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RESUMO



O objetivo desse estudo, foi investigar qual o efeito produzido pela corrida em esteira
rolante nao inclinada, durante uma hora didria (cinco dias por semana), por 15, 30 e 60 dias,

sobre a cartilagem hialina do joelho de ratos.

Foram utilizados 30 animais, divididos em seis grupos, sendo trés experimentais (GE), com
cinco animais em cada grupo, submetidos a esteira correndo 585 metros, durante 60
minutos por sessdo, por cinco dias por semana, e trés grupos controle (GC), com cinco
animais em cada grupo, ndo submetidos ao treinamento fisico. Os animais do grupo
experimental foram sacrificados apdés 15 (GE-1), 30 (GE-2), e 60 (GE-3) dias de
seguimento. Dos 15 animais do grupo controle foram selecionados aleatoriamente sete
animais, sendo dois do grupo de 15 dias e de 30 dias e trés do grupo de 60 dias para as
andlises histolégicas por microscopia Optica convencional (condilo lateral do fémur
direito), pela lupa estereotdxica (condilo lateral do fémur esquerdo) e pela termogravimetria
(condilo medial do fémur direito), segundo critérios da International Cartilage Repair
Society (2002), modificado. Essas avaliacdes foram feitas comparando-se o grupo
experimental com o grupo controle quanto a desorganizacdo celular, presenca rara ou
freqiiente de “cluster”, mitoses, mensuracao da espessura da cartilagem hialina, contagem
do nimero de condrdécitos, quantificagdo do conteddo de dgua e aspecto da superficie
articular analisadas com 16x e 32x de aumento. Todos os dados obtidos nos grupos controle
e experimental foram comparados entre si utilizando-se testes ndo paramétricos (Prova U
de Mann Whitney e teste de Kruskal Wallis) considerando-se significativo os valores de p

iguais ou menores do que 0,05.

Do ponto de vista histolégico houve maior desarranjo celular (p=0,01), maior nimero de
mitoses (p=0,02), maior nimero de condrécitos (p=0,003) e diminuicdo da espessura da
cartilagem hialina (p=0,01) entre o controle e os animais do grupo de 60 dias. Houve
tendéncia ao aumento do conteudo da dgua no grupo de 60 dias (p=0,09) assim como
redugdo da espessura da cartilagem e alteracdes da forma da superficie articular em relagao

aos demais grupos em todos os condilos observados com 60 dias.

Conclui-se que a atividade na esteira rolante utilizada durante 60 dias cinco dias por
semana, uma hora por dia com percurso de 585 metros produziu alteracdes degenerativas

na cartilagem hialina do condio lateral do joelho de rato.

Resumo
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ABSTRACT



The effects of treadmill running on the knee hyaline cartilage was studied in rats. Thirty
rats were divided in to six groups (five animals in each one). Three groups were used as
control and three of them ran on the treadmill one hour a day, five days/week, for 15, 30
and 60 days. After this the animals were sacrificed. The hyaline cartilage was studied by
optical microscopy (staining HE), by estereotaxic magnifying glass (magnified in 16 and
32X) and by Fourier transform infrared imaging spectroscopy. These analyses were done
comparing the control group with the running group, and among the running groups with
different times of exercises. In the histological analysis the grade of cellular organization in
the layers of the cartilage, the frequency of the clusters and the mitoses and the number of
chondrocytes was considered. The measurement of the thickness of the cartilage was done.
The quantity of the water in the cartilage was evaluated by the reduction of the mass by
evaporation in to 150°C, following the modified International Cartilage Repair Society
score (2002). All results were analyzed by non-parametric tests, using Mann Whitney and

Kruskal Wallis tests, with p < =0,05.

It was observed in histological analyses that the groups with 60 days of exercise presented
cellular layers more disorganized (p=0,01), a higher number of mitoses (p=0,02) and

chondrocytes (p=0,003), with hyaline cartilage thinner than the other groups (p=0,01).

Besides this, there was a tendency of the 60-day group to have an increase of water content
(p=0,09). The examination by magnifying glass showed that the hyaline cartilage was

reduced and presented abnormalities on their surfaces.

It was concluded that the exercise done by the rats on the treadmill over 60 days produced

degenerative signs in the knee hyaline cartilage.

Abstract
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1- INTRODUCAO



A cartilagem articular ¢ um tecido altamente especializado que viabiliza o
movimento entre os segmentos 0sseos, praticamente sem friccao nas articulagdes sujeitas a
carga por periodos prolongados. Essa funcdo € dependente dos condrdcitos, da matriz
extracelular produzida por essas células e de um sistema hidrdulico, representado pelo
fluido articular, que se move para dentro e para fora da matriz, mantendo-a lubrificada e

exercendo pressao hidrostatica adequada para suportar as solicitagcdes mecanicas.

A cartilagem € um tecido pobre em vasos, nervos e linfaticos, e quando lesada
por trauma ou por processo degenerativo, evolui com pouca capacidade de regeneracdo
intrinseca. Desta forma, o estudo dos processos envolvidos na reparacdo ou regeneracdo da
cartilagem sdao importantes, inclusive para fundamentar possiveis intervengdes que

poderiam postergar ou minimizar a histéria natural da degeneracdo da cartilagem articular.

Do ponto de vista socio-econdmico, JACKSON et al. (2001) chamaram a
atencdo para o aumento progressivo do nimero de pacientes com lesdes degenerativas da
cartilagem articular que ocorrerd nos Estados Unidos (EUA), em parte pelo envelhecimento
normal da populacdo, em parte pelo aumento progressivo das atividades esportivas.
Segundo esses autores, o custo do diagnodstico, da terapia e dos efeitos colaterais da terapia
para a osteoartrite sdo um dos mais caros e debilitantes nos EUA. Além disso,
levantamentos recentes mostram que a osteoartrite € responsavel por mais de meio milhao
de hospitaliza¢des por ano naquele pais. Como muitos desses pacientes estdo em idade de
trabalho, isso representa um alto custo para a sociedade, ndo s6 com o tratamento doenga,

mas também com a perda da produtividade desses individuos.

Embora se conheca relativamente bem a anatomia, fisiologia e os aspectos
biomecanicos envolvidos nas funcdes articulares e, conseqiientemente, na cartilagem
articular, assim como os fatores de risco para o desenvolvimento da osteoartrite, ndo existe
até momento, consenso quanto a eficdcia dos diversos tratamentos clinicos utilizados para
alterar o curso natural da degeneracdo articular, motivo pelo qual € importante o

conhecimento ndo s6 da anatomia como também da fisiologia envolvidas na cartilagem

articular como um tecido altamente diferenciado.

Introducado
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1.1 — Cartilagem articular

A cartilagem articular se apresenta como um tecido consistente, ligeiramente
depressivel e eléstica, de superficie lisa, brilhante, com reflexo branco azulado no jovem e
branco-amarelado nas pessoas com idade avancada. Na periferia da articulacdo, a
cartilagem se prolonga por uma zona de transicdo, onde se encontra com a cdpsula, com a
membrana sinovial e com o peridsteo da epifise. A extensdao do recobrimento da epifise
pela cartilagem articular (ou hialina) depende diretamente do arco de movimento da epifise.

Em geral, a espessura da cartilagem € bastante varidvel e depende se estd em
articulacdes que suportam maior ou menor carga. No ser humano ela varia de 0,5 mm, na
cavidade glen6idea das falanges, a 4,0 mm, no centro dos planaltos da tibia. Normalmente,
a espessura da cartilagem € maior no sexo masculino e em pessoas obesas essa espessura
nao diminui com a idade (ENCYCLOPEDIE MEDICO—CHIRURGICALE, 14-015).

Apesar de ndo conter vasos linfaticos ou nenhuma terminacdo nervosa, a
cartilagem pode ser considerada, na sua intimidade, como uma estrutura altamente
complexa, que suporta grandes exigéncias do ponto de vista funcional.

A cartilagem articular pode ser analisada em funcdo dos seus aspectos
morfolégicos, bioquimicos e biofisicos, sendo considerada uma estrutura complexa, tanto
do ponto de vista estrutural como biomecanico, apresentando propriedades anisotrépicas,
ou seja, caracteristicas biomecanicas diferentes ao longo da sua estrutura. Esse tecido é
representado por duas fases: uma solida, que corresponde a matriz composta de colageno e
proteoglicanos, e outra fluida, representada pela dgua dispersa e agregada na matriz e pelo
liquido sinovial. As propriedades mecanicas da cartilagem sdo dependentes da interacio

dessas duas fases (ENCYCLOPEDIE MEDICO-CHIRURGICALE, 14-015).

1.2 - Colageno

O coldgeno € a proteina mais abundante encontrada no corpo humano e esta
relacionada principalmente com sua arquitetura e fungdo. Assim, pode-se encontrar
diferentes tipos de coldgeno, segundo o papel que essas proteinas desempenham em cada
um dos 6rgaos do qual fazem parte (CHAMPE e HARVEY, 1996). Essas proteinas do tipo
fibroso insoldveis sdo encontradas na matriz extracelular e no tecido conjuntivo

(MURRAY et al., 1994).
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Quanto a classificagdo, existem pelo menos 18 tipos de coldgeno, sendo que os
tipos I, II e III sao os mais abundantes no organismo. O tipo I estd presente na pele, tendao
e osso; o tipo II na cartilagem e humor vitreo e, o tipo IIl, na pele e misculos

(MURRAY et al., 1994).

Cada molécula de coldgeno tem a forma de um bastdo pequeno e rigido,
formado pelo entrelacamento em triplice hélice de trés cadeias polipeptidicas, chamadas
alfa que, por sua vez, sdo codificadas por genes diferentes As trés cadeias peptidicas sdo
mantidas juntas por pontes de hidrogénio entre as cadeias. Essa estrutura protéica justifica
as propriedades fisicas e bioldgicas dos coldgenos: como por exemplo, a rigidez e

estabilidade (MURRAY et al., 1994).

A estrutura primaria do coldgeno é incomum, uma vez que a glicina, 0 menor
aminoécido, € encontrada a cada trés posicdoes na cadeia polipeptidica. Os residuos de
glicina sdo parte de uma seqiiéncia repetitiva, -Gli-X-Y-, onde X, freqiientemente, € a

prolina e Y, a hidroxiprolina ou hidroxilisina (CHAMPE e HARVEY, 1996).

Os precursores polipeptidicos da molécula de coldgeno sdo formados nos
fibroblastos (ou nos osteoblastos correspondentes do osso e condroblastos da cartilagem) e
sdo secretados na matriz extracelular. Apds modificacdo enzimadtica, os mondmeros de
coldgeno maduros agregam-se e formam ligacOes cruzadas para formar as fibrilas de

colageno (CHAMPE e HARVEY, 1996).

Em alguns tecidos, o coldgeno pode estar disperso como um gel, que serve para
enrijecer a estrutura, como na matriz extracelular da cartilagem. Em outros, o coldgeno
pode estar reunido em fibras paralelas, que fornecem resisténcia predominantemente a

tragdo, como nos tendodes.

Em nivel celular, os coldgenos sdo sintetizados como pré-coldgenos. Apds a
secrecao dessas moléculas, seus fragmentos terminais sdo clivados por meio de enzimas
extracelulares, chamadas colagenases, e liberados na circulagdo sangiiinea. Com a
clivagem, sdo formadas as moléculas de coldgeno, que se polimerizam para formar fibrilas
coldgenas que, por sua vez, se agregam para constituir as fibras coldgenas

(MURRAY et al., 1994).
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A cartilagem articular contém varios tipos de coldgeno: II, XI, IX, VI e,
provavelmente, V e 1. O coldgeno tipo II € o principal componente, encontrando-se também
no nucleo pulposo, nos discos intervertebrais, na regido vitrea do olho e em vérios 6rgaos
embriondrios. Esse coldgeno € formado por uma tripla hélice de aproximadamente 300 nm,
com uma periodicidade de 67 nm (ENCYCLOPEDIE MEDICO-CHIRURGICALE,
14-015). As moléculas do coldgeno tipo II sdo formadas por trés cadeias idénticas,

denominadas de alfa I, sintetizadas na forma de um precursor, que € o pré-coldgeno tipo II.

O condrécito representa de 3 a 10% do volume da porcao sélida da cartilagem
articular, distribuido nas suas diversas camadas. Inicialmente, a cartilagem foi considerada
uma estrutura inerte, mas atualmente sabe-se que os condrdcitos sdo responsaveis pela sua
manuten¢do. Possuem atividade mitética, demonstrada pela sintese de DNA nas faixas
etdrias mais precoces, embora perca esta capacidade na idade adulta. No entanto, em
situagdes adversas de estresse elevado, os condrdcitos sdo capazes de reiniciar a sintese de

DNA e, portanto, a divisdo celular (STOCKWELL, 1979; QI e SCULLY, 2001).

Essas células estao envolvidas por uma cdpsula, composta por uma fina camada
de proteinas do tipo hialuronato e por fibras de coldgeno, que tem a funcao de proteger as
células dos diferentes estimulos fisicos e quimicos. O condrdcito tem como principal
atividade a sintese da matriz extracelular, formada principalmente pelos proteoglicanos e
coldgeno, utilizando tanto o metabolismo aerdbico como anaerdbico. Os fatores que
determinam essa atividade metabdlica, resultando na produg¢do da matriz, ndo estdo
totalmente esclarecidos, mas provavelmente, sdo influenciados pelas necessidades
biomecanicas locais (MOW et al, 1989), por mediadores quimicos e por fatores de

crescimento celular.

A matriz extracelular tem caracteristica de um gel e é composta por 70% a 80%
de 4gua, que é essencial para a funcdo e lubrificacdo das articulagdes, e 30% da sua parte

solida é formada principalmente por coldgeno e proteoglicanos.
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1.3 - Proteoglicanos

Os proteoglicanos representam um grupo variado e complexo de moléculas
formado por uma proteina, onde se fixam uma ou varias cadeias de glicosaminoglicanos
(MOW et al. 1989). Os mondmeros proteoglicanos, ou subunidades, consistem de um
proteina central com 200 nM de comprimento, com aproximadamente 150 cadeias de
glicosaminoglicanos associadas. A cartilagem pode conter diversas classes de
proteoglicanos: os proteoglicanos de cadeia longa (ou agrecanos), com peso molecular de
1,5x 10°-4 x 10° D, cujas moléculas formam grandes agregados entrelacados entre si ndo
covalente s e ligados ao acido hialurdnico; os proteoglicanos de cadeia longa, menos
caracterizados e nao associados ao acido ialur6nico; os proteoglicanos pequenos, com
proteinas como a decorina, biglican e a fibromodulina; os proteoglicanos associados a
membrana dos condrdcitos e fragmentos de proteoglicanos, que se acumulam com o passar

dos anos e que permanecem unidos ao 4cido hialurdnico.

Os proteoglicanos de cadeia longa sdo formados principalmente de carboidratos
do tipo condroitin sulfato (que contém 25 a 30 unidades de dissacarides) e queratan sulfato
(que contém 13 unidades de dissacarides), unidos por ligagdes covalentes a uma proteina
central com 220 a 250 kD. Trés proteoglicanos de baixo peso molecular (biglican decorina
e fibromodula) sdo encontrados em diferentes tipos de tecido conjuntivo, incluindo a
cartilagem. Esses proteoglicanos tém proteinas com peso molecular de aproximadamente
40 kD. Atualmente, € aceito que a agregacdo dos proteoglicanos na rede do coldgeno

adiciona rigidez estrutural a matriz extracelular (MOW et al., 1989; MUIR 1983).

Com a maturagdo da cartilagem articular ocorre alteracdes na composi¢cao e na
estrutura dos proteoglicanos. Estd bem documentado que com o envelhecimento da
cartilagem articular a relacdo entre o conteido de dgua e de carboiadratos-proteina reduz
progressivamente (ROUGHLEY e WHITE, 1980; GARG e SWANN, 1981). Essa redugdo
estd principalmente apoiada na reducdo do contetido do condroitin sulfato e, por outro lado,
ocorre aumento progressivo do queratan sulfato com o aumento da idade. Assim, a relagao
condroitein sulfato — queratan fulfato, que no nascimento € de 10/1, na idade adulta chega a

ser de 2/1 (SIMUNEK e MUIR, 1972; SWEET et al, 1979).
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Pode se considerar a 4gua como o componente mais abundante da cartilagem
articular, sendo que na sua superficie a concentracdo desta é de aproximadamente 80%. A
medida que vamos para regides mais profundas, essa concentracdo de dgua se reduz e na
zona profunda da cartilagem passa a ser de 65% (LIPSHITZ et al., 1976). Esse fluido
contém muitos cations livres, como sédio e cdlcio, que t€ém, como ji mencionado
anteriormente, influéncia importante no desempenho mecanico da cartilagem. Além disso,
a dgua tem papel essencial na sobrevivéncia desse tecido avascular, pois permite a difusdo

de gases, nutrientes e produtos de degradacdo entre os condrdcitos e o fluido da membrana

sinovial (MANKIN e THRASHER, 1975).

Somente uma pequena porcentagem da dgua da cartilagem € intracelular (30%),
fortemente associada com as fibras de colageno (TORZILLI et al., 1976). A maioria da
dgua ocupa o espacgo intermolecular e € livre para se mover, quando gradientes de carga e
pressdo sdo aplicados sobre esse tecido, de tal modo que quando submetido a carga, 60%
desse fluido pode se mover, representando assim um importante controle no
comportamento mecinico da cartilagem articular e da sua lubrificagdo (MOW et al., 1984;

ARMSTRONG e MOW et al., 1982).

1.4 — Arranjo estrutural e funcional da cartilagem hialina

Em relacdo a capacidade de regeneracdo, desde os primeiros trabalhos
realizados por John Hunter no século XIX, que estudou a morfologia da cartilagem
articular, a principal divida € se esse tecido tem ou ndo capacidade de se reparar. Devido
as suas caracteristicas anatomicas, a idéia que prevaleceu até o inicio do século XX é de
que a cartilagem nao tinha essa capacidade. A identificacdo da presencga de polissacarides
na matriz cartilaginosa e a utilizacdo de marcadores com radioisétopo, a partir do final da
década de 50, mostraram que os condrdcitos tinham capacidade de absorver substiancias

sulfatadas, que participam ativamente da sintese dos proteoglicanos.
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Mudancas importantes no entendimento da fisiologia desse tecido ocorreram no
inicio da década de 60, quando se iniciaram as investigacdes sobre o processo de
degradacdo da matriz cartilaginosa, e trabalhos de grupos importantes surgiram, buscando
dar maiores esclarecimentos a esse fato (BALAZS et al., 1966; BOLLET e NANCE, 1966).
. Essas novas informagdes concluiram que a cartilagem nao era um tecido inerte, mas sim
um tecido que se renovava rapidamente por meio de um controle quimico e que a sua
degradacdo era muito mais devido a um processo quimico do que mecanico, sendo,
inclusive, possivel que a identificacdo desse processo quimico pudesse reverter as reagdes

que levariam a degeneracgdo articular.

Atualmente, sabe-se que, do ponto de vista fisiopatolégico, eventos fisicos,
mais especificamente traumadticos, e alteragdes bioquimicas estdo ligadas entre si e seus
efeitos vém se tornando cada vez mais claros, de tal modo que medidas farmacoldgicas

podem, inclusive, controlar ou até reverter o processo osteoartritico.

Os mecanismos imunes ou autoimunes sdo, na atualidade, os maiores desafios
para o entendimento desse processo. Citocinas, prostaglandinas, leucotrienes, produtos
oriundos do catabolismo da matriz e fatores de crescimento sdo hoje substancias que

necessitam de maior compreensdo para se estudar o processo artritico.

Utilizando técnicas com radioisétopos, Mankin (1963)' mostrou que a
cartilagem articular imatura tem duas zonas de proliferacdo: uma profunda, relacionada
com o nucleo de ossificacdo da epifise, que prové células para a ossificagdo endocondral
desse nucleo, e uma zona superficial, logo abaixo da superficie articular. Quando uma

espessura € atingida durante o primeiro ano de vida, essa zona superficial cessa sua

proliferacdo e somente a zona profunda continua produzindo células cartilaginosas.

Quando a cartilagem articular atinge a sua maturidade, observa-se a regido do
“tidemark™, que € uma linha escura separando a zona calcificada da nao calcificada da
cartilagem hialina. O aparecimento dessa linha coincide com a maturidade esquelética e a

parada do processo de ossificacdo endocondral.

' MANKIN, H.J. Effect of systemic corticosteroids on rabbit articular cartilage. Arthrits Rheum, 15: 593,
1972.In: ALBRIGHT, J.A.; BRAND, R.A. The Scientific basis of Orthopaedics.Appleton e Lange, 1987, 2°.
Ediccao, Connecticut (EUA).
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Logo abaixo da cartilagem calcificada desenvolve-se uma regido denominada
de osso subcondral, que recebe grande quantidade de vasos sangiiineos. Em geral, detecta-
se pouca atividade mitdtica numa cartilagem articular madura e hd, portanto, pouca
compensagdo quando ocorre perda celular por lesdes ou atrito dessa cartilagem durante a

vida animal.

Em condi¢des de estresse, na cartilagem articular madura ocorre uma reversao
do condrécito em condroblasto imaturo, na tentativa de se estabelecer um processo
reparativo. Esses condrdcitos iniciam a produ¢do de DNA e divisdo celular; a linha
“tidemark™ desaparece, vasos penetram na cartilagem e os condrécitos aumentam a
producdo de mucopolissacarides, do mesmo modo que ocorre na cartilagem imatura
Infelizmente a quantidade e a qualidade da matriz produzida € limitada e, normalmente,

inadequada para prevenir a lesdo cartilaginosa (BALAZS et al., 1966).

A arquitetura da cartilagem articular tem papel importante no seu
funcionamento. O arranjo cldssico em zonas compreende uma zona de deslizamento, uma
zona de transi¢do, outra radial e a zona calcificada. A distribuicdo, assim com a

heterogeneidade dos condrdcitos dessas camadas, deve ser enfatizada (MOW et al., 1989).

A zona de deslizamento consiste de duas camadas: uma denominada de
superficial e outra de tangencial. A mais superficial consiste apenas de coldgeno, ndo se
encontrando praticamente mucopolissacarides nesse local (MAROUDAS et al., 1973). O
colageno € organizado de forma aleatoria em feixes achatados, que correm paralelos a
superficie articular (WEISS et al., 1968). As células nessa camada tangencial sdo pequenas,
lembrando fibroblastos no seu longo eixo, paralelos a superficie articular. Devido a esse
arranjo do coldgeno, a cartilagem nessa regido suporta, em geral, muito mais forcas de
tensdo aplicadas paralelas ao seu eixo de movimento do que num plano perpendicular

(WOO et al.,1976).

Quando a cartilagem sofre estresse continuo, principalmente com movimentos
rotatorios associados, mais freqiientes nas instabilidades articulares do joelho ou do
tornozelo, pode ocorrer ruptura desses feixes de coldgeno, iniciando-se, desse modo, um

processo de degeneracdo articular.
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A presenca de derrame e diminuicdo dos proteoglicanos, assim como uma
lubrificagdo insuficiente, podem também predispor essa lesdo mecanica da cartilagem
articular que, em geral, apresenta uma superficie lisa. Quando essa camada superficial é
lesada, as camadas mais profundas tornam-se vulneraveis a acdo de enzimas sinoviais e de
produtos de degradacdo da propria matriz. Entre a zona de deslizamento e a zona
calcificada, lacunas esféricas com condrécitos estdo separadas por uma matriz composta
primariamente de proteoglicanos, coldgeno e dgua. A razdo célula-matriz diminui e a
concentracdo de proteoglicanos aumenta, a medida que vamos para as camadas mais

profundas da cartilagem articular (MAROUDAS et al., 1973).

Abaixo da zona de deslizamento hd a zona denominada de transicdo, com
alguns feixes de coldgeno atravessando-a obliquamente e mantendo-se ainda paralelos ao

plano do movimento articular (WOO et al, 1976).

Na camada mais profunda, denominada de zona radial, os feixes de coldgeno
apresentam orientacdo mais aleatéria, mas mesmo assim alguns tendem a ser mais
verticalizados, buscando, entdo, a unido das camadas mais superficiais com a camada da
cartilagem calcificada. Esses feixes ndo sdo continuos e, portanto, ndo exercem efeito de
mola quando a cartilagem € submetida a compressao, o que, de certo modo, explica porque
se podem observar fraturas nessa regido, ou regides de clivagem verticais. A chamada
“tidemark”™ € uma linha que define o limite entre cartilagem calcificada e nao calcificada no
adulto, com 2 a 5 pum de espessura, formada por uma linha densa de coldgeno que corre
paralela a superficie articular e, por vezes, intersectadas por fibras de coldgeno em angulo
reto da zona radial. O padrao ondulado da “tidemark” pode resistir a forca de cisalhamento

e pode-se também observar atividade celular especifica nessa regido, afetando a

calcificagdo fisioldgica da cartilagem

A zona da cartilagem calcificada estd encontrada entre o “tidemark™ e o 0sso
subcrondral e representa a parte calcificada da epifise de crescimento. Nessa regido se
encontram colunas de condrécitos separados por barras de cartilagem hialina, podendo se
encontrar também invasdo de vasos provenientes da porcdo Ossea subjacente. Com o
envelhecimento do animal, as células perdem essa organizacdo em colunas e as barras de

cartilagem calcificam-se progressivamente. O osso subcondral suporta a porcao calcificada
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da cartilagem e € composto de uma parte 6ssea densa, com o sistema de Ravers bem
desenvolvido (BULLOUGH e JAGANNATH, 1983).

A cartilagem articular transmite e distribui os esfor¢cos mecanicos, de certo
modo amortecidos por ela, de um segmento do membro ao outro. Esses esfor¢os sdo
gerados durante a marcha e durante a postura, produzidos por diversos tipos de alavancas,
que podem produzir esfor¢os de até seis ou sete vezes o proprio peso corporal. Além disso,
a cartilagem propicia um deslizamento entre as epifises, mesmo quando submetida a carga,
em condi¢des tribolégicas 6timas, necessitando para isso ter, além das suas caracteristicas
intrinsecas, boa lubrificacdo. Para tanto, é importante que o coeficiente de friccio da
cartilagem hialina seja muito baixo, por volta de 0,02, indice menor do que de qualquer
material feito pelo homem.

A carga suportada pela cartilagem depende principalmente das suas
propriedades e de componentes bioquimicos. Os agregados moleculares e proteoglicanos e
de acido hialurdnico estdo envolvidos por cargas aniOnicas, devido a presenca de grupos
SO4 —y COOQO/, encontradas nas cadeias do glicosaminoglicanos. A densidade de cargas
fixas, que € o valor total das cargas, reflete a concentragdo de proteoglicanos nos tecidos e,
como essas cargas se repelem mutuamente, mantém essas moléculas em estado de
extensao, atraindo fons de carga oposta. No caso, predominantemente o ion sédio, que faz
com que esse tecido seja extremamente hidrofilico. Isso faz com que a rede fibrosa formada
pelo coldgeno permaneca rigida e preenchida pelos proteoglicanos. A pressdo interna da
cartilagem sem carga € de aproximadamente duas atmosferas. E a movimentacdo da dgua
nesse tecido, mesmo sob pressdo, se faz de forma vagarosa.

De certo modo, essa arquitetura explica porque quando se aplica uma carga
brusca sobre a cartilagem essa carga faz com que a pressao interna suba rapidamente e, 4
medida que a carga cessa, ocorre uma fase de adaptacdo e acomodacgdo, provavelmente
decorrente de uma nova organizacao dos liquidos e da d4gua no seu intersticio. Ao cessar a
carga, a tendéncia € o retorno da situacao de equilibrio, porém agora de forma lenta. Assim,
deformacdes moderadas sdo reversiveis € ndo provocam lesdo da cartilagem, mas
deformacdes que rompam a trama fibrosa podem acarretar hiperhidratacdo dos
proteoglicanos, iniciando-se, assim, uma primeira etapa da degradacdo do tecido

cartilaginoso.
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A resisténcia da cartilagem a compressdo estd, portanto, condicionada a sua
permeabilidade e a concentracdo de proteoglicanos que, em ultima andlise, regulam o
movimento dos fluidos de uma regido pra outra. Quanto mais elevada a concentracio de
proteoglicanos, maior € a permeabilidade e mais resistente o tecido a compressao. Por outro
lado, se ocorrer destruicdo dos proteoglicanos, mais deformdvel serd a cartilagem articular,

ou seja, quanto mais rigida a cartilagem, menor a sua chance de se desgastar.

Considera-se, assim, a cartilagem um material viscoeldstico, pois quando
submetido a uma carga constante, ou a uma deformacdo constante, a sua resposta varia com
o tempo. Isso ocorre porque, na realidade, a sua resposta é a combina¢do de um material
fluido viscoso com um material sélido eldstico. Tipicamente, todo material viscoelastico
sO0lido submetido a um carregamento constante tem como primeira resposta uma
deformacao rdpida, seguida de uma lenta e progressiva (tempo-dependente), conhecida
como deformacdo em arrasto (“creep”), até que a situacio de equilibrio seja alcancada. Por
outro lado, quando esse mesmo material é submetido a acdo de uma forca deformante e
constante, ele responde com alta resisténcia, que seguida de uma resisténcia que vai
reduzindo progressivamente com o tempo, necessdria para manter a deformacdo, conhedida

como relaxamento de tensao.

Essas duas situacdes podem ser causadas por mecanismos diferentes. Nos
materiais poliméricos sélidos, esse fendmeno ocorre pela fric¢do interna causada pelo
momento entre as cadeias dos polimeros tensionados (FERRY, 1970). Em geral, é deste

modo que os tenddes e ligamentos respondem (WOO et al., 1981).

A viscoelasticidade também ocorre nos 0ssos e isso € devido ao deslizamento
das lamelas nos interior dos osteons, banhado pelo fluido intersticial (LAKES e

SAHA, 1979).

O comportamento viscoeldstico da cartilagem submetida a compressdo ocorre
pelo fluxo do fluido intersticial (MOW et al., 1989; MOW et al. 1984) e o cizalhamento
ocorre, principalmente, devido ao movimento das cadeias longas, dos proteoglicanos e
coldgeno (MOW et al. 1984). A viscoelasticiidade produzida pelo fluxo do fluido

intersticial € conhecida como comportamento viscoelastico bifdsico, enquanto que a
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viscoelasticidade resultante do movimento macromolecular € conhecida como fluxo

independente, ou viscoelasticidade intrinseca, secunddria a por¢do sélida da matriz

(coldgenos e proteoglicanos) (HAYES e BODINE, 1978; MOW et al. 1989).

Progressos importantes no estudo da cartilagem t€ém sido feito por meio da
andlise das enzimas, com métodos histoquimicos, radioautograficos, histoenzimoldgicos e
imunohistoquimicos. Paralelamente, podemos também citar as andlises da cartilagem
realizadas por equipamentos que avaliem as caracteristicas fisico-quimicas € mecanicas
desse tecido. Nessa linha de investigagdo, pode-se incluir os equipamentos de
termogravimetria (TGA) acoplado com ao espectrometro de absor¢do no infravermelho

com transformada de Fourier (FT-IR) (BI et al., 2005).

1.5- Termogravimetria (TGV)

Esta ¢ uma técnica dindmica baseada no estudo da variacdo da massa de uma
amostra, resultante de uma transformacao fisica (sublimacao, evaporacdo, condensacdo) ou
quimica (degradagdo, decomposicao, oxidacdo) em fung¢do do tempo ou da temperatura. A
perda de massa desse material € medida continuamente, enquanto a temperatura €
aumentada a uma razao constante. Os gases evaporados nos estudos termogravimétricos sao
canalizados, por diferenca de temperatura, para uma camara que faz as medidas de
infravermelho simultaneo, para identificar o tipo de substincia e as ligagcdes quimicas

presentes nessas substancias volatizadas (SKOOG et al., 2002).

Para melhor entendimento desse processo, € apresentado abaixo (Figura 1) os
resultados da andlise termogravimétrica do latex e da borracha natural. A curva com menor
estabilidade térmica refere-se a perda de massa do latex. A perda de massa de cerca de 60%
para o latex ocorre na faixa de temperatura entre 27°C e 160°C, estdo relacionados tanto
com a evaporacdao de dgua, como a liberacdo de subprodutos dos componentes nao
borrachas presentes no litex (proteinas, aminodcidos, carboidratos, lipidios, &4cidos
nucléicos). Nota-se claramente que a propor¢ao de borracha seca do latex é de 40%, sendo

que a decomposi¢do ocorre a partir de 320°C. As curvas com maior estabilidade térmica
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representam o comportamento da perda de massa das borrachas secas, onde a
decomposi¢do inicia também a partir de 320°C. Apés a perda da dgua o latex apresenta

comportamento semelhante ao da borracha.
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Figura 1 - Termogravimetria do liatex e da borracha natural, estabilizados e nao

estabilizados, em atmosfera de nitrogénio.

1.5.1- Termogravimetria por infravermelho com transformada de Fourrier (TG/FT-IR)

acoplados

Simultaneamente, medidas de espectroscopia de infravermelho sao feitas do gas
emitido pela amostra canalizado para uma camara que faz os espectros de FT-IR a cada
segundo. Os resultados dessa andlise sdo agrupados para formar imagem em trés
dimensdes, onde se observa o nimero de ondas por centimetro, a temperatura e absorbancia

(SKOOG et al., 2002; Bl et al., 2005).
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Na figura 2 sdo apresentados as medidas das amostras da solucdo do latex e da
borracha natural respectivamente e do espectro de FT-IR, cujos picos de absor¢do ocorrem
em duas faixas distintas de temperaturas. A primeira faixa estd entre 27 e 160°C e
relacionada tanto com a evaporagdo de dgua, como com a liberagdo de subprodutos
presentes na borracha e no latex (proteinas, aminodcidos, carboidratos, lipidios, dcidos

nucléicos).
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Figura 2 - Imagem 3 dimensdes do latex estabilizado

A segunda faixa refere-se a decomposi¢do da borracha seca que ocorre a partir

de 320°C até 376 °C (Figura 3).
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Figura 3 — Imagem em 3 dimensdes da borracha natural preparado a partir do latex

estabilizado.
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Na Figura 4 sdo mostrados os dois espectros de FT-IR extraidos da imagem em
3 dimensodes da Figura 2, exatamente na temperatura de 120°C e em 370°C, onde ocorre
maior absorbancia respectivamente. No espectro referente a temperatura de 120°C, observa-
se que os picos de absor¢do sdo caracteristicos de moléculas de dgua. Esta medida confirma
a perda de materiais de subprodutos dos componentes do litex. A absor¢do em 1339 cm™
corresponde a estiramento simétrico N=N—O, em 1500 cm™ corresponde ao estiramento do
anel benzeno em combinagdes aromdticos, em 1717 cm™ corresponde ao estiramento C=0
e na faixa entre 3520-3320 cm™ correspondem a estiramento NH caracteristica de aminas
primdrias e aminas aromadticas, todos com fraca absor¢do. No espectro referente a
temperatura de 370°C, a absorcdo em 800 cm™ corresponde a deformacdo CH fora do
plano, em 893 cm™' corresponde a vibragdo (wag) CH, fora do plano, entre 1380-1370 cm™
ocorre deformacdo simétrica CH; de combinacdes alifiticos, em 1450 cm™ ocorre
deformacao anti-simétrico CHj3, a absor¢do em 1642 cm’! corresponde a deformacdo NHj
de aminodcidos, absor¢do entre em 1797 cm™ corresponde a estiramento C=0, absorcio
entre 2850-2990 cm™ corresponde a estiramento simétrico e anti-simétrico CH de
combinacdes alifaticos (em 2930 cm™ corresponde a —CH, e 2973 cm™ corresponde a —
CH3), absor¢des entre 3200-3000 cm’! correspondem a estiramento anti-simétrico NH3 de

aminoacidos.
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Figura 4 — Espectros extraidos da imagem em 3 dimensdes a temperatura 120°C e 370°C
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A Figura 5, amostra de borracha natural, apresenta o espectro de FT-IR,
extraido da imagem em 3 dimensdes da figura 3, referente a temperatura de 370°C, onde os
picos de absor¢do ocorrem na faixa de temperatura entre 279 e 440°C correspondente 2
degradacdo estrutural da borracha. No espectro sdo observados que as absorcdes sao
semelhantes as ocorridas no espectro extraido da figura 3 como era de se esperar, pois

ocorre o mesmo fendmeno que € a queima da borracha seca.
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Figura S - Espectros extraidos da imagem em 3 dimensdes a temperatura de 370°C

Diante do exposto, pode-se notar que essa ferramenta é extremamente
interessante e potente, ja que ela pode analisar ndo s6 o contetido, como também as ligagdes
quimicas dos subprodutos liberados durante todo o processo de reparacdo da cartilagem

articular.
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1.6 - Resposta da cartilagem ao estresse

Virios estudos t€ém mostrado alteracdes na macro e na micro estrutura da
cartilagem articular. Destacam-se entre eles as modificagdes ocorridas na cartilagem
articular de animais submetidos a estresse por imobilizacio (THAXTER et al., 1965;
PALMOSKI, 1980; OHTA et al., 1981; KIVIRANTA et al., 1987; BEHRENS et al., 1989;
CARTER, 1992; YAN e KERONG, 1995), por procedimento cirdrgico
(DAVIS e MOSKOWITZ, 1973; SHAPIRO e GLIMCHER, 1980; LOVASZ et al.,1995;
HAYAMI et. al., 2006), por administragdo de drogas (TODHUNTER et al., 1993), ou por
estresse mecanico (CATERSON e LOWTHER, 1978; SILVA et al., 1978; KIVIRANTA,
1988; KEMPSON, 1991; AROKOSKI et al., 1993; PALMER et al., 1995 b;
TORZILLINI et al., 1997; PAP et. al., 1998; CHEN et. al., 2003).

THAXTER et al. (1965) estudaram os joelhos de 65 ratos, e os grupos foram
assim distribuidos: experimental submetido a processo de denervagdo dos joelhos (G1),
somente imobilizado e sem carga (G2), imobilizado com carga (G3) e denervado e
imobilizado sem carga (G4). Os animais foram sacrificados apds 15, 45 e 90 dias. No G2
foram observadas as maiores alteracdes (aplainamento de superficies articulares, danos na
celularidade e formagdes osteofiticas), que aumentaram progressivamente com o tempo de
imobilizacdo. Nos grupos G3 e G4 foram observadas as mesmas alteragdes, porém em
menor propor¢do e, no grupo G1, poucas alteragdes foram encontradas. Em nenhum grupo

foi encontrado fibrilagdo ou dissolucdo da cartilagem.

McDEVITT e MUIR (1976) estudaram as mudangas bioquimicas em cinco
cdes. Quatro deles foram submetidos a cirurgia com o objetivo de causar lesdo na
cartilagem articular do joelho direito e o quinto tinha osteoartrite natural. Todos os caes
foram submetidos a uma hora de exercicios didrios, sendo que os que tinham osteoartrite
induzidas foram sacrificados um por vez, com 3, 6, 9 e 48 semanas de seguimento. O
animal com osteoartrite natural foi sacrificado com 48 semanas. Os autores observaram
lesdo evolutiva da cartilagem articular com o passar das semanas e aumento da quantidade

de 4cido hialurdnico e dgua nos cachorros com osteoartrite induzida, quando comparados

ao0s animais controle.
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A aplicacdo de estresse mecanico em joelho de ratos albinos, por meio de uma
maquina de flexo-extensdao passiva continua, produziu aumento do liquido sinovial, perda
de proteoglicanas apds o quinto dia e alteragdo na espessura da cartilagem articular apds o

décimo (SILVA et al, 1978).

SALTER et al. (1980) compararam trés grupos de 49 coelhos (40 jovens e 9
adultos), sendo um grupo submetido a exercicios passivos (G1), um grupo com as juntas
imobilizadas (G2) e o terceiro submetido a exercicios ativos (G3). Todos os coelhos tinham
lesdes na cartilagem articular, causadas intencionalmente por cirurgia que simularam uma
osteoartrite. Os animais foram sacrificados apds 1, 2, 3 e 4 semanas de seguimento. Os
autores observaram que o tipo de tratamento ndo influenciou no tamanho da superficie
reparada, mas sim na qualidade do tecido de reparo. O tecido de reparo do GI1 era de
melhor qualidade, pois 75% dos defeitos possuiam tecido semelhante a cartilagem hialina.
No G3, 25% dos defeitos possuiam tecido semelhante a cartilagem hialina e no G2, apenas
15% dos defeitos possuiam tecido semelhante a cartilagem hialina. Foi observado ainda que
a diferenca entre as idades dos coelhos ndo teve influéncia na qualidade do tecido

de reparo.

OHTA et al. (1981) realizaram imobiliza¢cdo da pata posterior direita de coelhos
com idades diferentes (um més, um ano e 2,5 anos), por um periodo de trés a nove semanas
de seguimento, tendo observado que, nos grupos imobilizados com gesso, nenhuma
alteracdo significante foi notada no coelho jovem. No coelho adulto (1 ano), por outro lado,
ocorreram alteracdes marcantes na superficie articular e na matriz intercelular (as fibras
intercelulares ndo eram regulares e sim distribuidas desordenadamente na matriz). Além
dessas alteracodes, os condrécitos dos coelhos velhos (2,5 anos) também estavam afetados
depois de cinco semanas de imobilizagdo. A cartilagem articular lesada do coelho adulto,
que havia sido imobilizado por trés semanas, recuperou-se, enquanto que a do coelho velho

ndo obteve resposta reparadora.

KIVIRANTA et al. (1988) observou que exercicios de corrida em esteira com
cdes da raca Beagle promovem aumento da espessura da cartilagem e também da

concentracdo de proteoglicanas, principalmente nas regides sujeitas a cargas elevadas.
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Em relacdo as alteracdes da cartilagem articular, aparentemente essas sao
dependentes do tipo de estresse aplicado. Embora o movimento da articulagdo seja de
extrema importancia para a manutencdo da cartilagem articular (PALMOSKI 1980), o
movimento anormal ou excessivo leva a mecanismo de degeneracdo da mesma, devido a
md distribuicdo de forca resultante sobre a superficie articular (KEMPSON, 1991).

Portanto, o estresse mecanico pode induzir altera¢des estruturais no tecido cartilaginoso.

AROKOSKI et al. (1993) observaram os efeitos que longos exercicios de
corrida em esteira rolante exercem sobre a espessura € o conteudo de glicosaminoglicanas
na cartilagem articular do joelho e da cabeca umeral de cdes jovens. O protocolo constou de
40 semanas de exercicios, com elevacdo gradativa da esteira nas primeiras 25 semanas e
depois estabilizacdo até o final. Apés andlises biomecanicas, histologicas e
microespectrofotométricas, constataram que houve reducdo  significativa de
glicosaminoglicanas nas dreas de maior carga da cartilagem articular, possivelmente devido
a destruicdo de proteoglicanas. Entretanto, essa destruicdo ndo foi caracterizada como
degeneracao, pois pode ter sido parcialmente compensada pela neosintese de moléculas. O
estudo sugere ainda que, entre os componentes da cartilagem articular, o exercicio com

carga afeta primeiramente as proteoglicanas e, posteriormente, as fibras de coldgeno.

CHATAN et al. (1993), observaram que os neutréfilos presentes no fluido
sinovial, quando ativados por imunoglobulinas que estdo presentes nas inflamagdes
capsulares liberam uma descarga de substincias oxidantes e proteases no liquido sinovial.
Relatam também que os neutréfilos ativados sdo capazes de degradar tanto as

proteoglicanas quanto o coldgeno da cartilagem articular humana intacta.

TODHUNTER et al. (1993), por sua vez, estudaram o efeito de exercicios
associados a infiltragdes de glicosaminoglicanas polisulfatadas no carpo de poOneis. Os
animais foram submetidos a uma cirurgia que induziu uma lesdo na cartilagem articular,
simulando uma osteoartrite. Seis animais de cada grupo receberam injec¢des intraarticulares
de glicosaminoglicanas polisulfatadas. Observaram os autores que em todas as articulacdes
exercitadas havia mais presenca de colageno tipo II, fibronectina e glicosaminoglicanas, do
que as ndo exercitadas. As articulacdes ndo medicadas apresentaram melhor qualidade do

tecido de reparo.
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LOVASZ et al. (1995) avaliaram as mudancas histolégicas em 30 coelhas
adultas, com deformidades angulatérias da tibia induzidas por meio de artrotomia para
angulacdo em valgo. Apds 12 semanas os autores observaram discreta hipercelularidade e

desarranjo das colunas estruturais.

Degeneragdo da cartilagem articular também é evidenciada apés procedimentos
cirdrgicos, que resultam em diminuicao da congruéncia articular e deformidade axial. Estas
respostas foram encontradas quando se realizou osteotomia proximal da tibia com
angulacdo valga em coelhos, produzindo na cartilagem articular desses animais hiperplasia
sinovial (devido a deformidade axial), desarranjo das colunas estruturais, aumento da

fibrose sinovial e diminuicdo de glicosaminoglicanas (WU et al. 2005).

YAN e KERONG (1995) seccionaram e imobilizaram o tenddo calcanear
esquerdo de 66 ratas, mantendo 22 sem seccdo e sem imobilizacdo como controles. Os
animais foram seguidos por uma até semana até 8 meses de pds-operatério. Ao microscopio
optico foram observadas lesdes progressivas (superficie articular dspera, fibrilagao, fissuras,
erosdo, desintegracdo e ulceragdes) apds dois meses de imobilizagdo. Contudo, ao
microscopio eletronico foi observado que os condrdcitos tinham corpos reduzidos (com
diminui¢do de organelas citoplasmdticas) com um més de imobilizacdo e que as alteracOes
progrediram apds dois meses, chegando a processos de necrose com trés meses de

seguimento.

TORZILLINI et al. (1997) realizaram estudo em amostras de cartilagem
articular retiradas do imero de cdo adulto, utilizando um sistema mecénico de testes para
comprimir de forma estdtica e dindmica a cartilagem articular. Para os ensaios de
compressao estdtica e dinamica foram utilizadas cargas de 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 20 e 24 Mpa
por periodos que variaram de 2 a 24 horas. Concluiram que a cartilagem articular responde
a um aumento da carga (pressdo), com diminui¢cdo da concentracdo de proteoglicanas e

manuten¢do da quantidade de 4gua na matriz cartilaginosa.

VISSER et al. (1998) observaram aumento da quantidade de Decorin na
cartilagem articular de cdes “Beagles” apds exercicio (corrida). Os autores utilizaram 10

animais para a realizacdo de um protocolo de estresse, idéntico ao realizado por
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AROKOSKI, 1993. Concluiram os autores que a cartilagem articular dos joelhos dos
animais, tanto controle quanto experimentais, estavam intactas, € nao foram encontradas
alteracdes estruturais significantes na andlise histoldgica. Além disso, o contetdo de dgua e
glicosaminoglicanas foram similares, tanto nos cades exercitados quanto nos controle,

caracterizando uma fase de adaptacao fisiologica.

Segundo WALKER (1998) forcas aplicadas numa articulacdo tem alto
potencial para promover mudangas degenerativas na sua cartilagem articular, as quais sao
inicialmente subclinicas e nem sempre produzem sintomas. O tipo de carga e a maneira
com que ela € aplicada sdo importantes nessas mudancas. Impulsos repetitivos de carga sao
danosos para o osso subcondral e para a cartilagem articular e, quanto mais rdpida a carga,
maior a tensdo, aumentando assim o potencial de dano. A cartilagem degenerada apresenta
danos aparentes nas hélices das fibras de coldgeno, com eventual desenrolamento, que se
processa inicialmente nas linhas mais superficiais da cartilagem, progredindo para as linhas

mais profundas.

CAMARGO FILHO et al. (1998) realizaram estudo sobre o efeito de
movimentos passivos na cartilagem articular do joelho de ratos anestesiados, utilizando
uma maquina de exercicios tipo biela-manivela. Os animais foram exercitados uma hora
durante 15 dias e foram divididos em quatro grupos: exercicios com grande amplitude (80
ciclos/minutos), exercicios com pequena amplitude (80 ciclos/minuto), exercicios com
grande amplitude (40 ciclos/minuto) e exercicios com pequena amplitude
(40 ciclos/minuto). Os autores também observaram aumento no nimero de condrécitos e na
espessura do tecido, principalmente nos ratos exercitados com a freqiiéncia de 80
ciclos/minuto. Pelos tipos de anélises realizadas (histolégica e morfométrica) nao puderam
concluir se alteracoes encontradas foram definidas como processos degenerativos da

cartilagem articular.

O estresse mecanico na dgua foi estudado por CAMARGO FILHO et al.
(1999). A cartilagem articular do joelho de ratos foi analisada apds 15 sessdes consecutivas
de natacdo, uma por dia, de 30 minutos (G1) e 60 minutos (G2). Observaram os autores que
os ratos submetidos a 60 minutos de natacdo possuiam maior nimero de condrdcitos e
aumento da espessura da cartilagem articular, quando comparado com o G1 e com o grupo

controle. Entre os dois tltimos grupos nao houve diferencas significativas.
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PATWARI et al. (2001) também investigaram os efeitos do estresse agudo
sobre a cartilagem in vitro, tendo observado que na patogénese da osteoartrose as agressoes
sobre condrdcitos, produzidos por estimulos mecéanicos, podem resultar em apoptose e
morte celular irreversiveis. Esses autores também demonstraram que a prépria cdpsula
articular pode ter efeitos danosos importantes sobre a cartilagem, levando a sua

degeneracao.

D’ LIMA et al. (2001), ao estudarem o efeito do trauma sobre a matriz e células
da cartilagem hialina, observaram aumento significativo na apoptose do condrdcito, quando

a carga atingia entre 14 e 23 MPa, em comparacdo com controles.

Nessa linha de pensamento, HOMANDBERG (2001) avaliou a lesdo da matriz
da cartilagem hialina, produzida por produtos de degradacdo da matriz. O autor encontrou
que fragmentos protéicos de matriz, como a fibronectina, podem aumentar a expressao das
citocinas e suprimir a sintese de matriz, além de aumentar também a presenca de

metaloproteinases, que sdo substancias encontradas comumente na osteoartrose.

O envolvimento das citocinas na lesdo e no reparo da cartilagem hialina foi
revisto por LOTZ (2001), que observou importante efeito estimulante dessas substancias
para a ativacdo do condrdcito, resultando em uma resposta inflamatdria articular, com lesao

da prépria cartilagem. A presenca das citocinas, associadas a remodelacdo da matriz

extracelular anormal, pode produzir lesdo da cartilagem hialina.

Os mecanismos associados as alteragdes desencadeadas pela reacdo de estresse
sdo determinados pelo tipo e intensidade do estimulo, tempo de aplicacdo desse estimulo e
se o animal pode (ou ndo) escapar do estimulo que estd sendo aplicado (MARCONDES

et al., 1996).

Por outro lado, a imobiliza¢do, que resulta na diminui¢cdo do movimento
articular e, consequentemente, em baixo estresse da cartilagem articular, também produz
progressiva degeneracdo desta pela diminuicdo da atividade funcional dos condrdcitos e
pela falta da proliferacdo compensatéria dos mesmos no estdgio inicial do processo

(YAN e KERONG, 1995; VANWANSEELE et al., 2002).
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Recentemente RENNER et.al (2006) estudaram, em ratos, o efeito do
estiramento muscular passivo sobre a cartilagem articular do tornozelo, ndo imobilizada e
imobilizada previamente. Concluiram que a imobilizacdo, associada ao estiramento
muscular, produziu reducdo dos proteoglicanos e aumento significativo da celularidade, que
foi considerado como sinais precoces de um processo degenerativo ou, pelo menos, de risco

para a cartilagem articular.

Para estudar os efeitos de estresse em animais de laboratério, induzidas pelo
exercicio fisico, um dos modelos experimentais que podem ser utilizado € a utilizacdo de
esteira para ratos, que, além de representar um agente estressante pelo exercicio fisico,
apresenta ainda um forte componente emocional, relacionado a novidade do estimulo

(OSTMAN-SMITH, 1979; GARCIA-MARQUEZ e ARMARIO, 1987).

Levando-se em consideracdo que o exercicio em esteira pode ser indicado na
reabilitacdo de pacientes com problemas cardiocirculatorios, no condicionamento fisico de
pessoas sedentdrias ou até no recondicionamento fisico de atletas de alta performance, é

importante que se analise o efeito desse tipo de equipamento sobre a cartilagem articular.
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2- OBJETIVOS



2.1- Objetivo geral

O objetivo do estudo foi investigar o efeito da atividade em esteira rolante nao
inclinada, por uma hora didria (cinco dias por semana), durante 15, 30 e 60 dias, sobre a

cartilagem hialina do joelho de rato.

2.2 — Objetivos especificos

o Analisar as alteragdes histoldgicas (desorganizacao celular, presenga ou nao

de “clusters”, presenga ou nao de mitoses);

o Analisar a variacdo da espessura e nimero de condrdcitos da cartilagem

articular

o Analisar a variacao do contetdo de dgua na cartilagem articular

Objetivos
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3- MATERIAL E
METODOS



3.1 - Animal de experimentacao

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar (Rattus novergicus, variedade
albina, Rodentia, Mammalia), com idade entre 150 e 180 dias, fornecidos pelo Biotério
Central da Universidade Estadual Paulista (Unesp) - Campus de Botucatu — Sdao Paulo. Os
animais foram mantidos no Biotério do Laboratério de Fisiologia do Estresse da Faculdade
de Ciéncias e Tecnologia (FCT) da Unesp de Botucatu/SP, em gaiolas plasticas coletivas
(30 x 16 x 19 cm), com no maximo cinco animais em cada gaiola (Figura 6). Esses animais
permaneceram no biotério (sob temperatura média de 22 + 2C° e ciclo claro/escuro de 12
horas, cujo ciclo claro iniciou-se as 7:00 horas) por pelo menos uma semana, antes de
serem utilizados. A alimentagdo se baseou em rag¢do padrdo e dgua de torneira, fornecida a

vontade.

Figura 6- Gaiola coletiva utilizada para alojar os animais
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3.2- Equipamento

Os exercicios de corrida foram realizados em esteira rolante para animais de
pequeno porte, construida no Servico Nacional de Aprendizagem Industrial (SENAI) de
Presidente Prudente — SP, segundo projeto desenvolvido por ANDREW (1965). Essa
esteira € composta por um motor elétrico (1480 rpm e 1/3 de Hp) com redutor de
velocidade e uma esteira de lona com suporte de madeira, dividida em oito pistas, fechadas
superiormente por vidro para evitar a fuga dos animais. A lona possui trés metros de
comprimento, fazendo com que os animais percorram um total de 9,75 metros por minuto,
perfazendo 585 metros a cada sessdo de 60 minutos. A metade anterior de cada uma das
oito pistas tem suas laterais pintadas de preto, sendo cobertas por cartolina preta, fazendo

com que essa regido fique completamente escura. Essa medida € necessdria, pois os animais

tendem a fugir, procurando locais escuros (Figura 7).

Figura 7 — Esteira rolante utilizada durante a realizacdo dos experimentos.
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3.3 — Procedimento experimental

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados 30 animais, divididos em
seis grupos, sendo trés experimentais (GE), com cinco animais em cada grupo, submetidos
a treinamento fisico, e trés grupos controle (GC), com quinze animais, ndo submetidos a

treinamento fisico. Todos esses animais foram pesados no primeiro dia do experimento.

Os animais do grupo experimental foram submetidos a um protocolo de
treinamento, que consistiu de corrida didria em esteira rolante, com dura¢do de 60 minutos
por sessdo. Esses animais foram sacrificados apds 15 (GE-1), 30 (GE-2), e 60 (GE-3) dias
de seguimento. Os animais do grupo controle também foram colocados em gaiolas plésticas
coletivas (30 x 16 x 19 cm), com no maximo cinco animais em cada gaiola, permaneceram
no biotério sob as mesmas condi¢cdes dos animais dos grupos experimentais e também

foram sacrificados de forma pareada com o grupo experimental.

3.4 - Protocolo de treinamento

Essa Pesquisa foi desenvolvida utilizando os mesmos animais e procedimentos
da dissertacdo de mestrado intitulada "Influéncia do treinamento fisico na resposta tréfica
do musculo séleo e na resisténcia mecanica de tibia de ratos", cujos procedimentos foram
aprovados pela comissdo de ética no uso de animais (CEUA) do campus de Ribeirdo Preto,

USP-SP. Protocolo namero 04.1.810.53.9

Os animais do grupo experimental foram submetidos a um protocolo de
treinamento que compreendeu duas fases: adaptacdo e experimental. Na fase de
adaptacao, que compreendeu os cinco primeiros dias de experimento, os animais foram
submetidos a sessoes didrias de corrida na esteira rolante, com duracdo de cinco, 15, 30, 45
e 60 minutos respectivamente. Na fase experimental os animais, apds a referida fase de
adaptacdo inicial, foram submetidos a sessdes de treinamento na esteira rolante, segundo o
grupo de seguimento ao qual pertenciam. Esse programa de treinamento consistiu de
sessoes didrias com duragdo de 60 minutos, cinco dias por semana. Ao término de cada
sessdo de treinamento fisico, os animais foram recolocados em suas devidas gaiolas e,
imediatamente apds a ultima sessdo de cada grupo, os ratos foram pesados e sacrificados

para a coleta do material. A figura 8 mostra os animais realizando treinamento na esteira.
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Figura 8 — Esteira rolante utilizada para a realiza¢do dos experimentos com 0s animais

A andlise da evolugdo do peso dos animais foi feita de forma comparativa entre

os diferentes grupos.

Para os demais estudos o grupo controle foi reduzido para sete animais
escolhidos entre os 15 animais existentes. Desse modo foram selecionados dois animais dos
grupos de 15 e 30 dias e 3 animais do grupo de 60 dias aleatoriamente. Os cOndilos laterais
do joelho direito e esquerdo foram analisados pela microscopia Optica e pelo
estereomicroscopio, respectivamente, enquanto que o condilo medial do joelho direito foi

utilizado para a andlise termogravimétrica e o do joelho esquerdo foi preservado.

A separacdo dos coOndilos lateral e medial do joelho direito foi feita
imediatamente apds a coleta, por meio de uma serra de fita para que o condilo medial
pudesse ser encaminhado para Laboratério de Andlise Térmica e Estrutural do
Departamento de Fisica, Quimica e Biologia da FCT da Unesp - Presidente Prudente/SP,
em gaze embebida em soro fisiologico. O condilo lateral era, por sua vez, fixado em

solucdo de Carnoy para ser processado posteriormente.
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Quanto ao joelho esquerdo, esse foi fixado em dlcool a 70% por 24 horas e
descalcificado em solugdo de 4cido nitrico a 7%. Apds a descalcificacao, o condilo medial
era separado do lateral e o condilo lateral submetido a um corte longitudinal, que passava
pela sua regido média. A face lateral seccionada do condilo lateral, que correspondia a
regido média deste teve o seu contorno e espessura da cartilagem articular analisados pelo

estereomicroscopio (Figura 9).

Figura 9- Esquema do joelho direito, onde estd sendo mostrado o corte realizado para
separacao dos condilos e esquema do joelho esquerdo onde estd sendo mostrado
o corte para separacdo dos condilos e o segundo corte para retirada da face
lateral do condilo. O seguimento marcado com asterisco foi o observado pelo

por meio do estereomicroscopia.

3.5- Preparo do Material Histologico

O condilo lateral era fixado em solu¢do de Carnoy por seis horas, iniciando-se
em seguida o processo de descalcificacdo em 4cido nitrico, em solucdo alcodlica a 2,5%,
com troca didria da solugdo até que se considerasse apto a ser processado. A desidratacdo
era realizada pela passagem da amostra em solucdes alcodlicas de concentracdo crescente,

seguindo-se a diafanizagao por xilol e inclusdo em blocos de parafina. Foram obtidos cortes
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em micrétomo rotatério com 6um de espessura corados por Hematoxilina Eosina. Os 160
cortes analisados foram obtidos pelo método semi seriado, com a obtencdo de um corte a

cada nove cortes desprezados.

3.6 - Analise histologica

A andlise das laminas foi feita utilizando-se Microscépio da marca Leica
modelo DMLB com objetiva de 10 para a obtencdo de imagens panoramicas e de 20 e 40
vezes para a andlise dos detalhes morfolégicos. As imagens foram arquivadas em um
computador Pentium III acoplado a um sistema para captura (camera Leica DC 300 F) e
andlise das imagens (IMAGE-PRO PLUS versao 4.5). Toda anélise morfoldgica realizada a
nivel de microscopia Optica, levou em considerag@o os critérios da “International Cartilage
Repair Society” (2002), citado por MAINIL-VARLET (2003). Essa avaliagdo foi feita pelo
autor e por duas outras pessoas com experiéncia relativa na drea histoldgica,

supervisionados por um patologista.

3.7 - Andlise Morfoldgica

Nessa andlise levou-se em consideragdo a desorganizacdo ou ndo das células
nas camadas da cartilagem articular, incluindo a porcao calcificada, o aumento ou nao do
nimero de mitoses € o aumento ou nao dos ‘“clusters”, em relagdo ao grupo controle. Essa

andlise foi realizada com objetiva de 20x.

3.7.1 - Contagem dos condrdcitos

A contagem dos condrécitos (com objetiva de 10x) utilizou a ferramenta
Count-Size do programa ja mencionado. A contagem de condrocitos foi feita nos cortes
selecionados de cada rato seguindo-se a seguinte rotina: foram identificadas trés regides na
zona central da superficie articular (zona de carga), que ocupavam todo o reticulo de
enquadramento maior do campo visual do microscopio, com objetiva de 40x, e contava-se
todos os condrdcitos até a zona calcificada nessa drea, excluindo-se as cavitagdes sem o
condroécito (“cluster”). Nessa contagem foram incluidas a células da camada tangencial e as

células em apoptose.
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3.7.2 - Medida da espessura da cartilagem

A medida da espessura da cartilagem foi feita utilizando-se os mesmos cortes
para a andlise dos aspectos morfoldgicos e a contagem dos condrdcitos. Apds a devida
calibracdo realizou-se a medida da espessura em nove pontos que foram selecionados
aleatoriamente em trés diferentes cortes de cada animal em cada grupo na zona central da

superficie articular.

3.7.3 - Andlise do contorno e da espessura da cartilagem pelo estereomicroscopio

A espessura e o contorno da superficie articular foram analisadas diretamente e
apo6s colorac@o com azul de anilina a 50% de forma comparativa entre os animais do grupo
controle e do grupo experimental com 30 e 60 dias de esteira. Essa andlise foi feita
utilizando-se uma fatia seccionada na regido média do condilo lateral do joelho esquerdo
com uma lupa estereotdxica da marca Leica, modelo MZ 16. Essa andlise subjetiva foi feita
a partir da coleta de imagens digitalizadas que foram comparadas entre si observando-se a

redugdo da espessura e a presenca de irregularidades na superficie da cartilagem articular.

Todos os dados obtidos foram tabulados no programa Excell e analisados do
ponto de vista estatistico por testes ndo paramétricos (Prova U de Mann Whitney e teste de

Kruskall Wallis), considerando-se significativo valor de p igual ou menor que 0,05.

3.8 - Anadlise termogravimétrica (TGA)

Para andlise da cartilagem utilizou-se o equipamento da marca NETZSCH
modelo 209, na faixa de temperatura ambiente até 300°C, com uma taxa de aquecimento de

5°C por minuto (Figura 10)
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Figura 10 — Equipamento de Andlise termogravimétrica (TGA) acoplado ao equipamento
de espectroscopia de infra-vermelho com transformada de Fourrier, marca

Bruker modelo Vector 22.

Para anélise da cartilagem, era colocado em um pequeno recipiente de alumina,
acoplada a uma balanga de precisao (10°) em atmosfera de nitrogénio um fragmento de
cartilagem com peso de 8mg. Esse fragmento era obtido da regido central da superficie
articular com o minimo de tecido 6sseo possivel. Esse fragmento era submetido a variagao
progressiva e constante de temperatura (graus Celsius), registrando-se a perda da massa
(grama) durante todo o processo de aquecimento. Os produtos volateis liberados pelo
aquecimento eram analisados quanto a sua composi¢do e ligacdes quimicas, em funcdo da
deformacao do feixe de radiacdo infravermelho emitido contra essas substincias volateis e
registrado em uma curva de absorbancia pelo nimero de ondas. Desse modo, obtinham-se
grificos da variacdo massa (Am) expressa em percentagem no eixo vertical (ordenada) e a
temperatura (T) em graus Celsius no eixo horizontal (abscissa), assim como graficos da
absorbancia na ordenada pela freqiiéncia de ondas na abscissa. A porcentagem de perda de
massa nas diversas amostras foi analisada estatisticamente utilizando-se a prova teste

U-Mann Whitney, considerando-se p menor ou igual a 0,05.
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4- RESULTADOS



Na semana de adaptacdo os animais ficaram agitados ao serem colocados na
esteira e tentavam fugir da mesma. Para evitar a fuga foi necessdrio colocar um anteparo
superior, que ocupava todo o local de treinamento dos ratos, que consistia de 8 médulos
independentes. Com a progressdo do treinamento, os animais se adaptaram e reduziram a

agitacao.

Para o treinamento foram selecionados os animais que melhor se adequaram a
esteira durante o periodo de adaptacdo, sendo que os demais foram utilizados para
formacdo do grupo controle. Em relacdo a intensidade com que os animais executavam a
atividade na esteira, foi observado que alguns a realizavam continuamente, seguindo a
velocidade da esteira, enquanto que outros a executavam com maior velocidade, de forma
intermitente, intercalando breves intervalos de tempo, até se que se chocassem na parede

posterior da esteira.

Observou-se também que, devido ao estresse fisico, alguns animais passavam a
se arrastar ap6s a metade do treinamento e, por algumas vezes, prendiam a cauda entre a
lona e a parede final, sendo necessdria intervengao manual mediante o reposicionamento do

animal para correta execugdo do exercicio.

Outro fato observado foi que certos animais se posicionaram espontaneamente
em sentido contrdrio aquele estabelecido, de forma a executar o treinamento por alguns

instantes em “marcha ré”. Nestas ocasides, os animais demonstravam-se mais agressivos.

Com excecao destas circunstancias, o periodo de treinamento transcorreu sem

intercorréncias.

4.1 - Analise do peso Corporal
4.1.1 - Peso Inicial

A tabela 1 mostra os valores individuais do peso inicial dos animais dos grupos

experimental e controle, utilizados no experimento.
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Tabela 1- Apresentacdo dos valores individuais de massa corporal (em gramas) dos

animais do grupo experimental e controle no inicio do estudo

ANIMAL GE1 GE2 GE3 GC1 GC2 GC3

1 242 271 266 203 230 234
2 221 242 229 255 248 255
3 207 211 207 223 275 235
4 263 221 242 242 213 233
5 257 248 248 271 224 237

Média 238,0 238,6 238,4 238,8 238,0 238.,8

DP 10,6 10,5 9,85 11,9 10,8 4,10

Legenda: G = grupo, E = experimental, C= controle, DP = desvio padrio

A comparag@o do peso inicial dos animais dos grupos experimental e controle

mostrou que ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos estudados

(p=1,0).

4.1.2- Peso Final

Ao final do periodo de seguimento, os animais foram novamente pesados € ndao

houve diferencas significativas entre os grupos controle e experimental (p=0,43) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Apresentacdo dos valores individuais de massa corporal (em gramas) dos

animais do grupo experimental no final do estudo

ANIMAL GE1 GE2 GE3 GC1 GC2 GC3
1 318 354 489 333 319 378

2 364 315 375 283 355 365

3 322 395 373 387 358 370

4 312 322 337 330 385 350

5 310 292 404 318 402 380
Média 352,2 335,6 375,6 330,8 363,8 376,6
DP 9.9 17,9 25,7 16,8 14,2 23,6

Legenda: G = grupo; E = experimental, C = controle, DP = desvio padrao

4.2 - Anadlise histologica da cartilagem articular
4.2.1 - Coloracao por HE

Na Tabela 3 sdo apresentados os dados qualitativos obtidos na andlise

morfoldgica das laminas dos animais dos grupos experimental e controle.
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Tabela 3- Apresentacdo dos dados qualitativos obtidos na andlise morfoldgica das laminas

dos animais dos grupos experimental e controle

GRUPO Organizagdo celular Cluster Mitoses
Controle Sim Raros Raros
Controle Sim Raros Freqiientes
Controle Sim Raros Raros
Controle Sim Raros Raros
Controle Sim Raros Raros
Controle Sim Raros Raros
Controle Sim Raros Raros
GEl Nao Freqiientes Raros
GEl1 Nao Freqiientes Freqiientes
GEl1 Sim Freqiientes Freqiientes
GEl1 Sim Raros Raros
GEl1 Nao Raros Raros
GE2 Sim Freqiientes Freqiientes
GE2 Sim Freqiientes Freqiientes
GE2 Nao Freqiientes Raros
GE2 Nao Freqiientes Freqiientes
GE2 Nao Raros Freqiientes
GE3 Nao Raros Freqiientes
GE3 Nao Raros Freqiientes
GE3 Nao Raros Freqiientes
GE3 Nao Raros Freqiientes
GE3 Sim Freqiientes Freqiientes

Legenda: G = grupo, E = Experimental
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Na figura 11 sdo apresentados a distribuicio dos dados acima para cada
pardmetro considerado. Para o item organizacdo celular foi observado que houve um

ndmero significativamente maior de casos de falta de organizacdo nos grupos GE2 e GE3.
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Figura 11- Apresentacdo da andlise morfolégica das laminas dos animais dos grupos

experimental e controle, em fun¢do da organizagao celular

Para o encontro de “clusters”, ndo houve diferencas significativas entre os

grupos (Figura 12).
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Figura 12- Apresentacdo da andlise morfologica das laminas dos animais dos grupos

experimental e controle, em fun¢ao do nimero de “cluster”

No entanto a freqiiéncia de encontro de mitoses foi significativamente maior

no grupo experimental do que no controle, especialmente para o grupo GE3 (Figura 13)
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Figura 13- Apresentacdo da andlise morfologica das laminas dos animais dos grupos

experimental e controle, em func¢do da mitose celular

4.3 — Morfometria
4.3.1 - Espessura da cartilagem

Os resultados das medidas da espessura da cartilagem articular de cada um dos

animais e as respectivas médias aritméticas sdo apresentadas na tabela 4.
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Tabela 4- Apresentacdo da mensuragdo da espessura da cartilagem articular dos animais do
grupo experimental e controle e as respectivas médias artiméticas para cada

animal (mm)

Animal Epl Ep2 Ep3 Ep4 Ep5 Ep6 Ep7 Ep8 Ep9 Meédias
Controle 12 12 ,16 17 ,15 15 ,16 ,16 17 15
Controle ,14 22 ,16 ,19 ,12 ,20 ,19 ,16 ,14 17
Controle 13 ,09 ,09 ,11 ,11 11 ,10 ,08 ,07 ,10
Controle 11 ,10 ,08 ,13 ,10 ,12 ,16 12 ,19 12
Controle ,16 11 11 ,18 ,14 ,16 ,14 12 11 14
Controle ,11 ,13 11 ,16 ,10 ,11 ,13 11 11 12
Controle ,13 ,11 ,10 ,11 ,13 12 ,14 11 12 12
GEl ,08 ,09 ,09 12 ,09 ,11 ,07 11 11 ,10
GEl A7 14 12 ,14 ,15 ,13 17 13 12 14
GE1 11 ,18 13 ,11 ,13 ,13 ,13 12 11 13
GE1 14 15 ,14 ,14 11 ,13 11 12 ,14 13
GE1 11 11 ,09 ,10 ,14 ,09 11 ,16 ,16 12
GE2 12 14 11 ,13 ,13 ,08 ,14 12 11 12
GE2 ,16 ,13 ,06 ,19 12 ,07 ,16 ,13 ,07 12
GE2 11 ,13 ,08 ,10 ,11 ,08 ,13 ,13 ,07 ,10
GE2 12 11 ,08 ,09 12 12 12 15 ,18 12
GE3 11 ,08 ,08 ,09 ,09 ,08 ,09 ,09 ,10 ,09
GE3 ,09 11 ,09 ,10 ,09 ,10 ,12 ,10
GE3 11 12 ,09 ,10 ,08 ,10 ,10 11 11 ,10
GE3 ,09 ,08 13 ,08 ,10 ,10 ,10 ,07 ,08 ,09
GE3 11 ,10 12 ,11 ,10 ,13 ,10 14 12 11

Legenda: G = Grupo, E= Experimental; Ep = Espessura
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Pode-se observar que os valores do grupo GE3 foram significativamente
menores que os dos demais grupos. Nao houve diferencas significativas entre o GC e os

GEl e GE2 (Tabela 5 e Figura 14).

Tabela 5- Apresentacdo das médias da espessura dos grupos controle e experimental

Espessura média (mm)

Controle 15 dias 30 dias 60 dias
0,15 0,10 0,12 0,09
0,17 0,14 0,12 0,10
0,10 0,13 0,10 0,10
0,12 0,13 0,12 0,09
0,14 0,12 0,11
0,12
0,12
Média 0,13 0,12 0,11 0,09
Mediana 0,12 0,13 0,12 0,10
DP 0,02 0,01 0,008 0,009

Legenda: DP = desvio padrdo, mm - milimetro

Resultados
63



,20

L p=0,05
516 T | |
e p=0,03
E I
% ,12
g —
e
© - 8
?
3 ,08 -
2 | |
n
H 0,01
,04 - p=5
0,00 . , . .
N = 7 5 4 5
Controle 15 dias 30 dias 60 dias
Grupos

Figura 14- Apresentacdo em box-plot da espessura média em milimetros da cartilagem do
condilo lateral dos fémures dos animais controle e dos animais submetidos ao

exercicio na esteira por 15, 30 e 60 dias

4.3.2- Contagem dos condrdcitos

Os resultados da contagem dos condrécitos da cartilagem articular de cada um
dos animais e as respectivas médias aritméticas sao apresentados na tabela 6. Pode-se
observar que os valores dos grupos GE1, GE2 e GE3 foram significativamente maiores que

os do grupo controle (Tabela 7 e Figura 15).
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Tabela 6- Apresentacdo das medidas do niimero de condrdcitos do condilo lateral dos
fémures dos animais controle e dos animais submetidos ao exercicio na esteira

por, 15, 30 e 60 dias e de suas respectivas médias aritméticas.

GRUPO Medida 1 Medida 2 Medida 3 Média das medidas 1, 2, 3
Controle 78 80 76 78,00
Controle 59 56 55 56,67
Controle 72 78 70 73,33
Controle 78 73 54 68,33
Controle 71 78 71 73,33
Controle 57 63 65 61,67
Controle 66 86 79 77,00
GEl 69 59 68 65,33
GEl 120 111 116 115,67
GE1 83 114 103 100,00
GE1 112 101 100 104,33
GEl 111 106 106 107,67
GE2 119 112 115 115,33
GE2 112 107 105 108,00
GE2 113 110 100 107,67
GE2 103 100 118 107,00
GE3 109 104 102 105,00
GE3 114 109 104 109,00
GE3 100 107 106 104,33
GE3 132 109 106 115,67
GE3 101 99 111 103,67

Legenda: G = Grupo, E = Experimental
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Tabela 7- Apresentacio da média, mediana e desvio padrio do ndmero médio de
condrocitos do condilo lateral dos fémures dos animais controle e dos animais

submetidos ao exercicio em esteira por 15, 30 e 60 dias.

Nuamero de condrocitos

Controle 15 dias 30 dias 60 dias
78 65 115 105
56 115 108 109
73 100 107 104
68 104 107 115
73 107 103
61
77
Media 69 98 109 107
Mediana 73 104 108 105
DP 8 19 3 4

Legenda: DP = desvio padrdo
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Figura 15- Apresentacdo em box-plot da contagem de condrécitos da cartilagem do
condilo lateral dos fémures dos animais controle e dos animais submetidos ao

exercicio na esteira por 15, 30 e 60 dias.

4.4 — Termogravimetria (TGA)

Pela técnica de acoplamento simultaneo de TG/FT-IR, todos os gases emitidos
da amostra em fun¢do da temperatura, no TG, sdo canalizados para o espectrometro (FT-
IR), onde sdo caracterizados simultaneamente no intervalo de nimero de ondas entre 4000
e 400 cm™'. No final da medida, o software junta todos os espectros do FT-IR e gera uma
imagem em 3 dimensdes. As amostras de cartilagem sofreram aquecimento progressivo da

temperatura ambiente até 300°C.

Abaixo estdo apresentados os graficos TG, a imagem tridimensional resultante
da andlise de TG-FTIR para o rato 1 do GE 1 (Figura 16) e o gréifico do espectro do
infravermelho do gds evaporado do TG 2 temperatura de 160 °C de todo o grupo GEI
(Figura 17).

Resultados
67



No grafico TG sdo observadas duas linhas: uma sélida e preta, que mostra a
variacdo da perda de massa em fun¢do da temperatura pontilhada, e outra vermelha, que € a
derivada da curva TG. O primeiro vértice da linha derivada (vermelha) mostra em qual
temperatura ocorreu a maior perda do material existente na cartilagem sob a forma de
vapor. No ponto em que essa derivada atinge um platd traca-se uma perpendicular, que
indica a temperatura na qual a reacdo quimica (vaporizacao) se estabilizou Nesse ponto, na
linha preta é determinada a perda de massa da amostra. Na imagem tridimensional
correspondente observa-se a presenga de um primeiro pico de ondas ao redor de 1600 cm ~
1, que € caracteristico da dgua e de ligacdes quimicas do tipo OH. Os outros picos podem
ser caracterizados como carbono resultante da queima de material carbonico (C=C) e de

materiais com anéis aromaticos.
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Figura 16- Apresentacio da curva TG e da imagem tridimensional correspondente

resultante da analise de TGA-FTIR do fragmento de cartilagem do ratol do

grupo GE1 (15 dias de esteira).
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Figura 17- Apresentacdo do espectro do infravermelho do gds evaporado do TG, a

temperatura de 160 °C, de todo o grupo 1 (15 dias de esteira)

A partir destes graficos foram obtidos os valores de cada amostra de cartilagem
dos animais em cada grupo, que estdo abaixo relacionados com as respectivas médias

aritméticas por grupo e os desvios padrao.

Tabela 8 - Apresentacdo dos valores individuais, das média aritméticas e dos desvio padrao
da porcentagem de perda de dgua obtidos pela termogravimetria no grupo

controle e nos grupos com 15 30 e 60 dias de esteira

Animais Controle GEI GE2 GE3
R1 36% 41% 44% 45%
R2 30% 39% 38% 37%
R3 29% 27% 27% 29%
R4 36% 35% 38% 40%
RS 30% 34% 36% 38%

Média 32,2% 32,6% 36,5% 37,8%
DP 3,4 6,4 6,6 5.8

Legenda: G = Grupo; E = Experimental, R = rato, DP = desvio padrao
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A partir desses valores foi feito um grifico do tipo “box-plot” e a andlise
estatistica que evidenciou que apesar de ndo ter havido diferenca significativa entre os
grupos estudados houve tendéncia ao maior acimulo de dgua nas cartilagens dos animais

com maior tempo de esteira.
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Figura 18- Apresentacdo em “box-plot” da porcentagem de perda de dgua da cartilagem do
condilo lateral dos fémures dos animais controle e dos animais submetidos ao

exercicio na esteira por, 15, 30 e 60 dias.

4.4.1 - Avaliagdo pelo estereomicroscopio

Abaixo estdo apresentadas as imagens obtidas com o estereomicroscopio do
contorno da superficie articular de animas do grupo controle, com 15, 30 e 60 dias de
exercicio na esteira. Observa-se perda progressiva do contorno normal da cartilagem
articular, assim como da sua espessura, nos animais com maior tempo de atividade fisica.

(Figuras 19 a 23)
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Figura 19- Imagem da superficie articular de um fragmento do condilo lateral do joelho
esquerdo do rato 6 do grupo controle corado com azul de anilina a 50%, com
aumento de 16X, onde se observa o contorno da superficie regular da

cartilagem articular e as medidas da espessura em diversos locais de carga

Figura 20- Imagem da superficie articular de um fragmento do condilo lateral do joelho
esquerdo do rato 7 do grupo controle corado com azul de anilina a 50%, com
aumento de 16X, onde se observa o contorno da superficie regular da

cartilagem articular e as medidas da espessura em diversos locais de carga
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Figura 21- Imagem da superficie articular de uma fatia do codndilo lateral do joelho
esquerdo do rato 2 do grupo experimental (15 dias) corado com azul de anilina a
50%, com aumento de 16X, onde se observa o contorno regular da superficie da
cartilagem articular e as medidas da espessura semelhante ao controle em

diversos locais de carga
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Figura 22- Imagem da superficie articular de uma fatia do condilo lateral do joelho
esquerdo do rato 1 do grupo experimental (30 dias) corado com azul de anilina
a 50%, com aumento de 16x, onde se observa o contorno irregular da
superficie da cartilagem articular e reducdo da espessura da cartilagem em

diversos locais de carga
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Figura 23- Imagem da superficie articular de uma fatia do codndilo lateral do joelho

esquerdo do rato 4 do grupo experimental (60 dias) corado com azul de
anilina a 50%, com aumento de 16x, onde se observa o contorno irregular da

superficie da cartilagem articular e reducdo da espessura da cartilagem em

diversos locais de carga
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5- DISCUSSAO



Acreditava-se que a osteoartrite era uma doenca caracterizada pelo “desgaste e
ruptura”, ou seja, era uma doengas causada unicamente por for¢cas mecanicas que levavam a
degradacdo da articulagdo, independente da resposta bioldgica. Entretanto, como em todo
tecido vivo, hoje se sabe que a reacdo da cartilagem articular ao trauma segue uma
seqiiéncia de eventos que envolve o aumento do contetido de dgua, degradacdo da matriz
por enzimas enddgenas, apoptose celular e necrose, seguidas por perda dos seus
constituintes para o espacgo articular, desencadeando uma resposta inflamatéria junto ao

tecido sinovial.

Essa doenca articular, caracterizada por progressiva faléncia bioquimica da
cartilagem hialina, alteracdes tréficas do osso subcondral e presenca de sinovite em grau
leve ou moderado (LOHMANDER, 2000) é acompanhado por uma tentativa de reparagao,
onde observa-se aumento da atividade mitdtica celular, aumento do ndmero de células e da

matriz extra-celular, buscando a sua reparagao.

Embora os detalhes da patogénese permanecam ainda obscuros, essa doenga
envolve um complexo de causas multifatoriais que atuam sobre o catabolismo e anabolismo
da cartilagem hialina, assim como nos outros tecidos existentes na articulacdo,
como a membrana sinovial, o osso subcrondral e até os tenddes e ligamentos

(HAYAMI et al., 2006).

Até o momento, ndo ha tratamento que modifique substancialmente a historia
natural da osteoartrite, a ndo ser condutas sintomdticas que aliviam a dor ou melhorem

temporariamente a funcao articular.

Nesse sentido, sdo importantes os estudos experimentais realizados em animais
de laboratério, que permitam o entendimento de forma minuciosa dos diversos fatores

intervenientes na génese da osteoartrite.

Por ser um tecido avascular e aneural, o condrécito da cartilagem articular
recebe poucas informacgdes por via humoral e imunolégica do restante do corpo. Existem
evidéncias muito fortes de que essas células sdo extremamente sensiveis a pressdo ou a

deformacao e que alteracOes desse tipo atingem a sua membrana celular e modificam o seu
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metabolismo. Assim sendo, a carga e o bombeamento do fluido sinovial e da 4gua no
intersticio da matriz intercelular parecem ser os principais estimulos para promover
alteragdes bioquimicas na cartilagem e nas suas propriedades biomecéanicas. Como os
condrécitos absorvem essas informagdes mecanicas do meio e as convertem em alteracoes
especificas, expressadas pelos seus genes no seu nucleo, € ainda um assunto pouco
conhecido, embora existam indicios de que as integrinas, moléculas que estdo na membrana
plasmdtica e no citoplasma intracelular, estejam envolvidas. Provavelmente, esta
transducdo do sinal mecanico ao nicleo dirige a sintese de proteinas especificas,
pelo  estimulo e  expressio do RNA  mensageiro (ENCYCLOPEDIE
MEDICO-CHIRURGICALE, 14-015; MANKIN et al, 2000).

Desse modo, tanto o movimento articular como a carga sobre a cartilagem
hialina s@o essenciais para manter a composi¢do, estrutura e propriedades desse tecido. A
quantificacdo exata do tipo, da intensidade e da freqiiéncia da carga, necessdrios para
manter a funcdo articular normal, ainda sdo motivos de estudo e especulacdo. De qualquer
modo, quando a freqiiéncia da carga excede os valores considerados fisiologicos, o balangco
entre sintese e a degradacdo se alteram, modificando assim a composi¢ao e a microestrutura

da cartilagem (MANKIN et al, 2000).

Observacdes clinicas em estudos in vivo e in vitro mostram que cargas
aplicadas sobre as articulacdes, assim como o proprio movimento, t€m efeito sobre o
metabolismo da cartilagem articular, que responde de forma diferente dependente do tipo
de carga, se estdtica ou intermitente, da intensidade da carga, da freqiiéncia de aplicacdo e

das forcas intermitentes (ENCYCLOPEDIE MEDICO-CHIRURGICALE, 14-015)..

Experiéncias in vitro com discos de cartilagem submetidos a esforgos
mecanicos resultaram em estimulo de até 20 a 40% da sintese de glicosaminoglicanos. Isso
ocorre principalmente quando se produz compressoes, cuja amplitude varia de 1 a 5%, com
freqiiéncia de 0,01 a um ciclo por segundo. Com freqiiéncias menos intensas
(de 0,0001 a 0,001 ciclo por segundo) o efeito cessa e hd saida de liquido da cartilagem

(ENCYCLOPEDIE MEDICO-CHIRURGICALE, 14-015).
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Por outro lado, se o disco de cartilagem é mantido sob compressao estatica, ha
redu¢do do conteudo do liquido intersticial, demonstrada pela redu¢do da incorporacdo do
marcador radioativo em até 20% (ENCYCLOPEDIE MEDICO-CHIRURGICALE,
14-015). Compressdes freqiientes de grande amplitude, aplicadas durante duas horas,
podem, por outro lado, alterar a rede de coldgeno, permitindo assim a diminui¢do da
pressao intracompartimental, perda dos agregados de proteoglicanos e de dgua, resultando
em lesOes irreversiveis da cartilagem (ENCYCLOPEDIE MEDICO—CHIRURGICALE,
14-015).

Estudos in vivo mostram que a imobilizacdo completa de um membro provoca a
redugdo da espessura da cartilagem, assim como diminui¢do do conteido e da sintese de
proteoglicanos, facilitando a perda da dgua. A reativacdo da fung¢do desse membro, com
carga normal e exercicios moderados, restabelece, em parte, o conteido dos proteoglicanos
e as alteragdes bioquimicas existentes (KIVIRANTA et al., 1987; KIVIRANTA et al, 1992;
KING et al., 2005;).

Cargas excessivas ou exercicios exagerados, pelo contrdrio, acarretam
degradacdo da matriz, redu¢do do tamanho dos proteoglicanos, da sua capacidade para
formar os agregados, desorganizacdo das fibras de coldgeno, perda de dgua e degeneracdo

articular NEWTON et al., 1997; KIVIRANTA et al., 1988).

Nas ultimas duas décadas, modelos animais t€m sido muito utilizados para
aumentar o entendimento desse tema, principalmente com relacdo aos eventos precoces que

ocorrem na histdria natural da osteoartrite, dificeis de serem evidenciados na pratica clinica.

Apesar de, at¢é o momento, nenhum modelo animal de osteoartrite mimetizar
completamente a patogénese observada em humanos, modelos que envolvam o estresse ou
a instabilidade parecem representar melhor a agressdo traumadtica cronica envolvida nessa

doenca.

Dentre esses modelos, pode se citar a utilizacdo de caes (McDEVITT et al,
1976; McDEVITT et al., 1977; KIVIRANTA et al.,, 1987; KIVIRANTA et al, 1988;
JURVELIN et al., 1989; JURVELIN et al., 1990; SAAMANEN et al., 1990; KIVIRANTA
et al., 1992; KIVIRANTA et al., 1994; NEWTON et al., 1997; TORZILLI et al., 1997)
coelhos (OHTA et al., 1981; LLINAS et al, 1993; ROSA, 1999; BENJAMIN et al., 2002;
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BRIAN e ROGER, 2005; KING et al., 2005), cavalos (TODHUNTER et al., 1993;
PALMER et al., 1995) e bovinos (MOREL et al., 2004; BASALO et al., 2005;
MOREL et al., 2006).

Apesar de se conhecer relativamente bem o metabolismo da cartilagem e do
tecido 6sseo nesses animais, o tamanho, o custo unitdrio, o custo de manutengdo e a
dificuldade no manuseio sdo fatores que devem ser ponderados na escolha do modelo

experimental.

Levando-se em consideracdo essas premissas, uma possivel alternativa € a
realiza¢do de experimentos in vitro, nos quais fragmentos de cartilagem, ou mesmo células
cartilaginosas em meio de cultura, sd@o diretamente estimuladas por meios fisicos e
quimicos; obtendo-se em horas as respostas relacionadas ao metabolismo dessas células e
tecidos, no préoprio meio de cultura (JURVELIN et al., 1990; ATHANASIOU et al, 1991;
PALMER et al., 1995; TORZILLI et al., 1997; SAUERLAND et al., 2003; MOREL e
QUINN, 2004; BASSALO et al., 2005; MILENTIJEVIC e TORZILLI, 2005; MOREL
et al., 2005; MOREL et al, 2006). Apesar de agregarem grande quantidade de
conhecimento sobre a fisiologia da cartilagem articular, esse tipo de andlise apresenta
limitacdo, j4 que ndo mimetiza exatamente o meio e a fisiologia normal de uma articulacio

e, por essa razao, dificilmente conseguird substituir a avaliacao in vivo.

Desse modo, o rato passa a ser uma alternativa adequada, ja que esse animal é
muito bem estudado do ponto de vista anatdbmico, metabdlico e fisiologico, além de ser
facilmente obtido e mantido em laboratério. Apesar dessas vantagens, existem poucos

estudos que utilizem esse animal como modelo experimental para o estudo da osteoartrite.

Além disso, existem evidéncias suficientes na literatura que autorizam a

utilizacdo desse animal como modelo experimental, no estudo da cartilagem articular.

Dentre os trabalhos que utilizaram o rato pode-se citar o de CAMARGO
FILHO (1998), que avaliou a alterac@o da espessura e do nimero de condrdcitos no joelho
de ratos submetidos a movimentos passivos continuos, em trés amplitudes. O rato era
colocado numa mdquina de movimentacdo passiva (com amplitude definida pelo autor

como pequena, média e grande), durante uma hora por dia. Observou o autor que no grupo
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de maior amplitude houve aumento significativo do nimero de condrdcitos e da medida da
espessura da cartilagem. Esse resultado foi interpretado como sendo uma reacdo adaptativa

ao estresse, ou uma condi¢do pré osteoartritica da cartilagem hialina.

Recentemente RENNER et al. (2006) estudaram, em ratos, o efeito do
estiramento muscular passivo sobre a cartilagem articular do tornozelo, ndo imobilizada e
imobilizada previamente. Concluiram que a imobilizacdo, associada ao estiramento
muscular, produziu reducdo dos proteoglicanos e aumento significativo da celularidade, que
foi considerado como sinais precoces de um processo degenerativo ou, pelo menos, de risco

para cartilagem articular.

HAYAMI et al. (2006) também utilizaram o rato como modelo experimental
para desencadear osteoartrite no joelho pela sec¢do do ligamento cruzado anterior,
associada a resseccdo do menisco medial. Nessas condi¢es, observaram a redugdo da
espessura da cartilagem, esclerose do osso subcondral e formacao de osteofitos, além da
perda de proteoglicanos, lesdes focais da superficie articular, aumento da proliferacdo dos
condrécitos e reducdo significativa da espessura da cartilagem apdés dez semanas de
seguimento. Esses achados sdo os mesmos encontrados em protocolos semelhantes que
utilizaram outros animais de experimentacao, como o cdo, o coelho e o porquinho da india,

reafirmando a validade do rato como animal de experimentacdo na génese da osteoartrite.

Diante do exposto, a escolha desse animal, para analisar o efeito do estresse

sobre a cartilagem articular, parece estar plenamente justificada.

Outro ponto que merece andlise € a escolha da articulacdo do joelho para o
desenvolvimento desse modelo. Essa op¢do se baseou no fato de que o joelho é a
articulacdo mais utilizada na quase totalidade dos artigos que estudam a génese da
osteoartrite; provavelmente, por se tratar da maior e mais complexa articulagdo do corpo,
situada entre dois grandes bragos de alavanca, o que a torna muito suscetivel ao estresse e

ao trauma (NORDIN e FRANKEL, 1989)

Como fator desencadeante de estresse na cartilagem articular pode-se
identificar na literatura os seguintes métodos: producdo da instabilidade articular pela
seccdo  do  ligamento  cruzado, associado ou ndo a  meniscectomia

(MUIR, 1976; McDEVITT et al, 1977; HAYAMI et al., 2006), a corrida estimulada em

Discussdo

81



esteira rolante (KIVIRANTA et al., 1988; KIVIRANTA et al., 1992; NEWTON et al.,
1997; WEAVER e HAUT, 2004), a corrida livie (TODHUNTER et al., 1993), a
movimentagdo passiva controlada (SALTER et al., 1980; KING et al. 2005) e a
imobilizacio (CATERSON e LOWTHER, 1978; OHTA et al, 1981; KIVIRANTA et al.
1987; JUVERLIN et al., 1989; SAAMANEN et al., 1990; KIVIRANTA et al., 1994)

Dentre todos os métodos, o mais fisiologico, constante € mensurdvel parece ser
a corrida, que submete a cartilagem articular a uma situacdo de movimento e impacto

constante.

Estudos recentes com cdes t€ém demonstrado que apds correr uma hora, cinco
dias por semana, por 15 semanas, havia na zona de contato da cartilagem articular do joelho
aumento do conteudo de condroitina 6 sulfato, assim como da relacio entre a condroitina 6
sulfato e a condroitina 4 sulfato. Os chamados fatores de crescimento também participam
na manutencdo da homeostase da matriz da cartilagem articular e nas suas adaptacoes
metabodlicas. Alguns fatores desempenham papel importante na diferenciacdo dos
condrécitos, no crescimento do tecido e nos processos patoldgicos de reabsor¢do e
reparacio (ENCYCLOPEDIE MEDICO-CHIRURGICALE, 14-015). O principal fator do
soro que tem esse efeito € o IGF-1, que aumenta a sintese dos proteoglicanos. O TGF-beta
aumenta a sintese dos proteoglicanos, do acido hialurénico e de pequenos proteoglicanos,

como o biglican.

O IGF-1 potencializa o efeito catabdlico da interleocina 1 e do fator de necrose
tumoral sobre os proteoglicanos da cartilagem, enquanto que o TGF-beta se opde aos
efeitos da interleucina 1. O IGF-1 e o TGF-beta podem ser sintetizados na cartilagem
articular e outros tecidos da articulagdo podem secretar esses fatores, como por exemplo, a
membrana sinovial inflamada. A acdo desses fatores reguladores também podem ser
modulados pela secrecdo de precursores inativos que, por sua vez, sdo ativados mediantes a
clivagem da proteina. Alguns desses fatores sao, inclusive, mitogénicos e podem interferir
no processo de reparacdo, faltando ainda precisar quais seriam 0S mecanismos
reguladores produzidos pelos polipeptideos, em condi¢cdes normais e patolégicas

(SCULLY et al., 2001).

Discussdo

82



Estudos in vitro também vém sendo realizados com o intuito de se investigar a
reacdo do coldgeno, da matriz e dos condrdcitos da cartilagem articular quando submetidos
a situacodes controlado. Em geral, esses trabalhos t€m mostrado que solicitagdes mecanicas
elevadas produzem lesdes irreversiveis na estrutura do coldgeno e reducao dos agregados
de proteoglicanos (THIBAULT et al., 2002; ACKERMANN e STEINMEYER, 2005;
EWERS et al. 2001; CLEMENTS et al., 2004),

Enquanto alguns estudos, particularmente aqueles que analisam atletas que
correm longas distancias, ndo encontraram associacdo dessa prdtica esportiva com a
osteoartrite (LANE et al., 1986; KONRADSEN et al. 1990; LANE et al, 1990), outros mais
recentes utilizando modelos em animal e em humanos, sinalizam que a sobrecarga articular
pode ser um mecanismo desencadeador da osteoartrite (AROKOSKY et al, 1994;
SAAMAMEN et al., 1994; LEQUESNE et al., 1997).

A critica que se coloca na literatura com relacdo ao uso de modelos animais é
que ndo se tem conseguido obter sinais evidentes do desenvolvimento de osteoartrite, por
falta de motivacdao dos animais e pelo aparecimento da fadiga (KIRIVANTA et al., 1992;
AROKOSKY et al, 1993; AROKOSKY et al, 1994).

Por esse motivo, alguns autores lancam mao da seccdo do ligamento cruzado
anterior, associada ou ndo a ressec¢do do menisco medial para criar uma situacdo de
instabilidade que, por sua vez altera a resultante das for¢as que atuam sobre a superficie
articular, tanto na magnitude, quanto na drea da carga. Essa associacdo produz mudancas
profundas e progressivas na composi¢do bioquimica e nas propriedades mecanicas da
cartilagem articular, que resultam em alteracoes degenerativas em até duas semanas de
acordo com MANKIN et al, 2000; HAYAMI et al., 2006). Nessas condi¢Oes, esses autores
observaram redu¢do da espessura da cartilagem, fibrilacdo, aumento da hidratacdo,
alterac@o no conteido proteoglicanos, redu¢cdo do nimero e do tamanho dos agregados de
proteoglicanos, espessamento da cdpsula articular, esclerose do osso subcondral, formagao

de osteofitos, lesdes focais da superficie articular, aumento da proliferagdo dos condrdcitos

e reducdo significativa da espessura da cartilagem ap6s dez semanas de seguimento.
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Apesar do modelo acima citado produzir um quadro clinico e histolégico
compativel com osteoartrite, inclusive semelhante a encontrada em seres humanos, a
producdo da instabilidade ligamentar e a retirada do menisco comprometem
definitivamente a funcdo e a anatomia da articulacdo, dificultando o estudo de acdes

terapéuticas que possam reverter o quadro de osteoartrite.

Por outro lado, modelos que utilizam a imobiliza¢cdo como agente produtor das
alteracdes degenerativas leva a rdpida deterioracdo das propriedades bioquimicas e
biomecanicas da cartilagem, resultando em alteracdes degenerativas, que tém sido,
inclusive, utilizadas como modelo para o estudo do processo degenerativo da cartilagem
articular. No entanto ndo sao semelhantes aqueles observados na doenga degenerativa tipica

da cartilagem articular (LeROUX et al, 2001; SAAMANEN, et al. 1990).

HAAPALA et al. (1999), por outro lado, demonstraram que a imobilizacao
causa alteracOes atréficas na cartilagem articular, com diminui¢do dos glicosaminoglicanos
(GAG), mas com manuten¢do da rede de coldgeno intacta que, no entender dos autores, sao
insuficientes para iniciar um processo degenerativo verdadeiro na cartilagem articular.
Esses autores, inclusive, concluem que as alteracdes observadas apds a imobilizacdo sdo
completamente diferentes daquelas observadas em um processo de osteoartrite precoce.
Esses mesmos autores também demonstraram que o retorno as atividades nao produziram
alteragdes significativas na espessura da cartilagem, quando comparado com seus controles.
Entretanto, KIVIRANTA et al. (1994) demonstraram que a recuperacdo da espessura nao
ocorre nas dreas submetidas a menor compressao € que a concentragido de proteoglicanos,
que estava reduzida em todos os animais apds a imobilizacdo, permaneceu entre 14-28%

menor do que nos controles, mesmo apds 50 semanas de retorno as atividades.

Na busca de outras op¢des, modelos que utilizem o estresse produzido de
forma fisioldgica, porém em intensidade exagerada, talvez sejam o melhor caminho para o

estudo da histdria natural da osteoartrite e da eficdcia de agdes terapéuticas.

Por esse motivo, PAP et al. (1998), utilizaram a auto-estimulagdo intracraniana
para aumentar a motivacio e a atividade motora em ratos, que corriam 500 metros (cinco
dias por semana), em uma roda de estresse, conseguindo, desse modo, a produ¢cdo de um

modelo de osteoartrite.
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Essas consideracdes acima respaldam a escolha da esteira como indutor de
estresse neste estudo, do mesmo modo que a opc¢do pela fase de adaptacdo como um fator
importante para a adequacdo do rato, tanto do ponto de vista comportamental como
fisiolégico. A esteira utilizada obrigou o animal a correr 585 metros, em cada sessdo de 60
minutos, distancia essa semelhante ao estudo mencionado por PAP et al. (1998), que o

considerou como de alto impacto para esse animal.

Na avaliacdo histolégica a aparéncia morfologica da cartilagem, em geral,
reflete o seu estado funcional e a sua viabilidade. Para que essa avaliacao possa ser feita de
forma organizada e padronizada, existem na literatura algumas escalas que quantificam ou
pontuam determinados parametros morfolégicos (O'DRISCOLL et al., 1988;
MANKIN et al., 1971; MAINIL-VARLET et al, 2003; RENNER et al, 2006).

Dentre essas escalas, a mais utilizada € a de MANKIN et al (1971), que neste
estudo tomada como padrdo. O maior problema em relacio ao uso dessas escalas € a
reprodutibilidade entre as avaliacdes por diferentes observadores, o que levou a
“International Cartilage Repair Society” (ICRS), em “Workshop” realizado em 2002,
determinar algumas recomendacdes para um novo sistema de classificacdo. Um dos pontos
levantados por essa sociedade foi que, em geral, a avaliacdo feita em humanos € mais
dificil, por envolver fragmentos pequenos de cartilagem, diferentemente dos ensaios em

animais em que se pode ter toda a articulacao para estudo (MAINIL-VARLET et al, 2003).

A andlise critica realizada pelo citado grupo € interessante € merece atencgao,
podendo os seus critérios também serem utilizados nos estudos de laboratério. Uma das
consideragdes feita pela ICRS é de que quanto mais simples for a andlise histoldgica e
quanto mais ela se basear em padrdes visuais e menos em padrdes verbais, essa avaliagao

tenderd a ser mais reprodutivel (MAINIL-VARLET et al, 2003)

Assim, essa sociedade determinou que fosse utilizado seis critérios para a
andlise da cartilagem articular, que seriam as andlises da superficie, da matrix, da
distribuicao de células, da viabilidade das células, do osso subcondral e da mineralizacao da

cartilagem.
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Neste estudo, foram utilizados quatro dos seis critérios propostos (andlise da
superficie, da matrix, da distribuicdo de células e da viabilidade das células), por serem
considerados os mais facilmente identificados. Além disso, essas avaliacdes foram feitas
pelo autor e por mais duas pessoas com relativa experiéncia na andlise histolégica, todos

supervisionados por um patologista.

Dos critérios selecionados, a andlise da superficie foi feita de forma global,
utilizando-se uma lupa esteotdxica, com excelente qualidade de imagem e que pdode dar
uma idéia bastante precisa de toda a superficie da cartilagem articular. Com relacido a
matrix extracelular, a andlise foi feita baseando-se no contetddo da 4dgua, que é um reflexo
da rede de coldgeno e do conteido de proteoglicanos. A avaliacdo mais detalhada foi
realizada em fungdo da distribuicdo das células e da sua viabilidade, levando-se em

consideragdo a formacao de “cluster” e a presen¢a ou nao das mitoses.

Neste experimento, os dados obtidos pela andlise histologica e pela
morfometria indicam que a cartilagem articular dos animais sofreram estresse de alto
impacto. O aumento do numero e da atividade metabdlica dos condrdcitos, assim como a
desorganizagdo celular e aumento das mitoses, observados de forma mais freqiiente nos
animais dos grupos experimentais, principalmente apds 60 dias, indicam que houve maior
producdo de glicosaminoglicanos, resultante da agressao que essas células sofreram pelo

estimulo mecanico progressivo.

Por outro lado, a reducdo da espessura da cartilagem articular, observada na
mensuracdo pela microscopia Optica, apesar de sujeita a criticas e a erros, oriundos do
posicionamento dos fragmentos durante a realiza¢do dos cortes histolgicos, foi confirmada
pela andlise direta realizada com a lupa estereotixica, que, além disso, mostrou
nitidamente, irregularidades do contorno dos condilos femorais dos ratos do grupo de 60

dias, respaldando, desse modo, os achados da microscopia Optica.

A lesdo da rede de coldgeno existente na cartilagem articular tem sido colocada
como um evento inicial no desenvolvimento da osteoartrite (MANKIN et al., 2000). A
ruptura dessa rede traz como conseqiiéncia a alteracdo da relacdo dgua/proteoglicanos

existente na matriz cartilaginosa, que pode, inclusive, produzir alteracdes no
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comportamento bioquimico desse tecido (MANKIN et al., 2000). Desse modo, a
monitorizardo da arquitetura e da estrutura molecular da rede de colageno passa a ser critica
nos estdgios precoces da osteoartrite. Dados indiretos da ruptura podem ser aferidos a partir
da quantidade de dgua existente na cartilagem articular. Sabe-se que com a ruptura da rede
de coldgeno, o processo degenerativo da cartilagem articular evolui de forma irreversivel e
que, em geral, essa ruptura leva a maior concentracdo de dgua por reducdo da pressao
hidrostatica no interior do tecido cartilaginoso, que antes era contido pela rede de coldgeno

(MILENTIZEVIC et al., 2003).

A técnica de espectroscopia por infravermelho, utilizando a transformada de
Fourier, ¢ uma ferramenta extremamente eficiente para estudar ndo sé as alteragdes
estruturais da cartilagem no inicio do processo degenerativo, como também o contetido de
dgua e de outras substincias que possam, eventualmente, ser identificadas pelos raios

infravermelho.

As andlises da espectroscopia realizadas no presente estudo tiveram o intuito de
mensurar o conteudo de dgua na cartilagem articular. Os dados obtidos mostram que a
perda de massa da cartilagem ocorrida entre 70 e 150°C deve ser interpretada como
evaporacdo quase exclusiva de dgua livre, dando indicios de que, provavelmente, houve
ruptura da rede de coldgeno, com ocorréncia das conseqiiéncias acima descritas. Embora os
dados ndo tenham sido estatisticamente significativos, talvez devido ao reduzido nimero de

casos, pode-se, em tese, sugerir a seqii€éncia de eventos descrita.

Pode-se concluir, portanto, que os achados histolégicos observados na
cartilagem articular do joelho, que as alteragdes da morfologia do condilo lateral e que a
tendéncia do aumento do conteido de dgua sugerem que o estresse induzido pela esteira
rolante, levando os animais a correrem 7,5, 15 e 30 quilometros durante 15, 30 e 60 dias
respectivamente, culminou em um quadro de osteoartrite. A reversibilidade ou ndo dessa
situacao clinica podera ser comprovada por meio de novos estudos de médio e longo prazo,
com métodos de andlises mais sofisticados, que possam aferir de forma mais precisa, o grau

de lesdo articular produzida nos animais do grupo experimental.
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1 6- CONCLUSOES



1) Do ponto de vista histolégico houve maior desarranjo celular (p=0,01),

maior nimero de mitoses (p=0,02)

2) Houve aumento do numero de condrdcitos (p=0,003) e diminui¢do da

espessura da cartilagem hialina (p=0,01) no grupo de 60 dias

3) Houve tendéncia ao aumento do conteiido da 4gua no grupo de 60 dias

(p=0.09)

Concluiu-se que a atividade na esteira rolante utilizada durante 60 dias, cinco
dias por semana, uma hora por dia com percurso de 585 metros produziu alteracoes
degenerativas na cartilagem hialina do condilo lateral do joelho do rato em comparagdo ao

grupo controle.
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