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Resumo

Procurou-se identificar se existe alteracao histolégica na epifise
de crescimento 6sseo de camundongos submetidos a exercicio fisico
extenuante. Para tanto, foi realizada uma pesquisa experimental
com uma amostra de 8 camundongos, que ficaram em condicées
ambientes em um biotério, alimentados com 4gua e ra¢do comum,
ad libitum. A ninhada foi dividida em dois grupos, um grupo con-
trole e um grupo experimental, sendo que, o grupo experimental
foi submetido a um exercicio fisico extenuante, caracterizado pelo
aumento do nivel de 4cido ldctico sanguineo, realizado por 40 minu-
tos/dia, durante 20 dias ininterruptos. Ao final da intervengao, foram
confeccionadas laminas histoldgicas, com cortes longitudinais do
fémur dos camundongos e analisadas em um microscépio 6ptico. Os
dados obtidos mostraram alteragdo na estrutura epifisiria do grupo
experimental com aparente diminuigio da zona proliferativa do disco
epifisdrio, articulacio mais desenvolvida e aumento das espiculas
4sseas com diminuigdo das trabéculas, sugerindo uma maturagio
precoce da epifise de crescimento. Através da andlise dos resultados,
conclui-se que o exercicio fisico extenuante modifica a estrutura da
epifise de crescimento dsseo em camundongos.
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Abstract

The aim of this study was to identify histological alterations
in bone growth epiphysis of mice submitted to a tiring physical
exercise. For so, it was carried out an experimental research with
a sample of 8 mice that stayed in environment conditions, fed
with water and common feed, ad libitum. The brood was divided
in two groups, a control group and an experimental group, being
the experimental group submitted to a tiring physical exercise,
characterized by the increasing of blood lactate level, carried out by
40 minutes/day, during 20 days uninterrupted. At the end of the
intervention, were confectioned histological slides corresponding to
the bone growth epiphysis of the femur of the mice and analyzed
in an light microscope. Data showed an alteration in the epiphysis
structure in the experimental group, with apparent decrease of the
proliferation zone of epiphysis disc, an articulation more evolution
and an increase of bone specula’s with a decrease of trabeculaes,
what suggests an early maturation, accelerating the substitution of
cartilaginous woven by bone weave. Through the analysis of the
results, it was concluded that the tiring physical exercise modifies
the structure of bone growth epiphysis in mice.
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Introducéo

O osso desenvolve-se diretamente do mesoderma pela
deposigio de sais minerais, processo denominado ossificagao
intramembranosa, ou em modelo cartilaginoso previamente
formado, ao que se chama ossificagio endocondral. As re-
gioes onde o osso comega a ser depositado sio conhecidas
como centros de ossificacdo, e a partir destes, o processo de
ossificagio alastra-se. A por¢ao de um osso longo, formado a
partir do centro primdrio é chamada didfise, enquanto aquela
formada a partir do centro secundirio, chama-se epifise. E na
placa de cartilagem entre essas duas regioes, a placa epifisiria
de crescimento, onde a didfise continua a crescer em compri-
mento, em razio da multiplicagdo das células cartilaginosas.
Com o crescimento dsseo, a camada mais profunda das células
condrais é gradualmente calcificada e substituida por osso.
Quando esta placa desaparece, a didfise e a epifise se fundem
e o crescimento do osso cessa [1].

Fatores nutricionais, genéticos, mecinicos e hormonais
influenciam no crescimento dsseo. Dentre os mecanicos, o
exercicio fisico destaca-se, exercendo uma forca de tragio mus-
cular sobre o0 osso. O exercicio fisico age no sistema endécrino,
aumentando a secregao do GH, do TSH, da prolactina e de
endorfinas na hipéfise anterior. Na hipéfise posterior, age au-
mentando a vassopressina, e na cortex supraespinhal aumenta
os niveis de cortisol, corticosterona, e aldosterona. No pancreas,
o exercicio fisico age diminuindo a secre¢ao da insulina além
de promover aumento da adrenalina e noradrenalina na me-
dula supra-espinhal, da tiroxina (T,) e da triiodotironina (T)
na tiredide e do glucagon no pancreas. O paratorménio sofre
alteragoes com o exercicio fisico, pelo aumento de seus niveis
na paratire6ide, bem como o estrogénio e a progesterona nos
ovirios, a testosterona nos testiculos e a renina nos rins [2].

Atividade fisica é entendida como qualquer movimento
corporal produzido por musculos e que resulta em maior
dispéndio de energia, enquanto que exercicio fisico ¢ a ati-
vidade fisica planejada, estruturada, repetitiva e proposital
[3]. O exercicio pode ser classificado em leve, moderado ou
extenuante, conforme intensidade, freqiiéncia e duragio do
treinamento e relacdo aptidio fisica/treinamento, que sio
fatores que influenciam significativamente as alteragoes fisio-
l6gicas e humorais. O exercicio fisico extenuante caracteriza-se
pela elevagio do nivel de 4cido l4ctico sanguineo e aumenta
a probabilidade de lesio dos ossos, articulagbes e musculos
[2], sabendo-se que o exercicio moderado para um atleta
pode ser extenuante para um sedentdrio, devido 2 falta de
condicionamento fisico.

A divulgacio dos beneficios a satide ¢ o principal incen-
tivo 2 inclusdo do exercicio fisico no cotidiano das pessoas.
Fatores estéticos também levam muitos jovens, com a epifise
de crescimento 6sseo ainda presente, a exposi¢io prolongada
a exercicios fisicos sem critérios minimos no que se refere a
duracio e a intensidade dos mesmos, muitas vezes excedendo
provéveis pardmetros do que seria a normalidade.

Durante o processo de maturagio esquelética, a epifise de
crescimento encontra-se presente, e acredita-se que nesta fase
o exercicio fisico moderado promova um maior crescimento
6sseo. Por outro lado, o treinamento fisico extenuante atenua
este crescimento, sendo este efeito mais vinculado 4 intensidade
e duragio do treino, do que ao tipo de exercicio. Tem sido suge-
rido que 0 médximo de treinamento fisico semanal seja de 15 a
18 horas, quando se trabalha com pré-puberes e puberes, para
que sejam evitados comprometimentos no crescimento [4].

As limitages para se desenvolver uma pesquisa experimen-
tal sobre este tema em seres humanos envolvem, sobretudo,
aspectos éticos, o que implica na escolha de animais na com-
posi¢ao de amostras para estudo. Um levantamento em bases
de dados da literatura cientifica mostrou que ratos e camun-
dongos sio os animais mais usados em pesquisas experimentais
[5], j& que dos 731 genes identificados no cromossomo dos
roedores, apenas 14 nao apresentaram nenhuma contrapar-
tida humana. Isto reforca a validade do uso de camundongos
como modelos para uma melhor compreensio das fungoes
dos genes humanos [6].

A proposta desse estudo ¢ observar se hd modificagao na
estrutura da placa epifisdria de camundongos quando subme-
tida a um exercicio fisico extenuante.

Material e métodos

Foi realizada uma pesquisa experimental com uma amostra
de 8 camundongos, da raca mus musculus, correspondente
a uma ninhada, com 30 dias de nascidos, correspondente 2
idade pubere, que ficaram a condigoes ambiente, no biotério
do Laboratério de Estudo do Meio Ambiente, na Universi-
dade Catdlica do Salvador.

O experimento foi realizado no periodo de agosto a ou-
tubro de 2005. A ninhada, que foi alimentada com dgua ¢
ra¢do comum, ad libitum, foi dividida aleatoriamente, pelo
método de sorteio simples, em 2 grupos iguais, um grupo
controle (GC) e um grupo experimental (GE).

O grupo controle nio foi submetido a nenhum tipo de
intervengio, enquanto que o grupo experimental foi subme-
tido a um exercicio fisico extenuante. Os camundongos do
GE foram colocados dentro de uma bacia com o nivel de dgua
superior a suas estaturas, com uma anilha de chumbo de peso
equivalente a 50% do peso corporal de cada animal, presa a
porcio proximal da cauda. O peso utilizado foi modificado
diariamente antes de cada intervencio, de acordo com a varia-
¢ao do peso corporal de cada camundongo do GE, mantendo
constante a relagio de 50% do peso corpéreo. Nestas condi-
¢oes, os camundongos foram levados a pular continuamente,
sendo assim constitufdas as intervengdes, de modo que cada
animal do GE foi submetido do trigésimo ao qilinquagésimo
dia de nascido, a 40 minutos de exercicio didrio, durante 20
dias ininterruptos. A intensidade de execugio do exercicio
fisico foi estipulada de acordo com um estudo piloto, que foi
realizado através do método enzimdtico colorimétrico para a
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determinacio do lactato. Este estudo, realizado ao final dos
40 minutos de intervencio, comprovou, no camundongo
submetido ao estimulo fisico proposto para o estudo, nivel de
4cido ldtico sangiiineo aumentado em 5 vezes, comparado ao
encontrado no sangue do camundongo néo estimulado.

Ao final dos 20 dias de interven¢io, cada animal foi pro-
fundamente anestesiado pela inalagao de éter sulftrico. Em
seguida, foi dissecado o fémur direito de cada camundongo e
fixado com formoaldeido a 10% em tubos de ensaio. Apds 2
dias de imersao, cada pega foi descalcificada em solugio diluida
de 4cido nitrico, e desidratada em seqiiéncia gradual de dlcool.
As pegas foram diafanizadas com xilol e inclusas em parafina.

Foram realizados cortes longitudinais do fémur utilizando
micrétomo e cada pega foi hidratada em seqiiéncia decrescente
gradual de dlcool, sendo corada com hematoxilina eosina
(HE), confeccionando-se assim, as laminas histolégicas. Com
o emprego destas liminas foi realizada uma andlise qualitativa
ao nivel de microscopia éptica. Nesta andlise foram observadas
estruturas Gsseas e cartilaginosas.

O estudo foi realizado em camundongos de acordo com o
Projeto de Lei n°. 1.153-A, de 1995 (Apenso o PL 3.964, de
1997), que regulamenta o inciso VII, do pardgrafo 1° do artigo
225, da Constituicao Federal, que estabelece procedimentos
para o uso cientifico de animais, e d4 outras providéncias.

Resultados

Foi observada alteracdo na estrutura epifisdria dos ca-
mundongos do GE, quando comparada com a epifise de
crescimento do GC. Na lAmina histoldgica da placa epifisdria
do fémur de cada camundongo do GE foi observado maior
desenvolvimento da articulagio do joelho (Figura 1), uma
diminui¢ao da zona proliferativa do disco epifisirio (Figura
2), e um aparente aumento das espiculas dsseas e diminui¢ao
das trabéculas (Figura 3), quando comparadas com as laminas
do GC (Figuras 4, 5 ¢ 6). Observou-se também uma aparente
equidade quanto ao nimero de células Gsseas e cartilaginosas
entre o GE e 0 GC.

Ao se comparar as liminas de cada animal do grupo
controle entre si, foi observada uma aparente similaridade
em numero e volume, tanto das células condrais, como das
células 6sseas. O mesmo foi observado, quando analisadas as
laminas do grupo experimental entre si, constatando que nio
h4 uma diferenca significativa entre as amostras de animais
de um mesmo grupo.

Figura 1 - Articulacio do joelho GE.

N

Figura 2 - Zona proliferativa do disco epifisirio do GE.

Figura 6 - Espiculas dsseas e trabéculas do GC.

Discussao

Durante o processo de maturagio, a placa epifisiria, res-
ponsével pelo crescimento longitudinal do osso, e localizada
entre a epifise e a didfise, é substituida por tecido dsseo, estag-
nando o crescimento longitudinal, e mantendo desta forma
o comprimento do osso inalterdvel fisiologicamente [1]. Nos
camundongos submetidos ao exercicio fisico extenuante, a
placa epifisiria do fémur apresentou alteragoes histolégicas,
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com uma diminui¢io aparente da zona proliferativa do disco
epifisdrio, articulacdo do joelho mais desenvolvida, e um apa-
rente aumento das espiculas dsseas com diminui¢io das tra-
béculas. A partir do conhecimento dos processos fisiolégicos
que ocorrem na placa epifisdria durante sua maturagio, estes
resultados sugerem uma maturagio precoce desta estrutura.

Huang [7] realizou um estudo com ratos, dividindo sua
amostra em trés grupos, o primeiro grupo realizou natacio,
o segundo, corrida e o terceiro foi o grupo controle. Com-
parando as alteracdes Gsseas apds 8 semanas de intervencio,
o autor concluiu que diferentes modalidades de exercicios
podem trazer beneficios as propriedades mecanicas do osso.
Bourrin [8] realizou um estudo experimental, que mostrou
uma redugio no crescimento longitudinal do osso de ratos jo-
vens submetidos a corrida, caracterizada como exercicio fisico
extenuante pelo consumo maximo de oxigénio. Em sua andlise
histolégica observou uma diminuigio das trabéculas dsseas
na tibia, e uma perda de densidade mineral 4 densitometria
dssea. Aspectos histolégicos semelhantes foram encontrados
no fémur dos camundongos do GE neste estudo.

Em estudo com atletas de diferentes modalidades esporti-
vas, Da silva [4] mostrou que o tipo de esporte praticado nio
interfere no crescimento do individuo, estando a potenciali-
zagio ou comprometimento do crescimento longitudinal do
osso relacionados com a duragio, a intensidade e a freqiiéncia
do treinamento, parimetros estes que caracterizam o exercicio
fisico como moderado ou extenuante. A altera¢io na produgio
do horménio de crescimento (GH) é a varidvel que determina
a otimizagio ou declinio do crescimento dsseo. O exercicio
fisico moderado eleva os niveis de GH no organismo, levando
aum aumento no crescimento, enquanto que, o exercicio fisico
caracterizado como extenuante diminui a produgio deste hor-
monio, atenuando o crescimento. Os resultados encontrados
nas epifises de crescimento dos camundongos submetidos a um
exercicio fisico extenuante indicam uma maturagio precoce
da placa epifisiria, sugerindo uma diminui¢io no crescimento
dsseo longitudinal. As espiculas mais desenvolvidas, nas 1aminas
do fémur dos camundongos do GE, como pode ser observado
no presente estudo, sugerem um osso mais maduro.

Notomi [9], realizando um estudo para determinar os
efeitos dos exercicios de resisténcia no osso, com estimulo
elétrico, submeteu ratos a saltos didrios de uma hora, du-
rante quatro semanas. Foram observados aumento na massa,
na for¢a e na formacio dssea. Singh [10] obteve resultados
equivalentes num estudo experimental, ao impor exercicios
de alto impacto a ratos, também com pulos. Ao final da
intervencio, houve aumento de osso cortical e uma melhor
formacio do peridsteo nos grupos dos animais que realizaram
o treinamento. Semelhantes alteracées foram observadas nas
laminas histolégicas do fémur dos camundongos do GE,
como aumento das espiculas dsseas.

Apesar deste estudo nido ter mensurado o comprimento
4sseo ao final da intervencio, as alteragoes observadas nas
laminas histol4gicas sugerem uma diminui¢io no crescimento

longitudinal do osso em camundongos jovens submetidos a
um exercicio fisico extenuante.

Concluséao

A andlise microscépica de laminas histoldgicas, confeccio-
nadas a partir de segmentos do tecido dsseo da placa epifi-
sdria do fémur de camundongos, submetidos a um exercicio
fisico extenuante, sugere uma maturagio precoce da epifise
de crescimento. Foram observadas alteragdes, com aparente
diminuigio da zona proliferativa do disco epifisrio, aparente
aumento das espiculas dsseas e diminuigio das trabéculas,
além de articulagbes mais desenvolvidas.

Apesar das significativas alteragoes encontradas na estrutu-
ra epifisdria do fémur no GE, outros estudos sao necessrios
para melhor entendimento deste processo e suas repercussoes
no organismo.
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