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Resumo

O estudo teve como objetivo verificar os efeitos da imobilização e da remobilização por associação de exercícios terapêuticos em meio aquático, sobre a morfologia do fêmur de ratos Wistar. Os animais foram imobilizados por 15 dias, divididos em três grupos de seis animais cada; sendo os fêmures processados para microscopia de luz. A histomorfometria não revelou diferenças entre os grupos em relação à área do canal medular e espessura do osso cortical, nos lados controle (esquerdo) e imobilizado/remobilizado (direito), bem como na comparação entre grupos. O mesmo foi verificado com relação ao número de osteócitos. Neste sentido, o protocolo de exercício em meio aquático estabelecido não apresentou resultados positivos na remobilização. 

Introdução
O tecido ósseo se caracteriza pela alta plasticidade, apresentando constate remodelação (Frateshi, 2002). Diversas condições patológicas podem acometer o osso e, dentre estas, as fraturas ocupam um papel de destaque. A imobilização é um tratamento usado frequentemente no tratamento de lesões ósseas (Frateshi, 2002). Contudo, longos períodos levam a perdas das propriedades ósseas, cuja recuperação varia com o tipo de imobilização realizada e a idade (KANEPS et al.,1997). 

Neste sentido, técnicas de remobilização podem ser adotadas para a recuperação óssea (Kaneps et al., 1997). De acordo com Bourrin et al. (1994), há uma forte relação entre a atividade física, massa e densidade mineral óssea, de forma que os exercícios físicos são preconizados como uma estratégia para impedir a perda óssea e na manutenção da integridade do esqueleto.
 
Apesar disso, não são conhecidos todos os mecanismos pelos quais o exercício promove seus benefícios sobre o tecido ósseo e nem qual o tipo e intensidade de exercício que melhor se adapte a fase de remobilização. Desta forma, a compreensão da relação entre uso/desuso e degeneração do tecido ósseo representa uma etapa importante na tentativa de desenvolver estratégias de reabilitação após a imobilização.

Materiais e Métodos

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual do Oeste do Paraná (UNIOESTE), campus de Cascavel/PR sob o protocolo 03012. Foram utilizados 18 ratos machos da linhagem Wistar, com dez semanas de idade, mantidos em fotoperíodo claro-escuro de 12 horas, com água e ração ad libitum. Todos os animais tiveram seu membro posterior direito imobilizado por meio de uma atadura gessada por 15 dias consecutivos, mantendo-se a articulação do joelho em completa extensão. Em seguida, foram divididos aleatoriamente em três grupos: G1 (n=6): somente imobilizados; G2 (n=6): imobilizados e remobilizados livremente por 14 dias; G3 (n=6): imobilizados e remobilizados em meio aquático por 14 dias.

A remobilização em G3 foi realizada com exercícios de natação (sem sobrecarga) e salto (sobrecarga de 50% do peso corporal) em meio aquático, realizados em dias alternados e com progressão de tempo e série dos exercícios. Nos seis primeiros dias de remobilização, a natação foi realizada durante vinte minutos e os saltos foram efetuados em duas séries de dez saltos cada. Nos oito dias restantes de remobilização, o tempo de natação foi de quarenta minutos e os saltos foram realizados em quatro séries de dez saltos cada.

Ao término do experimento, os animais foram anestesiados e decapitados em guilhotina. Os fêmures, tanto direito quanto esquerdo, foram dissecados e seguiram o procedimento histológico de rotina, sendo corados em hematoxilina e eosina. As lâminas foram analisadas em microscópio de luz e fotomicrografadas. As mensurações foram realizadas por meio do programa Image Pró-Plus 6.0 (USA), sendo que a espessura do osso cortical foi medida em quatro pontos distintos, utilizando-se o valor médio obtido. O número de osteócitos foi quantificado com o auxílio de uma área de interesse, sobreposta à imagem em três locais equidistantes.


Para a comparação entre os lados controle e imobilizado/remobilizado intragrupo foi utilizado o teste t de Student pareado. A análise intergrupos foi realizada pelo teste ANOVA one-way, seguido com pós-teste de Tukey. Adotou-se como estatisticamente significativo p<0,05.

Resultados e Discussão


Não houve diferenças em relação à área do canal medular e espessura do osso cortical do fêmur entre os lados controle e imobilizado/remobilizado de nenhum grupo, bem como na comparação entre os grupos (tabela 1). Na análise do número de osteócitos, não houve diferenças entre os lados controle e imobilizado/remobilizado de nenhum grupo, bem como na comparação do membro tratado nos diferentes grupos. Porém, houve um aumento do número de osteócitos no fêmur esquerdo (controle) de G3 quando comparado com o fêmur esquerdo de G1 (tabela 1).

Tabela 1: Parâmetros do osso femoral de ratos Wistar.
	GRUPOS
	Área do canal medular (µm)
	Espessura do osso cortical (µm)
	Número de osteócitos

	G1
	Direito
	276539,8 ± 43030
	605,9 ± 100,3
	28,3 ± 9,8

	
	Esquerdo
	249825,2 ± 74856
	597,3 ± 64,7
	22,5 ± 3,2

	G2
	Direito
	380919,2 ± 20514
	539,4 ± 50,1
	30,9 ± 7,5

	
	Esquerdo
	330754,9 ± 75426
	612,6 ± 90,8
	28,0 ± 5,8

	G3
	Direito
	327641,6 ± 83721
	587,1 ± 48,5
	38,7 ± 10,3

	
	Esquerdo
	335910,5 ± 97481
	670,6 ± 74,9
	41,8 ± 14,6*


Legenda: * - diferença estatisticamente significativa entre G3 esquerdo e G1 esquerdo.

Durante a imobilização, a diminuição da solicitação mecânica resulta em formação óssea diminuída, onde a atividade de reabsorção dos osteoclastos fica temporariamente sem oposição, levando a um aumento da área do canal medular e diminuição da espessura do osso cortical (Maeda et al., 1993). Maeda et al. (1993) e Kaneps et al. (1997), verificaram que seis ou dezesseis semanas de imobilização, respectivamente, causam perda de osso esponjoso, aumento da reabsorção óssea e redução da resistência e rigidez do tecido ósseo. No presente, quinze dias de imobilização não foram suficientes para causar alterações nos parâmetros estudados. Além do tempo, diferentes protocolos de imobilização podem ser responsáveis pelos resultados distintos.


Por sua alta plasticidade, a força mecânica gerada pelo exercício é capaz de estimular a atividade osteoblástica, tanto na fase preventiva quanto na reabilitação de doenças ou fraturas ósseas (Guardalupe-grau et al., 2009). Quanto mais impacto o exercício físico proposto exercer sobre o osso, maior sua capacidade osteogênica (Guardalupe-grau et al., 2009). Os exercícios em meio aquático realizados no presente estudo são considerados de baixo impacto, o que justifica a ausência de alterações nos parâmetros histomorfométricos do fêmur.


O aumento de osteócitos no fêmur esquerdo de G3 é provavelmente resultado de um aumento no suporte de peso durante o período de imobilização do membro contralateral, seguido de uma rotina de exercícios. Alterações similares foram verificadas na cartilagem articular do joelho contralateral de ratos imobilizados (Leroux et al., 2001). Ainda, Kunz et al. (2014) utilizando-se do mesmo protocolo de imobilização e remobilização verificaram diversas alterações morfológicas na cartilagem articular do tornozelo de ratos, demonstrando que este tecido é afetado mais prontamente a curtos períodos de imobilização. Estes dados evidenciam as diferentes respostas dos tecidos ósseo e cartilagíneo frente a lesões, e que devem ser consideradas na elaboração de protocolos de reabilitação física.
Conclusões

O protocolo utilizado não alterou os parâmetros histomorfométricos do fêmur de ratos Wistar.
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