG et al.,
2009; KORRES et al., 2013).

A prética de exercicio fisico regular, juntamente com a insulinoterapia e o
planejamento alimentar, tem sido considerada como uma das trés principais
abordagens no controle e tratamento do DM tipo 1 (DE ANGELIS et al., 2006;
ZISSER et al., 2011). Estas abordagens tém como objetivo aproximar as condi¢des
metabodlicas do individuo com DM tipo 1 de um estado fisiolégico normal,
consequentemente prevenindo ou retardando as complicacdes crénicas do DM (DE
ANGELIS et al., 20086).

Além disso, o exercicio fisico também tem seus efeitos benéficos sobre a
estrutura 6ssea propriamente dita. Sabe-se que a osteogénese pode ser estimulada
por pequenas deformacdes na arquitetura éssea, provocadas por forcas mecanicas,
gue pode atuar diretamente na taxa de remodelamento ésseo (BIKLE et al., 2003) e
gue diferentes modelos de exercicio podem causar diferentes adaptacfes no tecido
0sseo, pois as respostas Osseas vao ser afetadas por volume de treinamento,
namero de séries e repeticdes, periodo de descanso entre as séries, e o tipo de
contracdo muscular (AGUIAR et al., 2010).
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Embora a sustentacdo de peso seja um dos fatores mais importantes para
influenciar a formacéo e reabsorcdo 6ssea (KUNG; NG, 1994; HEINONEN et al.,
2000), ha evidéncias de que exercicios que nao utilizam sustentacado de peso, como
a natacdo (SNYDER et al.,, 1992; TSUKAHARA et al., 1994), também poderiam
beneficiar a osteogénese através do trabalho de contragcdo muscular, promovendo
adaptacao positiva na massa 6ssea (BOURRIN et al., 1995; HART et al., 2001).

A influéncia de modalidades de exercicio aquéatico, ou seja, sem sustentacao
de peso, sobre o déficit biomecanico observado em ossos de diabéticos ndo foi
explorada até o presente momento. Portanto, a proposta do presente estudo foi
comparar os efeitos de um protocolo de exercicio de natacdo sem sobrecarga com
os efeitos de um protocolo de exercicio resistido de salto em meio aquatico sobre a
resposta biomecéanica de fémures de ratos induzidos quimicamente ao diabetes

experimental.

MATERIAL E METODOS
Delineamento experimental

Foram utilizados 108 ratos Wistar, machos, mantidos no biotério de
experimentacdo do Departamento de Anatomia da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) em temperatura de 23 £+ 1°C, ciclo de luz invertido (12 h) e livre
acesso a dieta (Labina® — Purina) e agua. Os animais foram mantidos em gaiolas de
polipropileno (41x34x16 cm) em grupos de 3 a 4 animais por gaiola. Este estudo foi
aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal do Centro Ciéncias
Bioldégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE), oficio n°
23076.026692/2012-80, e seguiu as normas recomendadas pelo Comité Brasileiro
de Experimentacédo Animal (COBEA).

Na idade de 60 dias os animais foram distribuidos aleatoriamente em seis
grupos: Grupo Controle Sedentério — GCS (n=18), Grupo Controle Natacdo — GCN
(n=18), Grupo Controle Treino de Resisténcia — GCTR (n=18), Grupo Diabético
Sedentario— GDS (n=18), Grupo Diabético Natacdo — GDN (n=18), e Grupo
Diabético Treino de Resisténcia — GDTR (n=18).

Inducéo ao DM
Os animais dos grupos GDS, GDN e GDTR, aos 60 dias de vida, apos jejum

de 12h, foram induzidos ao diabetes pela administracdo Unica, via intraperitoneal, de
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uma solucdo de Estreptozotocina (STZ — Sigma Chemical Co., St. Louis, MO),
diluida em tampao citrato de sodio a 10mM e pH 4,5, na dose de 60mg/kg de peso
do animal. Os animais ndo diabéticos receberam doses equivalentes da solucéo
tampao citrato de sodio objetivando o nivelamento do estresse fisico ofertado para
0s grupos diabéticos. Ao final de 30 minutos apds o tratamento os animais foram
alimentados normalmente (DALL’AGO et al., 2002).

Avaliacao clinica e metabdlica

O peso corpéreo dos animais foi aferido semanalmente ao longo de todo o
experimento. A verificacdo da glicose sanguinea (Glicosimetro Kit Accu-Chek Active)
foi feita antes da inducdo ao diabetes, no 3° e 7° dias apds a inducéo, e, apos a
confirmagédo do diabetes, semanalmente até o fim do experimento.

Cinco animais, de cada grupo experimental foram colocados em gaiolas
metabdlicas (Tecniplast 3701M081) em trés momentos distintos: na semana pré-
inducédo, na semana pos-inducdo e ao final do periodo referente ao protocolo de
exercicio fisico. Em cada um destes momentos foram realizados os registros da
ingestao hidrica (ml), ingestédo alimentar (g) e diurese (ml) a cada 24 horas, por um

periodo de 72 horas.

Protocolos de Exercicio

Uma semana apoOs a inducdo do diabetes experimental, os animais dos
grupos treinados, dependendo do grupo ao qual pertencessem, foram submetidos a
dois protocolos de treinamento em meio aquaticos: natacdo e treino de resisténcia
de salto. Os animais dos grupos sedentéarios foram colocados na propria gaiola com
uma pequena quantidade de agua na mesma temperatura, por uma hora, cinco dias
por semana, durante nove semanas para se submeterem a um estresse aquatico
semelhante.

O protocolo de natacdo de baixa intensidade (GOBATTO et al.,, 2001,
FREITAS et al., 2010) teve a duracdo de nove semanas, uma hora/dia, cinco
dias/semana (NAKAO et al., 2000). A primeira semana foi de adaptacdo, onde os
grupos treinados foram inicialmente ambientados ao meio liquido, comecando com
10 minutos de nado, sendo acrescido 10 minutos por dia até completar 50
minutos/dia. O treino foi realizado em um tanque cilindrico com 85cm de

comprimento e 50cm de didmetro, com temperatura da agua mantida em 32° +1 C.



52

O protocolo de exercicio de resisténcia de alta intensidade teve duracdo de
nove semanas e frequéncia de cinco sessbes semanais (ROGATTO; LUCIANO,
2001), e consistiu na realizacdo de saltos em um tanque cilindrico com 20cm de
didmetro e 70 cm de comprimento, com uma sobrecarga acoplada ao térax do
animal através de um colete. Para ajuste da sobrecarga a ser utilizada por cada
animal, os animais eram pesados no primeiro dia de cada semana e a partir dai era
calculada a sobrecarga individual para cada animal. A primeira semana do protocolo
foi destinada a adaptacdo dos animais, onde eles fizeram inicialmente trés séries de
10 saltos com um minuto de intervalo entre as séries, inicialmente com carga de
30% do peso corporal nos dois primeiros dias da semana, 40% no terceiro e quarto
dia, e 50% do peso corporal no quinto dia da semana. A profundidade da agua
também foi sendo aumentada progressivamente, iniciando com 100% do
comprimento dos animais no primeiro dia, 120% no segundo e terceiro dia, e 140%
no quarto e quinto dia da semana. A partir da segunda semana, as sessdes de
treinamento consistiram na realizacao de quatro séries de 10 saltos com sobrecarga
equivalente a 50% do peso corpéreo, com um minuto de intervalo entre as séries
(ROGATTO; LUCIANO, 2001) e com a profundidade da &gua correspondendo a
140% do comprimento corporal do rato (ROGATTO; LUCIANO, 2001; ROGATTO,
2001). A temperatura da agua foi mantida a 32° +1 C.

Eutanasia e Coleta do material

Apobs o término do periodo referente ao treinamento, os animais de todos o0s
grupos foram anestesiados com solucao de Xilazina (Rompum® - Bayer) (10mg/Kg)
e Cloridrato de Ketamina (Ketalar®) (25mg/kg), 0,10 ml para cada 100g de peso e
tiveram seus fémures esquerdos coletados e encaminhados ao ensaio mecéanico de

flexdo em trés pontos.

Ensaio Mecénico

O ensaio mecanico foi realizado utilizando a maquina de ensaio mecéanico
convencional Shimadzu Autograph AG-X, com célula de carga de 50KN, da seguinte
maneira: a superficie anterior do fémur foi posta em contato com os pinos de apoio
da maquina, distanciados de 20 mm (HUANG et al., 2003); o pino de carga foi

posicionado no meio da diafise do fémur (Figura 1). O mdédulo de ruptura a flexao foi
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determinado pelo ensaio de flexdo em trés pontos nas condi¢cdes de temperatura
ambiente e com velocidade de 0,5 mm/min. O deslocamento do espécime foi
registrado automaticamente por um software acoplado a maquina de ensaio e 0s
parametros estudados foram mdédulo elastico (MPa), tensdo maxima (MPa), forca
maxima (N) e deformag&o maxima (%).

Figura 1 — (A) Maquina de ensaio mecanico convencional Shimadzu Autograph AG-X; (B)
Fémur posicionado na maquina de ensaio de flexdo em trés pontos.
Analise estatistica

Para a andlise estatistica utilizou-se o software SPSS versdo 20.0 e foi
empregada a Analise de Variancia (ANOVA) seguida pelo post hoc Bonferroni, e

adotou-se o nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS
Ao longo do periodo experimental, ocorreram algumas perdas amostrais nos
grupos diabéticos em decorréncia do estado metabdlico bastante prejudicado desses

animais. No GDS houve uma perda, no GDN trés perdas, e no GDTR duas perdas.

Peso corporal

A evolucdo ponderal dos animais encontra-se representada na Figura 2. A
partir da terceira semana apo6s a inducdo do diabetes, periodo referente & segunda
semana dos protocolos de exercicio, os animais de todos o0s grupos diabéticos

apresentaram pesos corporais inferiores aos animais dos grupos controles (p<0,05),
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e essas diferencas se mantiveram até o final do estudo. Além disso, a partir da nona
semana apos a inducao, referente a sétima semana de exercicio, 0s animais do
GDN passaram a apresentar pesos corporais menores em relacdo aos animais do
GDS.

Avaliagdo metabdlica

Os parametros da avaliacdo metabdlica estdo dispostos na Tabela 1. Na
avaliacdo da primeira gaiola metabdlica, antes da indug&o do diabetes, ndo foram
observadas diferencas nos parametros entre o0os grupos. Na segunda gaiola
metabdlica, realizada uma semana apos a inducao, observou-se que 0s animais dos
grupos diabéticos apresentaram diurese, ingestdo alimentar e consumo hidrico
aumentados em relagcdo aos animais dos grupos controles (p<0,05), e estas
diferencas se mantiveram na avaliagdo da terceira gaiola metabdlica, apds o término
do periodo referente aos protocolos de exercicio (p<0,05).

A expressdo das glicemias dos animais encontra-se representada
graficamente na Figura 3. Foi observado que apés a inducédo do diabetes, os niveis
glicémicos dos animais de todos os grupos diabéticos apresentaram-se aumentados
ao longo de todo o periodo experimental (p<0,05). Na quinta semana de exercicio,
0s animais do GDN mostraram glicemias menores em relacdo aos demais grupos
diabético (p<0,05), porém nédo alcangcaram valores de normalidade ndo diabética; e
na sexta semana foi observado que os animais do GDTR apresentaram niveis

glicémicos aumentados em relacdo aos demais grupos diabéticos (p<0,05).

Efeito do diabetes na resposta biomecéanica do fémur

Nao foram constatadas diferencas no moédulo elastico e na deformagdo maxima
entre o GDS e 0 GCS (p>0,05). No entanto, foi observada uma reducéo na tenséo
maxima e na forgca méaxima nos fémures dos animais do GDS em comparagéo aos

controles (p<0,05) (Figura 4).

Efeito do exercicio de natacédo na resposta biomecéanica do fémur

N&o foram constatadas diferencas no modulo elastico e na tensdo maxima entre os
animais do GDN e do GDS, e nem entre os animais do GCN e do GCS (p>0,05). A
forca maxima dos fémures dos animais do GDN mostrou-se reduzida em

comparacdo ao animais do GDS (p<0,05), porém nao diferiu entre os controles
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(p>0,05). Para o parametro de deformacdo maxima, ndo foram observadas

diferencas entre o GDN e 0 GDS ou entre o GCN e 0 GCS (p>0,05) (Figura 4).

Efeito do exercicio de resisténcia na resposta biomecanica do fémur

Foi observada uma reducdo do médulo elastico nos animais do GDTR em
comparacao aos animais do GDS (p<0,05), além de diminuicdo deste parametro nos
animais do GCTR em relacdo aos animais dos demais grupos controles. Quanto a
tensdo méaxima, ndo foram constatadas diferencas entre os animais diabéticos
treinados e 0 GDS, e nem entre os controles treinados e o GCS (p>0,05). A forca
maxima dos fémures dos animais do GDTR mostrou-se reduzida em comparacéo ao
GDS (p<0,05), porém nao diferiu entre os controles (p>0,05). A deformagcdo maxima
dos fémures apresentou-se aumentada nos animais do GCTR e do GDTR em

relacdo aos seus respectivos controles (p<0,05) (Figura 4).
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Figura 2 — Evolucdo ponderal (g) dos animais durante o periodo experimental. * - p<0,05 —
GDS < GCS. ° - p<0,05 — GDN e GDTR < GCN e GCTR. £- p<0,05 - GDTR > GDS. ¥ -
p<0,05 — GDN < GDS (Anova com um fator com post hoc Bonferroni).
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Figura 3 — Expressao da Glicemia (mg/dL) dos animais durante o periodo experimental. * -
p<0,05 — GDS, GDN e GDTR < GCS, GCN e GCTR. £ - p<0,05 - GDTR > GDS e GDN. 7 -
p<0,05 — GDN < GDTR e GDS (Anova com um fator com post hoc Bonferroni).
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Figura 4 — Efeito do exercicio de natacdo e do exercicio de resisténcia sobre as
propriedades biomecénicas dos fémures dos ratos dos grupos estudados. Valores
expressos em média. *p<0,05 (GDS x GCS), *p<0,05 (GDN x GDS), ¥p<0,05 (GDTR x
GDS), #p<0,05 (GDTR x GDN), %p<0,05 (GCN x GCS), *p<0,05 (GCTR x GCS), *p<0,05
(GCTR x GCN). Anova one way seguido de post hoc Bonferroni.
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Tabela 1 — Valores médios da diurese (mL), consumo hidrico (mL) e ingestédo alimentar (g) dos animais durante a GM1 (pré-inducéo), GM2

(p6s-inducédo) e GM3 (pbs-treinamento).

GM1 GM2 GM3
Grupo Diurese Consumo Ingestéo Diurese Consumo Ingestéo Diurese Consumo Ingestéo
+DP Hidrico + Alimentar +DP (ml) Hidricox Alimentarx =DP (ml) Hidricox Alimentar £
(ml) DP (ml) + DP (g) DP (ml) DP (9) DP (ml) DP (g)
GCS 13+2,12 60,8+3,13 29,34 + 11,75+ 438+4,98 2535+3,00 133+ 51,3+4,91 26,56 +2,18
2,63 2,11 1,30
GDS 11,4 + 47,8 +4,81 25,84 + 167,8 + 209,7 + 41,61 + 191 + 2315+ 44,59 +
1,43 4,40 35,94* 41,83* 8,67* 54,12* 58,53* 6,97*
GCN 11,7 + 55,2 + 4,39 28,82 + 116 + 46,1 +4,39 2478+236 13,45+ 35+6,40 24,11+1,39
2,10 2,15 1,24 3,55
GDN 13,7 + 55+ 9,02 22,97 + 1185+ 149,8 + 38,84 + 153,2 + 216,8 + 42,02 +
2,13 1,72 44,33* 56,03* 5,02* 59,94* 59,93* 10,72*
GCTR 95+ 66,2 + 8,92 27,53 + 10,6 + 514+6,80 2847+389 1065+ 348+286 2258+1,68
2,21 2,49 2,18 1,05
GDTR 11+1,45 448+6,14 24,09 + 166,1 + 249,8 + 48,96 + 175,80 £ 238,5 44,77 £
3,53 17,85* 23,57* 0,85*" 30,71* 30,43* 7,09*

Valores expresso em Média = Desvio Padréo (DP). * - p<0,05 — GDS, GDN e GDTR < GCS, GCN e GCTR. "L p<0,05 - GDTR > GDN.
Anova com um fator (One way) com post hoc Bonferroni.
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DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram que as modalidades de
exercicio utilizadas nao foram capazes de combater 0s prejuizos biomecanicos nos
fémures de ratos diabéticos. Além disso, nenhum dos dois protocolos de exercicio
conseguiu reverter as intensas alteragcdes no estado clinico e metabdlico dos
animais.

Os pesos corporais de todos os animais diabéticos mostraram-se inferiores, a
partir da terceira semana de instalacdo do diabetes até o final do periodo
experimental, em comparacdo aos pesos dos animais controles. Estes resultados
corroboram os achados de outros estudos (REDDY et al, 2001; LERCO;
SPADELLA; MACHADO, 2003; OLIVEIRA et al.,, 2012; BEZERRA, 2012), que
atestaram os efeitos deletérios do diabetes sobre o crescimento e ganho ponderal
de animais diabéticos. Além disso, ndo foi verificado nenhum efeito benéfico das
modalidades de exercicio empregadas no presente estudo, na prevencdo da perda
de peso corporal dos animais diabéticos exercitados, corroborando os achados de
Oliveira et al. (2012), que utilizou a mesma metodologia para inducdo ao diabetes
em animais submetidos a um protocolo exercicio em esteira.

Na avaliacdo das glicemias evidenciou-se que ap6s a inducdo 0s animais
diabéticos apresentaram glicemias acima de 200mg/dL, diferindo dos grupos
controles. Esta diferenca permaneceu durante todo o periodo experimental,
indicando que o0s exercicios empregados no presente estudo, como Unica
intervencao terapéutica, ndo foram capazes de normalizar os niveis glicémicos dos
animais diabéticos, como demonstrado em outros estudos prévios (GOMES et al.,
2006; OLIVEIRA et al.; 2012).

Os demais parametros metabodlicos avaliados no estudo também se
mostraram intensamente afetados pelo estado diabético, visto que a partir da
inducdo, os animais diabéticos de todos 0s grupos apresentaram aumento de
diurese, ingestdo alimentar e consumo hidrico, mantenho tais alteracdes mesmo ao
final do periodo referente aos protocolos de exercicio. Estes resultados
assemelham-se aos de estudos prévios que trabalharam com animais de igual idade
e linhagem (LERCO; SPADELLA; MACHADO, 2003; OLIVEIRA et al., 2012;
BEZERRA, 2012; NERY, 2013), e indicam que o exercicio como Unica terapéutica
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para o diabetes ndo foi capaz de reverter as alteracfes metabdlicas sofridas pelos
animais diabéticos.

Quanto a avaliacdo biomecanica, os resultados do presente estudo indicaram
gue o periodo de 10 semanas de diabetes foi suficiente para promover alteracdo na
resposta biomecénica dos fémures, visto que foi observada uma reducao da forga
maxima e da tensdo maxima nos 0ssos dos animais diabéticos em relacdo aos
controles. Estes achados corroboraram os achados dos estudos de Erdal et al.
(2011), que verificou reducdo na forca méaxima e tensdo maxima dos 0ssos de ratos
diabéticos, sem observar alteracdo no moddulo elastico e nem na deformacao
maxima; e os resultados de Reddy et al. (2001), que verificaram reducdo na forca
maxima de fémures e tibias de ratos diabéticos comparados a controles.

De forma contraria, Verhaeghe et al. (2000) ndo observaram alteracées nos
parametros biomecéanicos do teste de flexdo em trés pontos do fémur dos diabéticos
em relacdo a ratos controles. Segundo eles, estas diferencas podem ter ocorrido
devido a idade de inducdo dos animais ao diabetes (10 semanas) ou também a
duracdo da doenca dos animais (7 semanas), ou seja, o intervalo entre a inducéo e
a analise do osso. A reducdo na competéncia biomecanica em ratos diabéticos ira
depender da severidade, idade de inicio e duracdo do diabetes, além da linhagem
dos animais utilizada no estudo (VERHAEGHE et al., 2000; REDDY et al., 2001).

Quanto ao efeito do exercicio sobre o déficit biomecanico observado nos
fémures dos animais diabéticos, nenhuma das modalidades utilizadas no presente
estudo conseguiu exercer um efeito positivo. De forma similar, o estudo de
Verhaeghe et al. (2000) ndo observou diferengas nas propriedades biomecéanicas de
fémures de ratos diabéticos treinados em esteira comparados a diabéticos néo
treinados.

Até o presente momento ndo se tem relatos da utilizagdo de modalidades
aguaticas para tratar o déficit biomecéanico 6sseo observado em animais diabéticos.
No entanto, era esperado que os protocolos tivessem efeitos benéficos sobre a
estrutura O0ssea dos diabéticos diante dos efeitos comprovados do exercicio de
natacdo sobre a producéo sistémica e local de IGF-1 (GOMES et al., 2006), e visto
gue ja foi demonstrado em estudos com animais ndo diabéticos os beneficios de tal

modalidade na melhora da resposta biomecanica de ossos. Hart et al. (2001), que
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avaliaram as propriedades mecéanicas de 0ssos de ratas osteopénicas submetidas a
natacdo sem sobrecarga, demonstrando maior médulo elastico quando comparados
aos 0ssos dos animais controles. Huang et al. (2003), utilizando um protocolo de
natacdo com sobrecarga em ratos jovens, observaram aumento no modulo elastico
de fémures de ratos nadadores em relagéo aos ratos controles, apesar de ndo terem
constatado diferencas na forca maxima dos 0ssos entre 0S grupos.

Foi verificado que a forca maxima dos animais diabéticos que realizaram
exercicio de natacdo foi menor que a dos diabéticos sedentérios, indicando que a
natacdo pode ter sido prejudicial para estrutura 6ssea dos animais diabéticos. Ha
evidencias que sugerem que a sensibilidade 6ssea decai rapidamente apés o inicio
dos exercicios, atingindo uma saturacdo mecanico-sensorial, depois da qual as
alteracdes na estrutura éssea dependerdo do aumento da intensidade da carga
(ROBLING et al., 2002; HONDA et al., 2003). Como o protocolo adotado foi de baixa
intensidade, sem sobrecarga adicional, € possivel que o estimulo mecanico nao
tenha sido suficiente para restaurar a forca 6ssea dos fémures dos animais
diabéticos.

Quanto ao exercicio de salto em meio aquatico, caracterizado com exercicio
de resisténcia de alta intensidade, esta modalidade também parece ter exercido um
efeito deletério sobre a biomecéanica 6ssea dos ratos diabéticos, visto que o0 modulo
elastico e a forga maxima mostraram-se reduzidas e a deformagdo maxima mostrou-
se aumentada nos animais treinados nesta modalidade em comparacdo aos
diabéticos sedentarios, indicando que os fémures dos diabéticos treinados
deformaram mais suportando menos tenséo, além de terem suportado menos carga
até a fratura, traduzindo-se assim em 0ssos mais frageis.

De forma contraria aos nossos achados, o estudo de Renno et al. (2007)
avaliou a resposta biomecénica dos fémures de ratas osteopénicas a um
treinamento de saltos em meio aquatico com cargas progressivas e verificou maiores
valores de forca maxima nos fémures dos animais treinados em comparacao aos
controles, o que segundo o0s autores, pode ser considerado como uma resposta
estimulatéria positiva do exercicio sobre 0 0ssos osteopénicos. Isso pode ser
explicado pela idéia defendida por lwamoto; Yeh; Aloia (1999), que defendem que

mais de 70% do momento de inclinacdo de um o0sso sdo transmitidos pela forca
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muscular ao invés de pelo peso corporeo, sugerindo que a forca muscular impde
cargas maiores aos 0ssos do que as forcas gravitacionais associadas ao peso. Além
disso, Renno et al. (2007) defenderam o protocolo utilizado no estudo baseando-se
na ideia de que curtos periodos de exercicios com periodos de descanso entre 0s
mesmos sao mais eficazes em produzir uma resposta osteogénica do que uma
Unica sessdo mais prolongada (ROBLING et al., 2002).

No entanto, varios estudos demonstraram que o diabetes esta associado a
formacdo aumentada de radicais livres e a grande estresse oxidativo (ATALAY;
LAAKSONEN, 2002; NAZIROGLU; CAY, 2001; NAZIROGLU et al., 2004,
NAZIROGLU; BUTTERWORTH, 2005). Devido ao aumento na formacéao de radicais
livres no diabetes, o equilibrio celular normalmente presente entre formacédo de
radicais e protecao antioxidante do organismo fica comprometido (LEE et al., 2002).

E possivel que a alta intensidade do exercicio de resisténcia de salto tenha
agravado ainda mais esse estresse oxidativo, excedendo a capacidade das defesas
antioxidantes e contribuindo para um pior controle metabdlico dos animais diabéticos
do GDTR (JI, 1999; URSO; CLARKSON, 2003; AGUILO et al., 2005). Esse pior
controle metabdlico, por sua vez, provavelmente contribuiu com prejuizo no
metabolismo 0sseo que ndo conseguiu ser revertido apenas com a utilizagdo dos
exercicios. Talvez fosse necessaria a utilizacdo de uma terapéutica mais especifica
gue normalizasse o estado metabolico do animal diabético, como a insulinoterapia.
Segundo Follak et al. (2004) o estado metabdlico diabético bem controlado com o
uso de insulina pode prevenir a mineralizagdo deficiente e as alteragbes
biomecéanicas em o0ssos de ratos diabéticos em cicatrizacdo apo6s fratura. Ainda
neste raciocinio, Thrailkill et al. (2005) afirmaram que a formacdo Ossea pode ser
preservada em ratos diabéticos tratados com administracéao sistémica de insulina.

Assim, a utilizac@o isolada de um protocolo de exercicio de natacdo sem
sobrecarga ou de um protocolo de exercicio resistido de salto em meio aquatico nao
foi eficiente em reverter as alteracbes biomecanica no fémur de ratos diabéticos,

tampouco foi capaz de melhorar os aspectos clinicos e metabodlicos dos animais.
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RESUMO

O presente estudo se propds a avaliar e comparar o efeito de duas modalidades de
exercicio em meio aquatico sobre o déficit na estrutura Ossea de ratos induzidos
experimentalmente ao diabetes. Foram utilizados 108 ratos Wistar machos, distribuidos em
6 grupos: Grupo Controle Sedentario — GCS, Grupo Controle Natacdo — GCN, Grupo
Controle Treino de Resisténcia — GCTR, Grupo Diabético Sedentario— GDS, Grupo
Diabético Natacdo — GDN, e Grupo Diabético Treino de Resisténcia — GDTR. Os animais
diabéticos foram induzidos ao diabetes por administracdo de estreptozotocina. Os animais
do GCN e GDN realizaram um protocolo de natacdo com duracdo de 9 semanas, enquanto
0s animais do GCTR e GDTR foram submetidos a um protocolo de salto em meio aquatico
também com duracdo de 9 semanas. Foram avaliados o peso, o comprimento e a
densidade ¢ssea radiografica dos fémures direitos. Para analise estatistica utilizou-se a
Andlise de Variancia (ANOVA) seguida pelo post hoc Bonferroni, e o nivel de significancia
dotado foi 5%. Os fémures dos animais de todos os grupos diabéticos mostraram pesos e
comprimentos menores em relacdo aos animais dos grupos controles (p<0,05), e o peso dos
fémures dos animais do GDN foram menores comparados aos fémures dos animais do GDS
(p<0,05). Os animais do GDS apresentaram menores valores médios de densidade éssea
na cabeca femoral e no condilo lateral do fémur quando comparados aos animais do GCS
(p<0,05). Os animais do GDTR mostraram menores valores médios de densidade 6ssea na
cabeca femoral comparados aos animais do GDS, e menor densidade na diafise média do
fémur em relacdo aos animais do GDS e GDN, além de maior densidade 6ssea no condilo
lateral do fémur em comparacdo aos animais do GDS (p<0,05). Os animais do GDN
apresentaram maior densidade dssea no condilo lateral do fémur em relagdo aos animais do
GDS (p<0,05). As modalidades de exercicio empregadas ndo foram efetivas em restaurar os
prejuizos no peso e comprimento dos 0ssos dos animais diabéticos. Por outro lado, os
protocolos de exercicios conseguiram aumentar a densidade éssea na regido do condilo
lateral do fémur, representando um efeito osteogénico positivo dos exercicios aquaticos
sobre uma area especifica de osso trabecular.

Palavras-chaye: Diabetes, tecido 6sseo, densitometria, exercicio
INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) é um grupo de doencas metabdlicas caracterizado

por hiperglicemia resultante de defeitos na secrecdo e/ou na ag¢do da insulina. A
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hiperglicemia decorrente do diabetes esta associada, em longo prazo, a danos,
disfuncdes e insuficiéncia em diferentes sistemas do corpo, incluindo anormalidades
musculoesqueléticas como formacdo 0ssea reduzida e retardo na cicatrizacédo de
fraturas (REDDY et al, 2001; SCHWARTZ, 2003; AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2014).

A presenca de uma menor densidade mineral 6ssea (DMO) em diabéticos do
tipo 1 j4 foi demonstrada, tanto em estudos experimentais com animais (DIXIT;
EKSTROM, 1980; HOUGH et al., 1981; SHIRES et al., 1981; EINHORN et al., 1988;
VERHAEGHE et al., 1990; HOU; ZERNICKE; BARNARD, 1991, 1993; REDDY et al.,
2001; MOTYL; MCCABE, 2009), quanto em estudos com humanos (BOUILLON,
1991; FORSEN, 1999; NICODEMUS; FOLSON, 2001; MIAO et al., 2005; AHMED et
al., 2006; MIAZGOWSKI et al., 2007), e atualmente ha evidéncias claras de que a
principal alteracdo esquelética no DM tipo 1 € a formacdo déssea reduzida ao invés
da reabsorgéo 6ssea aumentada (MCCABE, 2007; MERLOTTI et al., 2010).

Por outro lado, como medida terapéutica integrante do tratamento do
diabetes, alguns trabalhos tém demonstrado que o exercicio fisico facilita a captacao
periférica da glicose e o metabolismo de glicogénio e proteinas, regulando e
melhorando as condi¢cdes gerais de saude de individuos diabéticos (LUCIANO;
MELLO, 1998; OLIVEIRA; ROGATTO; LUCIANO, 2002).

No caso do tecido 6sseo, a carga mecanica, resultante do exercicio fisico, é
essencial ao desenvolvimento esquelético durante o crescimento, assim como
permite modificar a geometria e a morfologia do osso apés atingir a maturidade
(NIEHOFF et al., 2004). Essa carga pode ser causada por forgas gravitacionais ou
por contracbes musculares (RENNO et al.,, 2007). Nesse sentido, atividades que
produzem maiores estimulos ao tecido 6sseo tém-se mostrado eficientes em
estimular o aumento da DMO, como o treinamento resistido, o qual consiste em uma
atividade voltada para o desenvolvimento das fungBes musculares através da
aplicacao de sobrecargas (ANDREOLI et al., 2001; KELLEY; KELLEY; TRAN, 2001,
KELLEY; KELLEY, 2004).

Por outro lado, embora a sustentacdo de peso seja um dos fatores mais
importantes para influenciar a formagédo e reabsorcdo 0ssea, h4 evidéncias de que

exercicios que nao utilizam sustentacdo de peso, como a natacdo, também
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poderiam beneficiar a osteogénese (SNYDER et al., 1992; BOURRIN et al., 1995;
HART et al., 2001; RENNO et al., 2007).

Desta forma, este estudo se prop0s a avaliar e comparar a acdo de duas
modalidades de exercicio em meio aquético (natacdo e exercicio resistido de salto
com sobrecarga) sobre o peso, o comprimento e a densidade 6ssea de fémures de

ratos induzidos experimentalmente ao diabetes.

MATERIAL E METODOS
Animais Experimentais

Foram utilizados 36 ratos Wistar, machos, mantidos no biotério de
experimentacdo do Departamento de Anatomia da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) em temperatura de 23 + 1°C, ciclo de luz invertido (12 h) e livre
acesso a dieta (Labina® — Purina) e 4gua. Os animais foram mantidos em gaiolas de
polipropileno (41x34x16 cm) em grupos de 3 a 4 animais por gaiola. Este estudo foi
aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal do Centro Ciéncias
Bioloégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE), oficio n°
23076.026692/2012-80, e seguiu as normas recomendadas pelo Comité Brasileiro
de Experimentacao Animal (COBEA).

Na idade de 60 dias os animais foram distribuidos aleatoriamente em seis
grupos: Grupo Controle Sedentario — GCS (n=6), Grupo Controle Natacdo — GCN
(n=6), Grupo Controle Treino de Resisténcia — GCTR (n=6), Grupo Diabético
Sedentério— GDS (n=6), Grupo Diabético Natacdo — GDN (n=6), e Grupo Diabético
Treino de Resisténcia — GDTR (n=6).

Inducéo ao diabetes

Os animais dos grupos GDS, GDN e GDTR, apés jejum de 12h, foram
induzidos ao diabetes pela administragcdo Unica, via intraperitoneal, de uma solucéo
de Estreptozotocina (STZ — Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), diluida em tampéao
citrato de sédio a 10mM e pH 4,5, na dose de 60mg/kg de peso do animal. Os
animais néo diabéticos receberam doses equivalentes de solugcdo tampéo citrato de
sédio objetivando o nivelamento do estresse fisico ofertado para o0s grupos

diabéticos.
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Protocolos de exercicio

Uma semana apés a inducdo do diabetes experimental, os animais dos
grupos treinados, dependendo do grupo ao qual pertencessem, foram submetidos a
dois protocolos de treinamento em meio aquaticos: natacdo e treino resistido de
salto. Os animais dos grupos sedentarios foram mantidos nas suas proprias gaiolas
contendo uma pequena quantidade de dgua na mesma temperatura, por uma hora,
cinco dias por semana, durante nove semanas para se submeterem a um estresse
aquatico semelhante aos animais dos grupos treinados.

O protocolo de natacdo de baixa intensidade (GOBATTO et al.,, 2001,
FREITAS et al.,, 2010) teve a duragcdo de nove semanas, uma hora/dia, cinco
dias/semana (NAKAO et al., 2000). A primeira semana foi de adaptacdo, onde os
grupos treinados foram inicialmente ambientados ao meio liquido, comeg¢ando com
10 minutos de nado, sendo acrescido 10 minutos por dia até completar 50
minutos/dia. O treino foi realizado em um tanque cilindrico com 85cm de
comprimento e 50cm de didametro, com temperatura da agua mantida em 32° +1 C.

O protocolo de exercicio de resisténcia de alta intensidade teve duracdo de
nove semanas e frequéncia de cinco sessbes semanais (ROGATTO; LUCIANO,
2001), e consistiu na realizacdo de saltos em um tanque cilindrico com 20cm de
diametro e 70 cm de comprimento, com uma sobrecarga acoplada ao térax do
animal através de um colete. Para ajuste da sobrecarga a ser utilizada por cada
animal, os animais eram pesados no primeiro dia de cada semana e a partir dai era
calculada a sobrecarga individual para cada animal. A primeira semana do protocolo
foi destinada a adaptacdo dos animais, onde eles fizeram inicialmente trés séries de
10 saltos com um minuto de intervalo entre as séries, inicialmente com carga de
30% do peso corporal nos dois primeiros dias da semana, 40% no terceiro e quarto
dia, e 50% do peso corporal no quinto dia da semana. A profundidade da agua
também foi sendo aumentada progressivamente, iniciando com 100% do
comprimento dos animais no primeiro dia, 120% no segundo e terceiro dia, e 140%
no quarto e quinto dia da semana. A partir da segunda semana, as sessdes de
treinamento consistiram na realizacdo de quatro séries de 10 saltos com sobrecarga
equivalente a 50% do peso corpéreo, com um minuto de intervalo entre as séries
(ROGATTO; LUCIANO, 2001) e com a profundidade da agua correspondendo a
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140% do comprimento corporal do rato (ROGATTO; LUCIANO, 2001; ROGATTO,
2001). A temperatura da agua foi mantida a 32° £1 C.

Eutanasia e coleta do material

Apbs o término do periodo referente ao treinamento, os animais de todos os
grupos foram anestesiados com solucédo de Xilazina (Rompum® - Bayer) (10mg/Kg)
e Cloridrato de Ketamina (Ketalar®) (25mg/kg), 0,10 ml para cada 100g de peso e
tiveram seus fémures direitos coletados, dissecados e pesados em uma balanca de
precisdo (BS3000A). Foram realizadas as mensura¢gdes do comprimento dos 0Sso0s
com auxilio de um paquimetro (Vernier Calipers, 0,01mm) e em seguida os fémures

foram estocados em formol a 10% até o momento da analise densitométrica.

Analise densitométrica do fémur

A andlise densitométrica foi realizada através de tomadas radiogréaficas dos
fémures direitos dos ratos de todos os grupos com o aparelho de raio-X Spectro
1070 (Dabi Atlante) com regime elétrico de 70Kvp e 10mA. O tempo de exposi¢cao
utilizado foi de 0,3s e a distancia foco-filme foi de 30cm. As imagens foram captadas
por sensores do tipo placas de fosforo, e digitalizadas utilizando o sistema digital
Digora Optime®. Foram analisados 0s seguintes pontos: cabeca femoral, diafise
média, condilo medial e condilo lateral do fémur. Os valores de pixels foram
convertidos para valores de espessura em milimetros de aluminio (mm/Al) utilizando
o software Image J (LOUZADA et al., 2001; MACHADO et al., 2009).

Analise estatistica

Para a andlise estatistica utilizou-se o software Statistical Package for Social
Sciences (SPSS) versédo 20.0 e foi empregada a Anadlise de Variancia (ANOVA)
seguida pelo post hoc Bonferroni, e adotou-se o nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS
Avaliacao estesiolégica do fémur
Os valores médios do peso e do comprimento dos fémures direitos estdo

dispostos na Tabela 1. Foi constatado que os fémures dos animais de todos os
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grupos diabéticos mostraram pesos e comprimentos menores em relacdo aos
animais dos grupos controles (p<0,05). Além disso, o peso dos fémures dos animais
do GDN foram menores comparados aos fémures dos animais do GDS (p<0,05), e o
peso dos fémures dos animais do GCTR foram maiores em comparagcdo aos
fémures dos animais do GCN (p<0,05). Em relagado ao comprimento, foi
demonstrado que os fémures dos animais do GCTR mostraram maiores valores
médios do comprimento dos fémures em comparacdo aos animais dos demais

grupos controles (p<0,05).

Analise densitométrica

Nas analises da densitometria 6ssea radiografica (Figura 1), foi observado
gue os animais do GDS apresentaram menores valores médios de densidade 6ssea
na cabeca femoral e no condilo lateral do fémur, correspondendo a uma reducéo de
aproximadamente 30% e 24%, respectivamente, quando comparados aos animais
do GCS (p<0,05). Os animais do GDTR mostraram menores valores médios de
densidade 6ssea na cabeca femoral comparados aos animais do GDS, e menor
densidade na diafise média do fémur em relacdo aos animais do GDS e GDN. Além
disso, constatou-se uma maior densidade Ossea no condilo lateral do fémur em
comparacao aos animais do GDS (p<0,05), correspondendo a um aumento de cerca
de 22% na densidade 0ssea desta regido nos 0ssos dos animais que realizaram
exercicio de salto. Os animais do GDN apresentaram maior densidade 6ssea no
condilo lateral do fémur em relagéo aos animais do GDS (p<0,05), correspondendo a
um aumento de 37,5% na massa 0ssea desta regido nos 0ssos dos animais que
realizaram exercicio de natacdo. Ainda foi observado que os animais do GCTR
mostraram menor densidade média na cabeca femoral, e maior densidade no
condilo lateral do fémur em comparacéo aos animais do GCS e GCN (p<0,05). Nao
foram observadas diferencas entre os grupos na densidade 6ssea do condilo medial
do fémur (p>0,05).

Tabela 1 — Valores médios do peso do fémur (g) e do comprimento do fémur (cm) dos

animais.



GRUPO Peso do fémur Comprimento do
+ DP (9) fémur direito = DP (cm)
GCS 0,93 £ 0,07 3,77+ 0,10
GDS 0,81 +0,13* 3,51 +0,16*
GCN 0,90 + 0,07 3,79+0,10
GDN 0,68 + 0,07*¢ 3,46 + 0,26*
GCTR 1,04 +0,12° 3,98 +0,20°
GDTR 0,75+ 0,16* 3,43 £ 0,25*
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Valores expressos em Média + Desvio Padrdo (DP). Anova com um fator (One way) com post hoc

Bonferroni. * - p<0,05 — GDS, GDN e GDTR < GCS, GCN e GCTR. € - p<0,05 — GDN < GDS. * -

p<0,05 — GCTR > GCS e GCN. % p<0,05 — GCTR > GCN.
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Figura 1 — Efeito do exercicio de natacdo e do exercicio de resisténcia sobre as densidades
Osseas radiograficas dos fémures dos ratos dos grupos estudados. Valores expressos em
média + DP. *p<0,05 (GDS x GCS), “p<0,05 (GDN x GDS), £p<0,05 (GDTR x GDS),
*p<0,05 (GDTR x GDN), ¥p<0,05 (GCTR x GCS), €p<0,05 (GCTR x GCN). Anova one way

seguido de post hoc Bonferroni.



76

DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que as modalidades de exercicio empregadas
exerceram poucos resultados benéficos diante dos prejuizos na estrutura 6ssea de
fémures de ratos diabéticos, verificando-se apenas o aumento na densidade éssea
da regido do condilo lateral do fémur.

Na avaliacéo estesioldgica do fémur, obtivemos menores valores de peso dos
fémures em todos os grupos diabéticos em relacdo aos grupos controles,
corroborando os achados dos estudos de Verhaeghe et al. (2000) e Erdal et al.
(2011). Quanto a avaliacdo do comprimento dos fémures, nossos resultados
mostraram que este parametro também foi menor nos animais dos grupos diabéticos
guando comparado aos dos animais controles, diferindo dos achados de Verhaeghe
et al. (2000) e Erdal et al. (2011), que ndo observaram diferencas no comprimento
de ossos entre animais diabéticos e controles. Os menores valores de peso e
comprimentos dos 0ssos dos animais diabéticos, encontrados no nosso estudo,
podem ser atribuidos ao menor peso corporal final destes animais em relacdo aos
diabéticos sedentarios. Além disso, de acordo com Gomes et al. (2006), a
insulinopenia caracteristica do estado diabético provoca reducao nos niveis de GH e
IGF-1, levando a prejuizos na maturacdo esquelética, resultando em 0ssos menores.

Quanto ao efeito dos protocolos de exercicio, ambas as modalidades de
exercicio desenvolvidas no presente estudo, parecem ndo terem sido capazes de
reverter as alteracbes antropométricas na estrutura 0ssea afetada pelo diabetes,
corroborando os achados de Verhaeghe et al. (2000). Além disso, no presente
estudo, o exercicio de natacdo parece ter sido prejudicial para o peso do fémur, visto
gue nos animais do GDN a média de peso dos fémures foi inferior em relacdo ao
peso dos fémures dos diabéticos sedentarios. Porém, estes resultados ndo eram
esperados, visto que de acordo com Zanconato et al. (1994), o exercicio fisico é
capaz de estimular a producdo muscular local de IGF-1 mesmo na auséncia de GH,
e este tem um impacto direto sobre a estrutura 6ssea (KUPFER et al., 1993).

De forma contraria ao nosso estudo, Gomes et al. (2006) encontraram
maiores comprimentos de tibias em ratos diabéticos treinados com natacdo de
moderada intensidade em comparacgdo a ratos diabéticos sedentarios. No entanto,

no nosso estudo utilizamos dois protocolos de exercicio, um de natacdo de baixa
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intensidade, e outro que consistiu num exercicio de resisténcia de alta intensidade.
Segundo Stokes (2003), um dos principais determinantes da resposta do GH ao
exercicio é intensidade do exercicio: parece haver uma relacdo dose resposta linear
com a secrecdo do GH aumentando a medida que aumenta a intensidade do
exercicio, o que pode explicar os nossos resultados para o grupo que foi submetido
a natacao de baixa intensidade.

Por outro lado, também n&o obtivemos resultados favoraveis com o protocolo
de alta intensidade. Este achado pode ser explicado baseando-se na potencialidade
gue o exercicio de alta intensidade apresenta em aumentar a producao de espécies
reativas de oxigénio, levando a um maior estresse oxidativo (AGUILO et al., 2005),
processo este que € ja encontra-se aumentado no estado diabético, e contribui para
o0 aparecimento de danos em diversos 6rgaos, incluindo complicacdes Osseas
(HAMADA et al., 2009; WAUQUIER et al., 2009; WEI et al., 2009; YAMAGISHI,
2011).

No presente estudo, 0 método escolhido para a andlise densitométrica éssea
foi a técnica da densitometria éssea radiografica, uma metodologia reprodutivel e de
boa acuréacia gracas aos recursos de informatica para digitalizacdo e processamento
das imagens (LOUZADA et al., 2001), sendo portando utilizada em varios estudos
gue investigaram alteragbes no metabolismo Osseo (LOUZADA et al., 2001,
MEURER et al., 2003; ZECCHIN et al., 2004; SILVA et al., 2007).

Nosso estudo demonstrou um efeito deletério do diabetes induzido por
estreptozotocina sobre a densidade Ossea de fémures de ratos, visto que foi
verificada uma reducdo de cerca de 30% e 24% da densidade Ossea dos fémures
dos animais do GDS nas regides da cabeca femoral e condilo lateral do fémur,
respectivamente. Estes achados estdo de acordo com as inumeras evidéncias de
reducdo na massa 6ssea observada em diabéticos tipo 1, tanto em estudos clinicos
(HUI, EPSTEIN; JOHNSTON, 1985; SATO et al.,, 1987; KEMINK et al., 2000;
ROZADILLA et al.,, 2000; LOPEZ-IBARRA et al., 2001; VALERIO et al.,, 2002;
MIAZGOWSKI et al., 2007) quanto em estudos experimentais (HOUGH et al., 1981;
MATTILA; KNUUTTILA; SVANBERG, 1998; HORCAJADA-MOLTENI et al., 2001;
MANAIA, 2009; SILVA et al., 2009; ERDAL et al., 2012).
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Foi contatado que as regides mais afetadas pelo diabetes foram as regides
com predominancia de osso trabecular. Estes achados estdo de acordo com
achados do estudo de Horcajada-Molteni et al. (2001), que avaliou a DMO de
fémures de ratos apos 40 dias de diabetes induzido por estreptozotocina, verificando
gue a reducdo da densidade foi mais severa na regido da metéfise distal, rica em
0sso trabecular do que na regido da diafise, rica em osso cortical. Além disso,
reforcando nossos achados, ha evidéncias de estudos com humanos e animais que
verificaram maior perda de osso trabecular do que de osso cortical em situacdes de
inatividade ovariana (STEPAN et al., 1987; WRONSKI et al., 1989, LIU; KALU, 1990;
KALU, 1991; PASTOUREAU; CHOMEL; BONNET, 1995). Neste sentido, tem sido
demonstrado que os fatores que controlam o aumento de massa 0ssea Sao
particularmente criticos em sitios trabeculares, talvez mais do que na diafise cortical
(VAN DER MEULEN et al.,, 2006), fazendo com que as regides trabeculares
experimentem maior perda Ossea e risco de fratura (CULLEN; SMITH; AKHTER,
2001).

No presente estudo observamos que os efeitos das duas modalidades de
exercicio sobre as densidades 6sseas dos fémures variaram dependendo dos
pontos especificos avaliados. Na cabeca femoral e na diafise média, tanto a natacao
guanto o exercicio de salto ndo foram capazes de aumentar a densidade 6ssea nos
animais diabéticos e controles treinados. Ainda foi observado que o exercicio de
salto reduziu a densidade G6ssea na cabeca femoral nos animais do GDTR em
comparacao aos animais do GDS, reduziu a densidade na diafise média do fémur
nos animais do GDTR em comparacdo aos animais do GDS e GDN, e reduziu
também a densidade 6ssea na cabeca femoral dos animais do GCTR em relacéo
aos animais do GCS e GCN.

Esses efeitos deletérios do exercicio de salto sobre a massa 6ssea podem ser
atribuidos ao aumento da producéo de radicais livres que ocorre com o exercicio de
alta intensidade (AGUILO et al., 2005), potencializando o estresse oxidativo
caracteristico do estado metabdlico alterado no diabetes (HAMADA et al., 2009;
WAUQUIER et al., 2009; WEI et al., 2009; YAMAGISHI, 2011). Estas alteracdes
contrubuem para o desequilibrio no metabolismo 6ésseo, visto que tém sido

demonstrado que o estresse oxidativo inibe a diferenciacdo de osteoblastos (MODY
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et al., 2001; BAI et al., 2004) além de induzir injurias e apoptose osteoblastica
(CHEN et al., 2005).

Ha poucas evidéncias experimentais e clinicas a respeito dos efeitos do
exercicio sobre a massa 0ssea de diabéticos (VERHAEGUE et al., 2000; GOMES et
al., 2006; ELHABASHY et al., 2011; MAGGIO et al., 2012). Em patrticular, estudos
com diabetes experimental tém demonstrado resultados contraditérios. Verhaeghe et
al. (2000) nao verificaram melhora da DMO de ratos diabéticos submetidos a um
protocolo de 8 semanas de corrida em esteira, e ainda observaram diminuicdo da
densidade na diafise média do fémur desses animais. Por outro lado, Gomes et al.,
(2006) avaliaram o conteudo mineral ésseo de ratos diabéticos submetidos a um
protocolo de natacdo de 6 semanas e verificaram que o exercicio foi capaz de
estimular a massa 0ssea nos animais diabéticos treinados.

Inimeros fatores podem ter contribuido para as divergéncias desses
resultados. A idade de inducdo dos animais, as diferentes metodologias utilizadas
para promover o diabetes e a duracdo da doenca podem ter influenciado a
intensidade das altera¢c6es metabdlicas sofridas pelos animais, e consequentemente
afetado a gravidade do acometimento da estrutura o0ssea (VERHAEGHE et al.
2000). Somado a isso, as caracteristicas do protocolo de exercicio, como duragéo,
frequéncia, volume de treinamento, niumero de séries e repeticdo, periodo de
descanso entre as seéries, assim como o tipo de carga a que 0 0sso e submetido
(compresséao, estiramento, torcdo), sdo aspectos que influenciam diretamente a
resposta do tecido 6sseo (AGUIAR et al., 2010; VAL et al., 2013).

Foram observados alguns resultados benéficos dos protocolos de exercicio
utilizados no presente estudo sobre a densidade 0ssea dos animais treinados. Na
regido do condilo lateral do fémur foi constatado que tanto a natacdo quanto o
exercicio de salto promoveram o aumento da densidade déssea nos animais
diabéticos treinados em relacdo aos diabéticos sedentarios. Os animais do GCTR
também mostraram aumento da densidade 6ssea no condilo lateral do fémur em
comparacao aos demais animais controles. Estes resultados podem ser atribuidos
ao fato de regifes 6sseas ricas em 0sso trabecular, como o coéndilo lateral, serem
mais responsivas a cargas mecanicas por serem metabolicamente mais ativas
devido a seu arranjo arquitetural (MENKES et al.,, 1993; FORWOOD; TURNER,
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1995; KEMMLER et al., 2002; CADORE; BRENTANO; KRUEL, 2005; WARNER et
al., 2006).

Além disso, sabe-se que 0s exercicios aquaticos dinamicos, apesar de serem
atividades sem impacto, exercem uma carga ativa sobre o 0sso através das
contragbes musculares, podendo promover osteogénese (HART et al., 2001,
MELTON et al., 2004; RENNO et al., 2007). Segundo Iwamoto; Yeh; Aloia (1999)
mais de 70% do momento de inclinacdo de um o0sso sdo transmitidos pela forca
muscular ao invés de pelo peso corpéreo, amparando a idéia de que a forca
muscular impde cargas maiores aos 0ssos do que as forgcas gravitacionais

associadas ao peso.

CONCLUSAO

As modalidades de exercicio empregadas, como Unicas abordagens
terapéuticas, ndo foram efetivas em restaurar 0s prejuizos no peso e comprimento
dos o0ssos, assim como na reducao da densidade da cabeca femoral. Por outro lado,
0s protocolos de exercicios conseguiram aumentar a densidade 0ssea na regiao do
condilo lateral do fémur, representando um efeito osteogénico positivo dos

exercicios agquaticos sobre uma area especifica de 0sso trabecular.
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8. LIMITACOES DO ESTUDO

O método utilizado para inducdo ao diabetes, apesar de ser bem aceito na
literatura, ndo consegue controlar a intensidade do estado diabético que € imposto a
cada animal. Desta forma, o estudo sofre bastante com perdas amostrais devido as
complicacbes provenientes da doencga, visto que alguns animais ficam mais
debilitados que outros apds a inducéo.

Outra limitacdo decorre do fato de ndo se conseguir controlar o estresse
adicional que é imposto aos animais diante do exercicio fisico ao qual estes sdo
submetidos. O estresse do exercicio, em alguns casos, pode debilitar ainda mais o
estado clinico do animal diabético, levando a mortalidade e consequentemente,

maior perda amostral nos grupos treinados.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

e O protocolo de natacdo empregado no presente estudo, apesar de nao ter
utilizado sobrecarga adicional, foi capaz de exercer estimulo suficiente para
promover um aumento no moédulo elastico dos fémures de animais saudaveis, ou
seja, um aumento na rigidez intrinseca do 0sso, representando uma importante
vantagem biomecanica, pois 0 0SS0 passa a suportar uma maior tensdo mecanica
sofrendo menor deformacéo na sua estrutura, traduzindo-se assim, em melhora na

sua resposta biomecanica.

¢ Foi constatado que um periodo de 10 semanas de diabetes foi suficiente para
gerar alteracdo na resposta biomecanica dos fémures, visto que foi observada uma
reducdo da forca maxima e da tensdo maxima nos 0ssos dos animais diabéticos em
relacdo aos controles. No entanto, a utilizacdo isolada de um protocolo de exercicio
de natacdo sem sobrecarga ou de um protocolo de exercicio de resisténcia de salto
livre com sobrecarga ndo foi eficiente em reverter os prejuizos biomecéanicos a

estrutura 6ssea de ratos diabéticos.

e O diabetes induzido por estreptozotocina promoveu efeitos deletérios na
estrutura 0ssea, evidenciado pela reducdo na densidade 6ssea da cabeca femoral e
do condilo lateral do fémur. As modalidades de exercicio empregadas conseguiram
aumentar a densidade Ossea na regidao do condilo lateral do fémur dos animais
diabéticos, representando um efeito osteogénico positivo dos exercicios aquaticos

sobre uma éarea especifica de osso trabecular.
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Apéndice A — Publicacédo Paralela (Artigo Completo Publicado em Periédico)

Biol. Sport 2012;29:3-8

Review DOI: 10.5604/20831862.1019661
DOES AEROBIC EXERCISE TRAINING e
PROMOTE CHANGES IN STRUCTURAL AND 18.07.2012
BIOMECHANICAL PROPERTIES OF THE
TENDONS IN EXPERIMENTAL ANIMALS?
A SYSTEMATIC REVIEW
AUTHORS: Bezerra H.A.'. Lemos A.z, Lira K.D.S.I. Silveira P.V.C. I, Coutinho H.RG.J. Reprint request to:

¢ Moraes SRA.* ::;t;mmmm 179

" Master in Physiotherapy. Federal University of Pernambuco — UFPE, Brazil 5%253—015 G

2 physiotherapy Department of the Federal University of Permambuco — UFPE, Brazil E:'ﬁf:;:f’fs?éa;gé?;o -

3 Federal University of Pemambuco — UFPE, Brazil E-mail: marcioalmeidabezerra@

4 Anatomy Department of the Federal University of Pernambuco — UFPE, Brazil

ABSTRACT: To develop a systematic review to evaluate, through the best scientific evidence available, the effectiveness
of aerobic exerdise in improving the biomechanical characteristics of tendons in experimental animals. Two independent
assessors conducted a systematic search in the databases Medline/PUBMED and Lilacs/BIREME, using the following
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 usina the followina methodoloaical comoonents:
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o trabalho 10.021 - AVALIACAO|DO EFEITO DE UM TREINAMENTO DE
NATACAO SOBRE A RESPOSTA BIOMECANJCA DE FEMURES DE
RATOS de autoria +AMARAL, M.}V. F. , »+BEZERRA, M. A. , +MESQUITA,
G.N., #LIRA, K. D. S., NERY, C. S. , »+SILVEIRA, P. V., *NOVAES,
, *SILVA, R. T. B, MORAES, $. R. A. - UNI ERSIDADE FEDERAL\DE
PERNAMBUCO - UFPE foi apresentado sob a forma de painel na

XXVII Reuni&o Anual da Federagéo de Sociedades de Biologia
Experimental — FeSBE, realizada na cidade de Aguas de Lindéia — SP,
de 22 a 25 de agosto de 2012.

Comissao Organizadora
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EIEA DE da Sociedade Brasileira de Diabeles
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COMPARAGAO DOS EFEITOS DE DUAS MODALIDADES DE mxm,ﬂn_n_o AQUATICO
SOBRE A RESPOSTA BIOMECANICA DO TENDAO DO CALCANEO DE RATOS
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Balduino Tschiedel ¥ Luiz Antdnio de Araljo Amely Pereira Silva Balthazar
Presidente da SBD Presidente do Congresso Presidente da Comissdo Cientifica Local
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O trabalho REPERCUSSAO DO TREINAMENTO DE FORGA SOBRE AS PROPRIEDADES BIOMECANICAS DO
TENDAO DO CALCANEO DE RATOS.
Foi apresentado na forma de Péster, durante o VI Congresso Brasileiro da Sociedade Nacional de Fisioterapia
Esportiva, IV Congresso Internacional da SONAFE, VI Jornada Brasil Argentina e | Feira de Fisioterapia
Esportiva, tendo como autores: Bruna Soares Teixeira de Araujo ; Raissa Thais Belarmino da Silva ; Patricia
Vergoza de Castro Silveira ; Ana Camila Nobre de Lacerda Brito ; Anna Karollyna de Brito Nascimento ; Silvia
Regina Arruda de Moraes.

Séo Paulo, 17 de Novembro de 2013.

Tt Bkl

Felipe Tadiello
Presidente Sonafe 2012-2013
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Centro de Corvengbes Rebougas - Sdo Paulo -

O trabalho O EXERCICIO FISICO DE NATAGAO CONSEGUE OTIMIZAR O DESEMPENHO BIOMECANICO DO
TENDAO DO CALCANEO EM RATOS ?

Foi apresentado na forma de Péster, durante o VI Congresso Brasileiro da Sociedade Nacional de Fisioterapia
Esportiva, IV Congresso Internacional da SONAFE, VI Jornada Brasil Argentina e | Feira de Fisioterapia
Esportiva, tendo como auteres: Rafael Dornelas e Silva ; Cybelle da Silva Nery ; Patricia Vergoza de Castro
Silveira ; Hianny Radana Dantas de Brito ; Thaina de Gomes Figueiredo ; Silvia Regina Arruda de Moraes.

S3a0 Paulo, 17 de Novembro de 2013,
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ANEXOS

Anexo A — Aprovacio da Comisséo de Etica em Experimentac&o Animal

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351
fax: (55 81) 2126 8350

www.ccb.ufpe.br 1\

Recife, 20 de fevereiro de 2013.

Oficio n® 542/13

Da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof.2 Silvia Regina Arruda de Moraes
Departamento de Anatomia

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 23076.026692/2012-80

Os membros da Comissao de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado, “Comparacdo do efeito de duas modalidades
diferentes de treinamento em meio aquatico sobre a estrutura do fémur e do
tecido colageno do tendao do calcaneo em ratos com diabetes experimental”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentacdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sdo
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 quest&o do uso de animais para fins
cientificos e didaticos.

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

Origem dos animais: Biotério do Departamento de Nutricdo da Atenciosamente,
UFPE; Animais: Ratos Wistar; Sexo: Machos; Numero de

animais previsto no protocolo: 60 ratos. /\ e k (4,
UM, ? 7 L7

45¢Profa, Maria Teresa Jansem

4& Presidente do CEEA

CCB: Integrar para desenvolver
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