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RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito de um protocolo de exercicio resistido na
cartilagem articular de modelo animal de osteoartrite (OA). Trinta e seis ratos foram
divididos em 6 grupos: Controle (C), Osteoartrite (OA); Sham (S), Exercicio (E),
Osteoartrite e Exercicio (OAE), Sham e Exercicio (SE). Os grupos OA, OAE, S e SE
foram submetidos a transeccéo cirurgica do ligamento cruzado anterior (LCA) do joelho
esquerdo, sendo que somente os grupos OA e OAE tiveram o LCA seccionado. Apos 2
semanas da cirurgia, os grupos E, OAE e SE iniciaram o protocolo de exercicio
resistido, 3 vezes por semana, durante 8 semanas. Foi aplicado o sistema de graduacao
histologica de Mankin, mensurado a densidade de condrocitos, a densidade de fibras
colagenas e a expressdo de colageno tipo Il, sulfato de condroitina e fibronectina. Os
grupos submetidos ao protocolo de exercicio resistido, OAE e SE, apresentaram
menores valores para o sistema de graduacdo de Mankin, densidade de condrécitos e
expressao de fibronectina e maiores valores para densidade de fibras colagenas,
expressao de colageno tipo Il e sulfato de condroitina quando comparados aos grupos
OA e S, respectivamente. O Grupo E apresentou diferenca do grupo C somente na
avaliacdo da densidade de condrocitos e na expressao de fibronectina. Portanto, o
exercicio resistido promove modificacbes no conteddo e na expressdo de diferentes
constituintes da cartilagem articular, exercendo influéncia em nosso modelo de

osteoartrite e trazendo beneficios para o tecido cartilaginoso.

PALAVRAS-CHAVES: Osteoartrite;  Exercicio;  Colageno;  Proteoglicanos;
Condrocitos; Fibronectina



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of a strength exercise protocol on
articular cartilage in animal model of osteoarthritis (OA). Thirty-six rats were divided in
6 groups: Control (C, n = 6), Osteoarthritis (OA, n = 6), Sham (S, n = 6), Control with
exercise (E n = 6), Osteoarthritis with exercise (OAE, n = 6) and Sham with exercise
(SE, n = 6). The animal model of osteoarthritis was anterior cruciate ligament
transection (ACLT) in rats. After 2 weeks of ACLT, groups E, OAE and SE started the
strength exercise protocol, three times a week for 8 weeks. We used the Mankin
Histologic Grading System, measured the density of chondrocytes, the density
of collagen fibers and the expression of collagen type Il, chondroitin sulfate and
fibronectin. The groups subjected to strength exercise protocol, OAE and SE, had lower
values for the Mankin score, chondrocyte density and fibronectin expression and higher
values for collagen fibers density, type Il collagen expression and chondroitin sulfate
expression when compared with OA and S, respectively. Group E was different from
group C only in chondrocyte density and fibronectin expression. Therefore, strength
exercise changes the content and expression of different articular cartilage constituent,
having influence on our animal model of osteoarthritis and provides benefits to the

cartilaginous tissue.

KEY-WORDS: Osteoarthritis; Exercise; Collagen; Proteoglycan; Chondrocyte;

Fibronectin.
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1. CONTEXTUALIZACAO

A osteoartrite (OA) pode ser compreendida como um resultado cumulativo de
eventos mecanicos e bioldgicos que levam a um desequilibrio entre a degradacgdo e
sintese dos tecidos articulares (AIGNER, SOEDER, HAAG, 2006). E considerada a
forma mais comum de artrite, e apresenta consideravel crescimento na populagéo, sendo
que entre os idosos com mais de 65 anos, 25% apresentam OA de joelho
(BREEDVELD, 2004). O impacto econdmico dessa doenca estid relacionado as
despesas com medicamentos, atendimento médico e hospitalar (GROESSL, KAPLAN,
CRONAN, 2003).

Logo, estudos que envolvam o conhecimento da patogénese da doenca, assim
como meios de intervencdo a fim de minimizar o impacto socioecondmico da doenca,
promovendo bem estar ao paciente, ttm sido estimulados. A fisioterapia tem sido
indicada em individuos com osteoartrite, especialmente, os exercicios de fortalecimento
muscular (RODDY et al, 2005; LANGE et al, 2008).

Estudos envolvendo o exercicio resistido tém sido realizados em pacientes, em
que os resultados sdo avaliados por meio de questionarios de dor, medidas funcionais,
entretanto, a avaliacdo das mudancas ocorridas na cartilagem articular, nos constituintes
da matriz é fundamental. Sabe-se que a sintese dos produtos da matriz é dependente de
estimulos mecénicos, intensidade freqliéncia e duracdo. Desta forma, a proposicdo de
estudos experimentais € necessaria a fim de avaliar a resposta da cartilagem frente a
diferentes protocolos de exercicios fisico.

Portanto, com o objetivo de aprimorar o conhecimento sobre a OA e a influéncia
do exercicio na doenca, modelos animais de OA foram desenvolvidos, sendo a
transeccdo do ligamento cruzado anterior um modelo animal que apresenta muitos
aspectos patogénicos semelhantes a OA traumatica que ocorre em humanos (KAAB,
CLARK; NOTZLI, 2000; HAYAMI et al, 2006; APPLETON, MCERLAIN, PITELKA,
2007). Nesse modelo animal, a pratica de exercicio moderado n&o est4 associada com o
aumento de riscos da osteoartrite. Foi demonstrado que a aplicacdo de exercicio de
forma controlada exerce uma influéncia positiva na progressdo da OA, enquanto que,
um exercicio de alta intensidade ndo apresenta resultados benéficos e pode acelerar os
danos da osteoartrite em uma articulacdo (APPLETON et al., 2007; GALOIS et al,
2004).
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Assim, a proposta dessa dissertagdo de mestrado foi avaliar o comportamento da
cartilagem articular em processo de degeneracdo frente a aplicacdo de um protocolo de
exercicio resistido. Esse trabalho visa contribuir significativamente para a investigacao de

uma intervencao que seja eficaz e recomendada no tratamento fisioterapéutico da OA.
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2. REVISAO DA LITERATURA

A osteoartrite (OA) € uma classificacdo clinica de uma combinacéo de processos
patoldgicos que envolvem a degeneracdo progressiva da matriz extracelular (MEC) da
cartilagem articular, o remodelamento do o0sso subcondral e presenga de citocinas
inflamatdrias no liquido sinovial (ISHIGURO et al, 2002), sendo a caracteristica
marcante a destrui¢do da cartilagem articular (ACKERMANN, STEINMEYER 2005).
Para uma melhor compreensdo da OA, é importante o conhecimento das caracteristicas
da cartilagem articular sadia e seu funcionamento em condicGes fisiolgicas normais,
pois toda essa estrutura e seu funcionamento serdo modificados no processo de
degeneracéo.

A cartilagem articular é um tecido conjuntivo aneural e avascular,
consequentemente de lento remodelamento, sendo os condrécitos, localizados em lacunas
na (MEC), as Unicas células presentes na cartilagem articular, (AIGNER, SOEDER,
HAAG, 2006; GOLDRING 2000). Sob condi¢des fisioldgicas normais sdo responsaveis
por manter a homeostase tecidual, através do balango entre sintese (anabolismo) e
degradagdo (catabolismo) dos componentes da MEC (GOLDRING, 2000; ANGEL,
RAZZANO, GRANDE et al, 2003; ALFORD, COLE, 2005), e o aporte nutricional do
tecido e a retirada de catabdlitos ocorrem através da interacdo entre a vascularizacdo
presente na sindvia e os condrdcitos por meio do liquido sinovial (GARNEIRO et al, 2000;
FELICE et al, 2002).

As propriedades do tecido cartilaginoso estdo relacionadas com a composi¢do e
estrutura da MEC, que é composta principalmente por uma alta concentracdo de
proteoglicanos enredadas em uma densa rede de fibras coldgenas e uma grande quantidade
de &gua (MARTEL-PELLETIER et al, 2005). As fibras de colageno sdo compostas por
colageno tipo IX e XI e principalmente o colageno tipo I, que é o principal colageno da
cartilagem articular (MARTEL-PELLETIER et al, 2005; VELOSA, TEODORO,
YOSHINARI, 2003). Alguns autores relacionam os tipos de colageno com a estrutura e
formagéo das fibras colagenas, sendo o colageno tipo XI o principal responsavel pela
formacéo de fibras finas, pois impede a adi¢do de mais coladgeno do tipo Il, e o colageno
tipo 1X responsavel pela eficiéncia da fibrilogénese (VELOSA, TEODORO,
YOSHINARI, 2003; EYRE et al, 2002). Apesar das fibras colagenas possuirem

diferentes tipos de colagenos, é consenso que o colageno tipo Il é, aléem do mais
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abundante colageno da cartilagem articular, o colageno que forma a estrutura principal
das fibras coladgenas (VELOSA, TEODORO, YOSHINARI, 2003).

J& os proteoglicanos sdo formadas por um nucleo protéico central e possuem
glicosaminoglicanas sulfatadas (sulfato de condroitina e sulfato de queratano) ligadas a esse
ndcleo, podendo ser encontradas como monémeros e também na forma agregada, sendo o
agregado de proteoglicanos composto por uma cadeia de &cido hialurdnico central
(glicosaminoglicano ndo sulfatada) com multiplos monémeros de proteoglicanos ligados a
ele (GOLDRING, 2000; TYYNI, KARLSSON, 2000; MARTEL-PELLETIER et al, 2008).
Assim, a estrutura dos proteoglicanos é influenciada pelo comprimento do acido
hialurdnico, a propor¢éo da proteina a que vai se ligar e o grau de processamento do
agrecano, sendo que altas concentragBes de agrecano sdo necessérias para a funcdo da
cartilagem articular de resistir as cargas compressivas (MARTEL- PELLETIER et al, 2008;
SZAFRANSKI et al, 2004).

As mudancas na morfologia da cartilagem articular sdo influenciadas pelas
adaptacOes deste tecido as demandas funcionais de absorcdo e redistribuicdo de forcas
compressivas (ANGEL, RAZZANO, GRANDE, 2003; VANWANSEELE,
LUCCHINETTI E, STUSSI, 2002). O tecido cartilaginoso tem como principais funcbes
a distribuicdo de cargas compressivas ao longo da superficie articular, absorcdo de
choques, permitindo o livre deslizamento durante os movimentos (ANGEL,
RAZZANO, GRANDE, 2003). Estas caracteristicas se devem a composi¢do, a
organizacdo e ao sistema de expansdo e contrabalanco existente na MEC e a sua
superficie lisa e deslizante, com baixo coeficiente de fric¢do, assim, a cartilagem normal
apresenta caracteristicas de rigidez, elasticidade e compressibilidade (FELICE et al,
2002; ANGEL, RAZZANO, GRANDE, 2003).

Logo, a integridade do tecido cartilaginoso depende das a¢des de cargas sobre 0s
componentes da matriz, em que os condrécitos respondem a essa aplicacdo de carga
pela alteracdo de seu estado metabdlico e com a aplicacdo de sobrecarga na cartilagem
articular, pode-se observar o inicio de um processo degenerativo (ISHIGURO et al,
2002; ROOS, 2005). Portanto, a OA se desenvolve quando ocorre uma modificagdo na
estrutura da matriz extracelular da articulacdo, prejudicando a funcdo de absorcdo de
cargas do tecido e iniciando um processo de reparacdo inadequado, que na tentativa de
reparar essa modificacdo (por meio de proliferacdo celular) a cartilagem perde sua

superficie lisa, acarretando em mais prejuizo a sua funcao.
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Tendo se iniciado 0 processo osteoartritico entdo, os condrdcitos proliferam-se,
porém, a sintese dos componentes da matriz, assim como de enzimas degradantes e
citocinas catabdlicas, também é estimulada, ocorrendo & degradacao local de proteoglicanos
e fragmentacdo de colageno tipo Il (GOLDRING, 2000). Citocinas, como interleucina-1p e
o fator de necrose tumoral-a, estimulam a producdo de varias enzimas proteoliticas, como
as metaloproteinases, que tém a habilidade de realizar protedlise com a maioria dos
componentes da MEC (YASUDA, 2006). As acOes das metaloproteinases séo controladas
pelos inibidores teciduais de metaloproteinases, que também sdo sintetizados pelos
condrdcitos, tendo como funcéo a inibicdo dos efeitos catabolicos das metaloproteinases
para manter a homeostase tecidual (VANWANSEELE, LUCCHINETTI, STUSSI, 2002;
AIGNER, SOEDER, HAAG, 2006).

Outra molécula relacionada ao processo inicial da OA ¢ a fibronectina, pois ela
apresenta-se na cartilagem articular em quantidades muitos maiores que em condicdes
normais (ZACK et al, 2006, CHEVALIER, 1993). A fibronectina esta envolvida em
varios processos bioldgicos, como a migracao celular, reparo tecidual, angiogénese e
diferenciacdo celular e seu acumulo esta relacionado a efeitos deletérios do tecido,
como alteracbes no fendtipo dos condrdcitos, modificacdo no tipo de colageno
sintetizado e atividade aumentada das metaloproteinases (ZACK et al, 2006). Guo et al,
(2009) demonstraram que a exposicdo prolongada da cartilagem a niveis elevados de
fragmentos fibronectina pode suprimir a sintese de matriz e, dessa forma, limitar a
resposta anabdlica da cartilagem.

Diferentemente da fibronectina, que aumenta com o aparecimento de doencas da
cartilagem articular, o sulfato de condroitina, um glicosaminoglicano que é um
componente importante da MEC, tem a sua destruicdo como um evento fisiopatologico
precoce em osteoartrite (HUANG, WU, 2008). Apesar de esta perda ser um evento
chave no processo de osteoartrite, estudos em modelos animais mostraram que a
cartilagem no processo degenerativo precoce tem uma resposta de reparagcdo com
aumento da sintese deste componente (KATTA et al, 2009; BROWN et al, 2007).

Os danos na rede de colageno também sdo um evento critico na osteoartrite
devido ao ritmo muito lento de remodelamento de colageno na cartilagem
(HENROTINA et al, 2007). Segundo Vasilceac et al (2010), o colageno articular
mostrou também ser um excelente biomarcador da osteoartrite, uma vez que suas fibras

apresentaram remodelamento frente a duas diferentes intervencdes, a imobilizagéo
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articular e o alongamento muscular. Nesse estudo foi possivel identificar que nos
estagios iniciais da doenga as fibras de coldgeno reduzem sua quantidade na cartilagem,
caracterizando a molécula de colageno como um marcador bioldgico da osteoartrite.

Portanto, a fisiopatologia da OA envolve varios processos bioquimicos e
microscopicos dentro do ambiente articular e do tecido cartilaginoso. A integridade
condral é dependente da complexa rede de colageno tipo Il, proteoglicanos e proteinas
acessorias, e as mudancas moleculares ocorridas sdo consequéncias de eventos de
sintese e degradacdo pelos condrocitos, regulados por muitos fatores celulares e
extracelulares. E para promover a compreensdo dos aspectos fisiopatoldgicos da doenca,
modelos animais de OA tém desenvolvidos (BENDELE, 2001; APPLETON et al 2007),
sendo a cirurgia de transeccdo do ligamento cruzado anterior freqiientemente usada como
técnica cirlrgica para a inducdo de degeneracdo articular em ratos, coelhos e cées
(AMEYE, YOUNG, 2006; BENDELE, 2001; KAAB et al, 2000).

A transec¢do desse ligamento acarreta em um déficit mecénico, que com o tempo
gera alteracOes degenerativas na cartilagem articular do joelho, sendo identificadas as
primeiras alteracdes principalmente apds 2 semanas de cirurgia (HAYAMI et al, 2006;
KAMEKURA et al 2006; GALOIS et al, 2004; APPLETON et al 2007). Nesse modelo
animal de OA ja foi relatado reducdo do contetdo de proteoglicanos (HAYAMI et al,
2006), surgimento de osteofitos (KAMEKURA et al, 2006), fissuras, alteraces no platd
tibial, hipocelularidade, fibrilacdo do colageno (GALOIS et al, 2004), reducdo do
namero de condrécitos, assim como sua hipertrofia e alteracdes no osso subcondral
(APPLETON et al, 2007).

Além do desenvolvimento de modelos animais de OA, tem-se estudado muito a
respeito de uma intervencdo eficaz na reabilitacdo do paciente portador de OA. Estudos
demonstraram que humanos com osteoartrite de joelho apresentam decréscimo da
funcdo dos musculos da coxa, sobretudo do quadriceps (SLEMENDA, BRANDT,
HEILMAN, 1997; ZHANG et al , 2008), pois a articulacdo afetada pela osteoartrite
apresenta estimulos aferentes alterados, que geram uma redugdo da estimulacdo do
motoneurénio eferente do musculo funcionalmente relacionado a articulagdo (inibicao
artrogénica), acarretando em desequilibrio entre as forcas musculares que garantem
estabilidade & articulagio (HORTOBAGYI et al, 2004). Assim, a capacidade das

estruturas ao redor da articulagdo afetada em absorver forcas articulares diminui, e
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conseqlientemente a carga excessiva € transmitida para a superficie articular acelerando
0 processo da doenga.

Nessa situacdo, o exercicio resistido na OA tem sido recomendado
principalmente para incremento de forca da musculatura do quadriceps (LANGE et al,
2008; WILK et al, 2006; BRANDT, HEILMAN, SLEMENDA, 2000; SLEMENDA et
al, 1997). A literatura justifica a aplicacdo do exercicio resistido, porém muitas questdes
a respeito, como intensidade, duragdo e freqiiéncia ainda precisam ser respondidas
(APPLETON et al, 2007; BENNELL, HINMAN, 2005; RODDY et al, 2005), pois a
aplicacdo de exercicio fisico ainda ndo é consenso na OA, ja que alguns autores
consideram a atividade fisica um fator de risco para o desenvolvimento da OA,
(APPLETON et al, 2007; LAPVETELAINEN et al, 2002). Na verdade, exercicios
extenuantes ou de alto impacto realmente podem levar a incapacidade da articulacdo e
desenvolvimento da doenca, mas exercicios de intensidade moderada trazem beneficios
para individuos com OA, como melhora da marcha, o equilibrio e principalmente a
forca muscular. (HUNTER, ECKSTEIN, 2009; SUTTON et al, 2001; PETRELLA,
BARTHA, 2000; HURLEY, SCOTT, 1998).

Nos modelos animais de OA, poucos estudos tétm demonstrado os efeitos do
exercicio, sendo descrito que o exercicio aerobico traz beneficios para cartilagem
articular, aumentando os niveis de enzimas que atuem na defesa contra a ocorréncia de
stress oxidativo e diminuindo algumas das alteracbes caracteristicas da OA, como
reducdo do conteldo de proteoglicanos, formacdo de fibrocartilagem e apoptose de
condrdcitos (CIFUENTES et al, 2010; GALOIS et al 2004). Também ja foi descrito que
em porcos da india jovens, submetidos a exercicios em esteira, houve aumento da
organizacdo e quantidade de colageno (HYTTINEN et al, 2001)

A compressdo e carga imposta a cartilagem através de uma intervencdo
terapéutica tém grande influéncia na organizacéo e fisiologia dos constituintes da matriz
cartilaginosa (AROKOSKI et al., 2002). A hipbtese do estudo é que o exercicio
resistido seja capaz de promover um remodelamento da cartilagem articular em
processo de degeneracdo, no intuito de consolida-lo com uma potencial intervencédo a

ser utilizada no tratamento da OA.



19

2.1. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AIGNER T, SOEDER S, HAAG J. IL-1beta and BMPs--interactive players of cartilage
matrix degradation and regeneration. Eur Cell Mater, v. 12, p. 49-56, 2006.

BREEDVELD FC. Osteoarthritis — the impact of a serious disease. Rheumatology, V.
43, p. 14-18, 2004.

GROESSL EJ, KAPLAN RM, CRONAN TA. Quality of well-being in older people
with osteoarthritis. Arthritis Rheum, v. 49, p. 23-28, 2003.

RODDY E, ZHANG W, DOHERTY M. Aerobic walking or strengthening exercise for
osteoarthritis of the knee? A systematic review Ann Rheum Dis, v. 64, p. 544-548,
2005.

LANGE AK, VANWANSEELE B, SINGH, MAF. Strength Training for Treatment of
Osteoarthritis of the Knee: A Systematic Review Arthritis & Rheumatism (Arthritis
Care & Research), v. 59, p. 1488-1494, 2008.

KAAB MJ, ITO K, CLARK JM, NOTZLI HP. The acute structural changes of loaded
articular cartilage following meniscectomy or ACL-transection. Osteoarthritis
Cartilage, v. 8, p. 464-473, 2000.

HAYAMI T, PICKARSKI M, ZHUO Y, WESOLOWSKI GA, RODAN AG, DUONS
TL. Characterization of articular cartilage and subchondral bone changes in the rat
anterior cruciate ligament transaction and meniscectomized models of osteoarthritis.
Bone, v. 38, p. 234-243, 2006.

APPLETON CTG,McERLAIN DD, PITELKA V, SCHWARTZ N, BERNIER SM,
HENRY JL. Forced mobilization accelerates pathogenesis: characterization of a
preclinical surgical model of osteoarthritis. Arthitis Res Ther, v. 9, p. 3-15, 2007

GALOIS L, ETIENNE S, GROSSIN L, WATRIN-PINZANO A,
COURNILHENRIONNET C, LOEUILLE D, NETTER P, MAINARD D, GILLET P.
Dose-response relationship for exercise on severity of experimental osteoarthritis in
rats: a pilot study. Osteoarthritis and Cartilage, v. 12, p. 779-786, 2004.

ISHIGURO, N.; KOJIMA, T.; POOLE, R. Mechanism of cartilage destruction in
osteoarthritis. J Med Sci, v. 65, p. 73-84, 2002.

ACKERMANN B, STEINMEYER J. Collagen biosynthesis of mechanically loaded
articular cartilage explants. Osteoarthritis Cartilage, v. 13, p. 906-914, 2005.

GOLDRING, M. B. The role of the chondrocyte in osteoarthritis. Arthritis and
Rheumatism, v. 43, p. 16-26, 2000.



20

ANGEL J, RAZZANO P, GRANDE, D. Defining the challenge: The basic science of
articular cartilage repairs and response to injury. Sports Med Arthrosc Rev, v. 1,
p.168-181, 2003.

ALFORD JW, COLE BJ. Cartilage Restoration, Part 1. American Journal of Sports
Medicine, v. 33, 2005.

GARNERO P, ROUSSEAU JC, DELMAS PD. Molecular basis and clinical use of
biochemical markers of bone cartilage and synovium in joint diseases. Arthritis
Rheum. v. 43, p. 953-968, 2000.

FELICE JC, COSTA LFC, DUARTE DG, CHAHADE, WH. Elementos bésicos de
diagnostico da osteoartrose. Temas de Reumatologia Clinica, v.11, p. 68-81, 2002.

MARTEL-PELLETIER J; BOILEAU C; PELLETIER JP; ROUGHLEY PJ. Cartilage
in normal and osteoarthritis Conditions Best Practice & Research Clinical
Rheumatology, v. 22, p. 351-384, 2008

VELOSA, APP, TEODORO WR, YOSHINARI NH. Coladgeno na cartilagem
osteoartrésica. Revista Brasileira de Reumatologia, v. 43, p. 160-166, 2003.

EYRE D. Collagen of articular cartilage. Arthritis Res, v. 4, p. 30-35, 2002.

TYYNI A, KARLSON J. Biological treatment of joint cartilage damage. Scand J Med
Sci Sports, v. 10, p. 249-265, 2000.

SZAFRANKI JD, GRODZINSKY AJ, BURGER E, GASCHEN V, HUNG HH,
HUNZIKER EB. Chondrocyte mechanotransduction: effects of compression on
deformation of intracellular organelles and relevance to cellular biosynthesis.
Osteoarthritis and Cartilage, v. 12, p. 937-946, 2004.

VANWANSEELE B, LUCCHINETTI E, STUSSI E. The effects of immobilization on
the characteristics of articular cartilage: current concept and future directions.
Osteoarthritis and Cart, v. 10, p. 408-419, 2002.

ROOS EM. Joint injury causes knee osteoarthritis in young adults. Curr Opin
Rheumatol, v. 17, p.195-200, 2005.

YASUDA, T. Cartilage destruction by matrix degeneration products. Med Rheum,
v.16, p. 197-205, 2006.

ZACK, M. D.; ARNER, E. C.; ANGLIN, M. D.; ALSTON, J. T.; MALFAIT, A. M.;
TORTORELLA, M. D. Identification of fibronectin neoepitopes. Arthritis Rheum, v.
54, p. 2912-2922, 2006.

CHEVALIER X. Fibronectin, Cartilage, and Osteoarthritis. Seminars in Arthritis and
Rheumatism, v. 122, p. 307-318, 1993.

GUO D, DING L, HOMANDBERG GA. Telopeptides of type Il collagen upregulate
proteinases and damage cartilage but are less effective than highly active fibronectina
fragments. Inflamm Res, v. 58, p. 161-169, 2009.



21

HUANG K, WU LD. Aggrecanase and Aggrecan Degradation in Osteoarthritis: a
Review. J Int Med Res, v. 36, p. 1149-1160, 2008.

KATTA J, JIN Z, INGHAM E, FISHER AJ. Chondroitin sulphate: an effective joint
lubricant? Osteoarthritis and Cartilage, v. 17, p. 1001-1008, 2009.

BROWN MP, TRUMBLE TN, PLAAS AHK, SANDY JD, ROMANO M,
HERNANDEZ J, et al. Exercise and injury increase chondroitin sulfate chain length and
decrease hyaluronan chain length in synovial fluid. Osteoarthritis and Cartilage, v.
15, p. 1318-1325, 2007.

HENROTINA Y, ADDISONB S, KRAUSB V, DEBERGA M. Type Il collagen
markers in osteoarthritis: what do they indicate? Current Opinion in Rheumatology,
v. 19, p. 444-450, 2007.

VASILCEAC FA, RENNER AF, TEODORO WR, MATTIELLO-ROSA MG. The
remodeling of collagen fiber in rats ankles submitted to immobilization and muscle
stretch protocol. Rheumatology International, v. 31, p. 737-742, 2011.

AMEYE LG, YOUNG MF. Animal models of osteoarthritis: lessons learned while
seeking the ‘Holy Grail’. Current Opinion in Rheumatology, v. 18, p. 537-547, 2006.

KAAB MJ, ITO K, CLARK JM, NOTZLI HP. The acute structural changes of loaded
articular cartilage following meniscectomy or ACL-transection. Osteoarthritis
Cartilage, v. 8, p. 464-473, 2000.

KAMEKURA S, HOSHI K, SHIMOAKA T, CHUNG U, CHIKUDA H, YAMADA T.
Osteoarthritis development in novel experimental mouse models induced by knee joint
instability. Osteoarthritis Cartilage, v. 13, p. 632-641, 2005.

SLEMENDA C, BRANDT KD, HEILMAN DK. Quadriceps weakness and
osteoarthritis of the knee. Ann Intern Med, v. 127, p. 97-104, 1997.

ZHANG W, MOSKOWITZ RW, NUKI G, ABRAMSON S, ALTMAN RD, ARDEN
N, et al. OARSI recommendations for the management of hip and knee osteoarthritis,
Part Il: OARSI evidence-based, expert consensus guidelines Osteoarthritis and
Cartilage, v. 16, p. 137-162, 2008.

HORTOBAGY!I T, GARRY J, HOLBERT D, DEVITA P. Aberrations in the control of
quadriceps muscle force in patients with knee osteoarthritis. Arthritis & Rheumatism,
v. 51, p. 562-569, 2004.

WILK KE, BRIEM K, REINOLD MM, DEVINE KM, DUGAS JR, ANDREWS JR.
Rehabilitation of articular lesions in the athlete’s knee. J Orthop Sports Phys Ther, v.
10, p. 815-827, 2006.

BRANDT KD, HEILMAN DK, SLEMENDA C. A comparison of lower extremity
muscle strength, obesity, and depression scores in elderly subjects with knee pain with



22

and without radiographic evidence of knee osteoarthritis. J Rheumatol, v. 27, p.1937-
1946, 2000.

BENNELL K, HINMAN R. Exercise as a treatment for osteoarthritis Current Opinion
in Rheumatology, v. 17, p. 634-640, 2005.

LAPVETELAINEN T, HYTTINEN MM, SAAMANEN AM, LANGSJO T,
SAHLMAN J, FELSZEGHY S, et al. Lifelong voluntary joint loading increases
osteoarthritis in mice housing a deletion mutation in type Il procollagen gene, and
slightly also in non-transgenic mice. Ann Rheum Dis, v. 61, p. 810-817, 2002.

HUNTER DJ, ECKSTEIN F. Exercise and osteoarthritis J. Anat, v. 214, p. 197-207,
2009.

SUTTON AJ, MUIR KR, MOCKETT S, FENTEM P. A caseecontrol study to
investigate the relation between low and moderate levels of physical activity and
osteoarthritis of the knee using data collected as part of the Allied Dunbar National
Fitness Survey. Ann Rheum Dis, v. 60, p. 756-764, 2001.

PETRELLA RJ, BARTHA C. Home based exercise therapy for older persons with knee
osteoarthritis: a randomized clinical trial. J Rheumatol, v. 27, p. 2215-2221, 2000.

HURLEY MV, SCOTT DL. Improvements in quadriceps sensorimotor function and
disability of patients with knee osteoarthritis following a clinically practicable exercise
regime. Br J Rheumatol, v. 37, p. 1181-1187, 1998.

CIFUENTES DJ, ROCHA LG, SILVA LA, BRITO AC, RUEFF-BARROSO CR,
PORTO LC, et al. Decrease in oxidative stress and histological changes induced by
physical exercise calibrated in rats with osteoarthritis induced by monosodium
iodoacetate. Osteoarthritis and Cartilage, v. 18, p. 1088-1095, 2010.

AROKOSKI JPA, JURVELIN JSVAATAINEN U, HELMINEN HJ. Normal and
pathological adaptations of articular cartilage to joint loading. Scand J Med Sci Sports,
v. 10, p. 186-198, 2000.



23

3. OBJETIVOS

O objetivo geral desse estudo foi avaliar o efeito de um protocolo de exercicio
resistido na cartilagem articular osteoartritica de joelhos de ratos apds a transeccdo do
ligamento cruzado anterior.

Os objetivos especificos desse estudo sdo:

- Avaliacdo do colageno articular do modelo animal de osteoartrite submetido ao
protocolo de exercicio resistido;
- Avaliacdo do condrdcito, proteoglicanos e fibronectina da cartilagem articular de

modelo animal de osteoartrite submetido ao protocolo de exercicio resistido.
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RESUMO

Objetivo: Este estudo teve como objetivo realizar uma avaliacdo do colageno articular
de modelo animal de osteoartrite submetido a aplicagdo de um protocolo de exercicio
resistido.

Materiais e Métodos: 24 ratos foram divididos em 4 grupos: Modelo animal de
osteoartrite (OA); Sham (S), Modelo animal de osteoartrite e exercicio (OAE); Sham e
exercicio (SE). Todos os grupos foram submetidos aos procedimentos cirirgicos para a
transeccdo do LCA, porém os grupos S e SE ndo tiveram o ligamento seccionado. Apos
duas semanas da cirurgia, os grupos OAE e SE iniciaram o protocolo de exercicio
resistido, trés vezes por semana, durante oito semanas. Ao final do experimento, as
articulacGes do joelho de todos os animais foram coletadas, processadas em parafina e
confeccionadas ldminas histolégicas de cada articulacdo. Para a avaliacdo da densidade
de fibras colagenas as laminas foram coradas com Picrosirius Red e para a avaliacdo da
expressao de colageno tipo Il foi feita a técnica de imunohistoquimica para colageno
tipo Il

Resultados: Os grupos submetidos ao protocolo de exercicio resistido, OAE e SE,
apresentaram maiores valores para a densidade de fibras grossas de colageno, densidade
total de fibras colagenas e expressao de colageno tipo Il quando comparados 0s grupos
que ndo realizaram o exercicio resistido.

Conclusdo: O exercicio resistido promove remodelamento do colageno articular de
modelo animal de osteoartrite, atuando no controle da reducdo do total de fibras

colagenas e trazendo beneficios para o tecido cartilaginoso na OA.

PALAVRAS-CHAVES: Osteoartrite, Colageno, Exercicio.
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4.1. INTRODUCAO

O exercicio resistido é uma das modalidades terapéuticas recomendadas para
individuos com osteoartrite (OA) no joelho (Lange et al, 2009; Zhang et al, 2008;
Roddy et al, 2005), pois estudos mostram que o treinamento de resisténcia progressiva
tem potencial para reduzir a progressdo da OA por meio da estabilidade da articulagéo
do joelho, ajudando a proteger e prevenir a cartilagem de maior degeneracdo, e pelo
aumento na sintese de componentes da cartilagem da matriz estimuladas pela carga,
retardando as alteragcdes normalmente vistas na OA (Lange et al, 2009).

O colageno é um dos principais constituintes da matriz cartilaginosa e sofre
alteracdes na OA, pela ruptura da sua rede de fibras e diminuicdo de seu contetdo
(Henrotina et al, 2007; Velosa, Teodoro, Yoshinari, 2003; Poole et al, 2003). Séo
poucos os estudos que investigaram a influencia do exercicio sobre a articulacdo, porém
esses estudos descrevem que o exercicio fisico o comportamento do coladgeno presente
da matriz cartilaginosa (Kawac et al, 2008; Bank et al, 2000; Arokoski et al, 1996). A
aplicacdo de exercicio de alta intensidade em cavalos com OA desencadeou a presenca
de fragmentos de colédgeno no liquido sinovial, que foram correlacionados a edema
6sseo da articulagdo, mostrando prejuizo para a cartilagem articular (Kawac et al, 2008),
além de alteracGes significativas na rede de colageno como afrouxamento e micro-
lesbes (Bank et al, 2000). Da mesma forma, exercicios extenuantes desencadeara
diminuicdo das fibras colagenas e reducdo do colageno em cées (Arokoski et al, 1996),

Os estudos com a aplicacdo de exercicios em modelos animais de OA tem
avaliado o contetdo geral de proteoglicanos e stress oxidativo (Cifuentes et al, 2010) e
também a apoptose de condrécitos (Galois et al, 2004), demonstrando resultados
satisfatorios por meio da aplicacdo de exercicio aer6bico de moderada intensidade.
Entretanto, ainda ndo ha respostas sobre o comportamento do colageno frente ao
exercicio resistido.

Considerando entdo que o exercicio fisico exerce influéncia no colageno
articular (Kawac et al, 2008; Bank et al, 2000; Arokoski et al, 1996) e que a aplicagéo
de um protocolo de exercicio de forma controlada e de moderada intensidade traz bons
resultados para a cartilagem articular (Cifuentes et al, 2010; Galois et al, 2004),

acredita-se que o exercicio resistido seja capaz de promover um remodelamento no
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colageno articular, modificando as alteracbes do colageno presente na OA. Portanto,
faz-se necessario um estudo que avalie o colageno articular de um modelo animal de

OA submetido a aplicagdo de um protocolo de exercicio resistido
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4.2. OBJETIVO

Este estudo teve como objetivo realizar uma avaliacdo do colageno articular de
modelo animal de osteoartrite submetido a aplicacdo de um protocolo de exercicio

resistido.
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4.3. MATERIAS E METODOS

4.3.1. Animais

Foram utilizados 24 ratos machos Wistar (300+10g) do Biotério Central da
Universidade Federal de Sdo Carlos, que permaneceram agrupados em gaiolas plésticas,
com livre acesso a agua e racdo. Os animais foram mantidos no biotério do
Departamento de Fisioterapia (UFSCar), com as condi¢cGes ambientais controladas
(luminosidade: ciclo de 12h claro/escuro). O experimento foi conduzido de acordo com
recomendacdes éticas internacionais (National Research Council, 1996) e o projeto foi
aprovado no Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de
Séo Carlos (Parecer CEA/UFSCar n° 021/2010).

4.3.2. Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em 4 grupos: Modelo animal de osteoartrite (OA);
Sham (S), Modelo animal de osteoartrite e exercicio (OAE); Sham e exercicio (E). O
modelo animal de OA utilizado foi o da transeccdo do LCA. Todos os grupos foram
submetidos aos procedimentos cirurgicos da transec¢do do LCA, porém 0s grupos S e
SE ndo tiveram o ligamento seccionado. Os animais ficaram em livre deambulagéo nas
gaiolas por duas semanas ap0s a cirurgia, posteriormente os grupos OAE e SE iniciaram
0 protocolo de exercicio resistido, trés vezes por semana, durante oito semanas. Os
grupos OA e S permaneceram livres em deambulacdo no mesmo periodo do protocolo
de exercicio resistido. Ao final do experimento, totalizando 10 semanas, todos 0s

animais foram eutanasiados.

4.3.3. Modelo animal de osteoartrite

A cirurgia de transecgdo do LCA foi realizada com os animais anestesiados
(injecédo intraperitoneal de solucdo de xylazina 20 mg/Kg/peso corporal e ketamina 90
mg/Kg/peso corporal), seguindo as recomendagdes éticas internacionais (National
Research Council, 1996). A cirurgia foi realizada no joelho esquerdo. Previamente a
cirurgia, os joelhos dos animais foram tricotomizados e realizada incisdo de
aproximadamente 1cm na regido medial do joelho. Posteriormente a patela foi

deslocada medialmente e o joelho flexionado a fim de expor o LCA. Com tesoura
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oftdlmica o LCA foi seccionado. Posteriormente, a patela foi recolocada e os tecidos
foram suturados (Galois et al, 2004). Um teste de gaveta anterior positivo validou a
transeccdo do LCA. Destaca-se que os animais do grupo S e SE receberam 0s mesmo

procedimentos descritos anteriormente, entretanto o LCA foi mantido integro.

4.3.4. Protocolo de exercicio resistido

Os animais escalaram uma escada vertical (1,1 x 0,18 m, degrau de 2 cm,
inclinacdo de 80°) com uma carga presa em suas caudas (Hornberg, Farrar, 2004). O
aparato de carga foi preso a porcao proximal da cauda do animal com uma fita-adesiva
(Micropore®). No topo da escada os animais alcancaram uma gaiola (20 x 20 x 20 cm),
Como apoio.

O protocolo de exercicio resistido foi adaptado de Hornberger, Farrar (2004).
No primeiro dia do protocolo foi calculada a carga de resisténcia maxima inicial (RMI)
cada animal. Foi feita uma escalada inicial com 50% do peso corporal do animal (£ 150
g), depois foi adicionado uma carga de 10% do peso corporal do animal (+ 30 g) até o
mesmo interromper a subida. Foi interrompido quando o animal permanecia mais de
30s parado ou guando escorregava. A RMI foi determinada pela ultima carga que o
animal conseguiu realizar uma escalada completa.

Os animais faziam 10 escaladas por sessdao com 30 segundos de intervalo entre
cada escalada, 3 sessbes por semana em dias alternados por um periodo total de 8
semanas. A cargado protocolo de exercicio resistido foi progressiva, na seguinte
evolucdo: 1 @ e 2 @ semana 50% da RMI, semanas 3e 4 com 75% daRMI, 52 e 62
semana 90% da RMI, 7 e 8 semanas com 100% da RMI. Dois dias antes de iniciar o
protocolo, os animais realizaram um protocolo de familiarizacdo, entretanto sem carga.
Os animais que ndo se adaptaram a familiarizacdo foram excluidos. Néo foi realizado

qualquer estimulo nocivo para o animal realizar a escalada.

4.3.5. Processamento histoldgico das articulagdes

Apds a eutandsia dos animais, os joelhos esquerdos foram removidos e
desarticulados, separando para o estudo o condilo femoral de cada articulagdo, que
posteriormente foi fixado em Formol a 10% por 3 dias e submetido a descalcificacdo em
Acido Nitrico a 7,5%, acrescido de glicerina na mesma concentracdo durante

aproximadamente 10 dias. Esse material foi processado em parafina e emblocado,
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obtendo-se um bloco para cada condilo femoral. Posteriormente, cada bloco foi cortado
no plano sagital em Micrétomo (LEICA®, Alemanha), sendo selecionado o condilo
femoral medial para a avaliagdo. Os 30 primeiros cortes de 6 um foram descartados, ¢ a

partir dai, cortes de 6um foram selecionados para a montagem das laminas.

4.3.6. Avaliacdo da densidade de fibras colagenas

Para a avaliagdo da densidade de fibras colagenas, as ldminas foram coradas com
Picrosirius Red. Foram feitas fotomicrografias das ldminas por meio de um microscépio
oOptico equipado com um polarizador de luz (Axiolab, Carl Zeiss, Jena, Alemanha) com
uma camera digital acoplada (Sony DSCs75, Tokyo, Japdo). Foram selecionados
aleatoriamente 3 campos de cada imagem capturadas ao longo da extensdo de cada
lamina, visualizados sob um aumento de 200 vezes. As imagens foram processadas pelo
analisador de imagens Image J (Versdo 1.45, Instituto Nacional de Saude, Bethesda,
EUA) que através da selecdo de tonalidades birrefringentes avermelhadas ou
esverdeadas reconhece e quantifica a densidade de fibras coldgenas Foi feita uma
avaliacdo quantitativa das fibras colagenas, obtendo-se, portanto a porcentagem de
fibras colagenas na area total da cartilagem articular selecionada para analise (Vasilceac
et al, 2011).

4.3.7. Avaliacdo imunohistoquimica do colageno tipo Il

Para essa avaliacdo, os cortes das articulacGes foram desparafinizados em xilol
(Qhemis) e reidratados com alcool etilico (Qhemis) em concentracdes decrescentes. Foi
realizada a recuperagdo enzimatica em tampao Tris-HCI 0,05M pH 8,0 por 5 minutos
em panela a vapor (Steamer Philips Walita). Foi feito o blogueio da peroxidase
enddgena com H,0, 30 volumes (Merck) a 0,5% por 10 minutos e depois o bloqueio
das ligacdes inespecificas por 20 minutos soro bloqueadoras (Kit ABC Elite Vector PK-
6200) com reagente especifico (Kit VECTOR PK-6000). Posteriormente as laminas
foram incubadas por 30 minutos em anticorpo pré-diluido pelo fabricante especifico
para deteccdo de coldgeno tipo Il (Abcam 54236), para depois ser incubado novamente
por 30 minutos com anticorpo secundario universal (Kit ABC Elite Vector PK-6200).
Por fim as laminas receberam o reagente ABC (Kit ABC Elite Vector PK-6200) por 30
minutos e o cromogeno por 5 minutos (DAB Substrate Kit Sk-4100). Foram

contracoradas com Hematoxilina de Harris (EasyPath EP-101071), desidratadas em
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alcool etilico crescente, diafanizada com xilol e finalizadas por meio de montagem
Permount (Fischer Scientific SP15-500). Foram feitas fotomicrografias das laminas com
0s mesmos procedimentos feitos para a avaliagdo da densidade das fibras colagenas.
Foram selecionados aleatoriamente 3 campos de cada imagem, imagem capturadas ao
longo da extensédo de cada lamina, visualizados em microscopio de luz sob um aumento
de 200 vezes. Foi feita uma avaliacdo semi-quantitativa da expressdo de colageno tipo
I1, determinando o nimero (porcentagem) de condrécitos ou lacunas que estavam com
imunomarcacao positiva em relacdo a todos os condrocitos/lacunas presentes no campo,
sendo feita uma média dos 3 campos para cada imagem. Todas as laminas foram

avaliadas por 2 observadores cegados.

4.3.8. Analise estatistica

Para a verificacdo da normalidade dos dados, foi aplicado o teste de Shapiro
Wilk. Para a comparacéo da densidade de fibras coldgenas grossas, finas e densidade
total de fibras colagenas entre os grupos, foi aplicado o teste paramétrico ANOVA com
Post Hoc Tukey (p < 0,05). Na avaliacdo da expressdo de coldgeno tipo II, foi feita a
correlacdo entre os dois observadores pelo teste de Spearman com R > 0,8 e p < 0,05, ¢
para comparacdo da expressdo de colageno tipo Il entre os grupos, foi utilizado o teste
ndo-paramétrico Kruskal-Wallis com Post Hoc Newman Keuls (p < 0,05). Foi utilizado
o0 software estatistico Statistic 7 (STATSOFT).
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4.4. RESULTADOS

A avaliacdo do colageno articular permitiu observar que nosso protocolo de
exercicio resistido desencadeou modificacbes na densidade das diferentes fibras
coldgenas e na expressao de colageno tipo Il em nosso modelo animal de osteoartrite
(Figura 1).
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Figura 1: Fotomicrografia da cartilagem articular, coradas com Picrosirius Red (1) e
imunohistoquimica para colageno tipo Il (2). Nas imagens 1.0A, 1.0AE, 1. S, 1. SE,
observa-se a diferenca da birrefringéncia (tonalidades esverdeadas e alaranjadas) das
fibras de colageno (aumento de 200 vezes); As setas nas imagens 2.0A, 2.0AE, 2.S,
2.SE apontam para os condrdcitos/lacunas considerados com imunomarcagdo positiva.
(Barra de corresponde a 50um; Aumento de 400 vezes).
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4.4.1. Densidade de fibras colagenas (Figura 2)

Com relacdo a densidade de fibras colagenas, observamos que os grupos OAE e
SE apresentaram maior densidade total de fibras coldgenas em relagdo aos grupos que
ndo realizaram protocolo de exercicio resistido (OAE e OA p=0,001; OAE e S p=0,001;
SE e OA p=0,001; SE e S p=0,001).

Meédia da Densidade de Fibras
Colagenas dos Grupos

* % % Kk
a0
*
40
; - -
Q0
OA S OAE SE

Grupos

Densidade de fibras (%)

Figura 2: Representacdo grafica da média da porcentagem da densidade de fibras
coladgenas. Os grupos submetidos ao protocolo de exercicio resistido apresentaram
maiores valores para densidade de fibras colagenas em relacdo aos outros grupos. *OA
e OAE (p=0,001); OA e SE (p=0,0010 ** OAE e S (p=0,001); OAE e SE (p=0,001) ***
SE e S (p=0,001)

4.4.2. Imunohistoquimica para o colageno tipo Il (Figura 3)

A imunohistoquimica para o colageno tipo Il mostrou que todos 0s grupos
apresentaram diferenca em relacdo a expressao de colageno tipo Il (Figura 5) sendo que
0s grupos submetidos ao protocolo de exercicio resistido tiveram maior expressao de
colageno tipo Il que os outros grupos (OAE e OA p=0,001; OAE e S p=0,001; SE e OA
p=0,001; SE e S p=0,001), o grupo SE obteve maior expressao de colageno tipo Il que o
grupo OAE (SE e OAE p=0,001) e o grupo OA apresentou 0os menores valores que o
grupo S (p=0,01) (Figura 3).
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Figura 3: Representacdo grafica da porcentagem de condrdcitos/lacunas com
imunomarcacao positiva para colageno tipo 1. Os grupos submetidos ao protocolo de
exercicio resistido apresentaram maiores valores para expressdo de colageno tipo 1l em
relagdo aos outros grupos.* OA e S (p=0,01); ** OAE e OA (p=0,001), OAE e S
(p=0,001); *** SE e OA (p=0,001); SE e S (p=0,001), SE e OAE (p=0,001)
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4.5. DISCUSSAO

O protocolo de exercicio resistido promoveu remodelamento do colageno
articular no modelo animal de OA, sendo que a densidade de fibras coladgenas e a
expressdo de colageno tipo Il dos grupos foram modificadas

Alguns autores relacionam os tipos de coldgeno com a estrutura e formacao das
fibras colagenas, sendo o colageno tipo XI o principal responsavel pela formacéo de
fibras finas, pois impede a adi¢do de mais colageno do tipo Il, e o colageno tipo IX
responsavel pela eficiéncia da fibrilogénese (Velosa, Teodoro, Yoshinari, 2003; Keene
et al, 1995; Eyre et al, 1995). Apesar das fibras colagenas possuirem diferentes tipos de
colagenos, é consenso que o colageno tipo 1l é, além do mais abundante coladgeno da
cartilagem articular, o colageno que forma a estrutura principal das fibras colagenas
(Velosa, Teodoro, Yoshinari, 2003).

Baseado nessa relacdo entre o colageno tipo Il e as fibras colagenas, pode-se
estabelecer a hipotese que o aumento da expressdo do colageno tipo Il nos grupos
exercitados refletiu no aumento da densidade total de fibras coldgenas. N&do temos
informacdes suficientes para afirmar que o aumento da expressdo do colageno tipo Il é
diretamente proporcional ao aumento da densidade de fibras, pois existem mais tipos de
colagenos que as formam, mas podemos afirmar que nossos resultados apontam que o
remodelamento do coldgeno ocorreu em ambas as estruturas avaliadas.

Poucos estudos tém demonstrado os efeitos do exercicio em modelos animais
de OA. Em estudo com modelo animal de transec¢do do LCA, o exercicio aerébio de
intensidade moderada, aplicado por 4 semanas, reduziu a ocorréncia de apoptose de
condracitos (Galois et al, 2004). Resultados positivos também foram descritos com a
aplicacdo de 8 semanas de exercicio aerdébico em animais com OA induzida por
iodoacetato de sodio, sendo descrito aumento dos niveis de enzimas que atuam na
defesa contra a ocorréncia de estresse oxidativo e preservacdo do conteddo de
proteoglicanos (Cifuentes et al, 2010). Em nosso estudo obtivemos resultados
satisfatorios utilizando o exercicio resistido, pois 0s grupos que realizaram nosso
protocolo apresentaram maiores quantidades de fibras colagenas e de colageno tipo Il

em relacdo aos grupos que ndo foram submetidos ao protocolo de exercicio resistido.



38

Logo, a aplicacdo de exercicio resistido nos grupos estudados teve uma melhor resposta
do que a auséncia de exercicio.

Diferentemente de nossos resultados, estudos sobre o efeito do exercicio no
colageno articular mostraram uma diminuicdo no conteudo de fibras coldgenas e uma
reducdo do colageno no condilo femoral de cées sadios submetidos a corridas
extenuantes (Arokoski et al. 1996; Saamanen et al. 1994). De um modo geral, a
aplicacdo de exercicio fisico ainda ndo é consenso na OA, pois alguns autores
consideram a atividade fisica um fator de risco para o desenvolvimento da OA, capaz de
perpetuar a degeneracdo ja instalada (Appleton et al, 2007; Lapvetelainen et al, 2002).
Porém, o que realmente é prejudicial a cartilagem sdo os exercicios extenuantes ou de
alto impacto, que podem levar a incapacidade da articulagdo e desenvolvimento da
doenca, mas exercicios de intensidade moderada trazem beneficios para individuos com
OA, como melhora da marcha, o equilibrio e principalmente a forca muscular. (Hunter,
Eckstein, 2009; Sutton et al, 2001; Petrella, Bartha, 2000; Hurley, Scott, 1998).

Neste estudo ndo foi realizada avaliagdo da forgca muscular do joelho dos
animais, o que pode ser considerado uma limitacdo de nosso estudo. Apesar desta
limitacdo, baseado nos resultados encontrados, podemos estabelecer que o protocolo
aplicado atuou na fragueza muscular do quadriceps dos animais, aumentando a
estabilidade e protecdo articular, e conseqientemente trazendo beneficios para o
colageno articular. A avaliacdo somente do coldgeno ndo descarta a importancia de
avaliar outros constituintes da cartilagem, como condrdcitos e proteoglicanos, e também
outros tecidos, como sindvia e 0sso subcondral. Logo, a principal contribuicdo desse
estudo foi demonstrar que o exercicio resistido é uma intervencdo que pode ser utilizada
no tratamento da osteoartrite e que exerce influéncia no colageno presente na matriz
cartilaginosa, tornado-o uma potencial intervencdo a ser estudada tratamento da

osteoartrite.
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4.6. CONCLUSAO

O exercicio resistido promove remodelamento do colageno articular de modelo
animal de osteoartrite, atuando no controle da reducéo das fibras colagenas e trazendo

beneficios para o tecido cartilaginoso na osteoartrite.
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5. ESTUDO II

EXERCICIO RESISTIDO MODIFICA O CONTEUDO DE CONDROCITOS,
PROTEOGLICANOS E FIBRONECTINA DA CARTILAGEM ARTICULAR DE
MODELO ANIMAL DE OSTEOATRITE
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RESUMO

Objetivo: Este estudo teve como objetivo avaliar os condrdcitos, proteoglicanos e
fibronectina da cartilagem articular de modelo animal de osteoartrite submetido a
aplicacdo de um protocolo de exercicio resistido.

Material e Métodos: Trinta e seis ratos foram divididos em 6 grupos: Controle (C),
Exercicio (E), Modelo animal de osteoartrite (OA), Sham (S), Modelo animal de
osteoartrite e exercicio (OAE), Sham e Exercicio (SE). Os animais dos grupos OA e
OAE foram submetidos a cirurgia de transecc¢do do LCA do joelho esquerdo e 0s grupos
S e SE receberam o mesmo procedimento cirdrgico, entretanto sem a transec¢do do
ligamento. Ap6s o procedimento cirdrgico, 0s animais permaneceram livres na gaiola
por 2 semanas. Depois desse periodo, os grupos E, OAE e SE foram submetidos a 8
semanas do protocolo de exercicio resistido. Ao final do experimento, as articulagdes do
joelho de todos os animais foram coletadas, processadas em parafina e confeccionadas
laminas histoldgicas de cada articulacdo. As laminas foram coradas com Safranina para
a avaliacdo pelo sistema de graduacdo de Mankin, com Hematoxilina para a
morfometria da densidade de condrécitos, e foi realizado imunohistoquimica para a
avaliacdo da expressao de sulfato de condroitina e fibronectina.

Resultados: Os grupos submetidos ao protocolo de exercicio resistido, SE e OAE,
apresentaram menor pontuacdo para o sistema de graduacdo de Mankin, densidade de
condrdcitos e expressdo de sulfato de condroitina e fibronectina. O grupo E apresentou
maior pontuacdo na avaliacdo de suas células no sistema de graduacdo de Mankin,
maior densidade de condrécitos e maior expressao de fibronectina quando comparado
ao grupo C

Concluséo: Portanto, o protocolo de exercicio resistido utilizado em nosso estudo
exerce influéncia nos produtos da matriz extracelular, modificando o conteido de

condracitos, proteoglicanos e fibronectina em nosso modelo animal de osteoartrite

PALAVRAS-CHAVES: Cartilagem; Osteoartrite; Exercicio;  Proteoglicanos;
Condrdcitos; Fibronectina
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5.1. INTRODUCAO

A fraqueza muscular do quadriceps tem relacdo direta com as alteracdes
degenerativas na OA de joelho, e sabe-se que independente do tempo, uma vez
desenvolvida a doenca, esse déficit muscular ird acelerar o processo de degeneragdo
(Youseffy et al, 2007; Herzog et al, 2007). Logo, o treinamento de forca muscular esta
indicado para o tratamento de individuos com OA de joelho (Lange et al, 2008; Roddy
et al, 2005), pois visa restaurar a forca e o trofismo do quadriceps, ajudando a proteger e
prevenir a articulacdo da perpetuacdo da doenca (Lange et al, 2008). Além do que, a
cartilagem articular quando submetida a aplicacdo de carga, mostra alteracbes como
sinalizacdo celular e biosintese das macromoléculas da matriz extracelular (Li et al,
2003; Szafranki et al, 2004).

Também ja foi descrito que o exercicio fisico exerce influéncia sob algumas
estruturas presentes na cartilagem articular, como reducdo da atividade apoptotica de
condracitos (Galois et al, 2004), manutencdo do contetdo dos proteoglicanos (Kawac et
al, 2008), e aumento de fragmentos de fibronectina (Murray et al, 2000). Destaca-se que
na OA essas macromoléculas comportam-se de formas diferentes, sendo que o0s
condrdcitos se multiplicam na tentativa de reparacdo da lesdo, porém esse aumento é
transitdrio, predominando posteriormente a acdo das proteases, conseqlientemente morte
celular e degeneracdo cartilaginosa (Martel-Pelletier et al, 2008; Ackermann &
Steinmeyer, 2005). As proteoglicanas rompem-se da estrutura do grande agregado de
proteoglicanas, comprometendo a caracteristica hidrofilica da cartilagem e reduzindo a
resisténcia a aplicacdo de cargas na articulacdo (Martel-Pelletier et al, 2008; Arokoski et
al, 2000). E por fim, o acimulo da fibronectina na OA é descrito como prejudicial ao
tecido, pois estd relacionado a efeitos deletérios, como alteracbes no fenotipo dos
condrdcitos, modificacdo no tipo de colageno sintetizado e atividade aumentada das
metaloproteinases (ZACK et al, 2006)

Portanto, apesar das alteragfes dos constituintes cartilaginosos na OA estarem
elucidadas na literatura, ainda ndo ha consenso sobre o efeito do exercicio sobre essas
estruturas, pois dependendo do tipo de exercicio e da intensidade, sua aplicacdo pode
ser considerada prejudicial ou benéfica para o tecido (Appleton et al, 2007; Roddy et al,
2005; Lapvetelainen et al, 2002). (Hunter, Eckstein, 2009; Sutton et al, 2001; Petrella,
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Bartha, 2000; Hurley, Scott, 1998). Nossa hipotese é que o exercicio resistido atue nos
constituintes da cartilagem articular, modificando seu comportamento na OA de forma
que beneficie a cartilagem articular. Diante disso, um estudo que avalie os condrocitos,
proteoglicanos e fibronectina da cartilagem articular de modelo animal de osteoartrite
submetido a aplicacdo de um protocolo de exercicio resistido faz-se necessario para uma

melhor compreensédo do exercicio como forma de reabilitagdo na OA.
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5.2. OBJETIVO

Este estudo teve como objetivo avaliar os condrocitos, proteoglicanos e
fibronectina da cartilagem articular de modelo animal de OA submetido a aplicacéo de

um protocolo de exercicio resistido
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5.3. MATERIAL E METODOS

5.3.1. Animais

Foram utilizados 36 ratos machos Wistar (300+10g) do Biotério Central da
Universidade Federal de Sdo Carlos, que permaneceram agrupados em gaiolas plésticas,
com livre acesso a agua e racdo. Os animais foram mantidos no biotério do
Departamento de Fisioterapia (UFSCar), com as condi¢cGes ambientais controladas
(luminosidade: ciclo de 12h claro/escuro). O experimento foi conduzido de acordo com
recomendacdes éticas internacionais (National Research Council, 1996) e o projeto foi
aprovado no Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de
Séo Carlos (Parecer CEA/UFSCar n° 021/2010).

5.3.2. Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em 6 grupos: Controle (C), Modelo de osteoartrite
(OA), Sham (S), Exercicio (E), Modelo de osteoartrite e Exercicio (OAE), Sham e
Exercicio (SE). Os animais dos grupos OA e OAE foram submetidos a cirurgia de
transeccdo do LCA do joelho esquerdo e os grupos S e SE receberam o mesmo
procedimento cirdrgico, entretanto sem a transec¢do do ligamento. Os animais ficaram
em livre deambulacdo nas gaiolas por duas semanas ap0s a cirurgia, posteriormente 0s
grupos E, OAE e SE iniciaram o protocolo de exercicio resistido, trés vezes por semana,
durante oito semanas. Os grupos C, OA e S permaneceram livres em deambulacdo no
mesmo periodo do protocolo de exercicio resistido. Ao final do experimento,

totalizando 10 semanas, todos os animais foram sacrificados.

5.3.3. Modelo animal de osteoartrite

A cirurgia de transecgdo do LCA foi realizada com os animais anestesiados
(injecdo intraperitoneal de solucdo de xylazina 20 mg/Kg/peso corporal e ketamina 90
mg/Kg/peso corporal), seguindo as recomendagdes éticas internacionais (National
Research Council, 1996). A cirurgia foi realizada no joelho esquerdo. Previamente a
cirurgia, os joelhos dos animais foram tricotomizados e realizada incisdo de
aproximadamente 1cm na regido medial do joelho. Posteriormente a patela foi

deslocada medialmente e o joelho flexionado a fim de expor o LCA. Com tesoura
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oftdlmica o LCA foi seccionado. Posteriormente, a patela foi recolocada e os tecidos
foram suturados (Galois et al, 2004). Um teste de gaveta anterior positivo validou a
transeccdo do LCA. Destaca-se que os animais do grupo S e SE receberam 0os mesmo

procedimentos descritos anteriormente, entretanto o LCA foi mantido integro.

5.3.4. Protocolo de exercicio resistido

Os animais escalaram uma escada vertical (1,1 x 0,18 m, degrau de 2 cm,
inclinacdo de 80°) com uma carga presa em suas caudas (Hornberg, Farrar, 2004). O
aparato de carga foi preso a porcao proximal da cauda do animal com uma fita-adesiva
(Micropore®). No topo da escada os animais alcangaram uma gaiola (20 x 20 x 20 cm),
Como apoio.

O protocolo de exercicio resistido foi adaptado de Hornberger, Farrar (2004).
No primeiro dia do protocolo foi calculada a carga de resisténcia maxima inicial (RMI)
cada animal. Foi feita uma escalada inicial com 50% do peso corporal do animal (£ 150
g), depois foi adicionado uma carga de 10% do peso corporal do animal (+ 30 g) até o
mesmo interromper a subida. Foi interrompido quando o animal permanecia mais de
30s parado ou guando escorregava. A RMI foi determinada pela ultima carga que o
animal conseguiu realizar uma escalada completa.

Os animais faziam 10 escaladas por sessdao com 30 segundos de intervalo entre
cada escalada, 3 sessbes por semana em dias alternados por um periodo total de 8
semanas. A cargado protocolo de exercicio resistido foi progressiva, na seguinte
evolucdo: 1 @ e 2 @ semana 50% da RMI, semanas 3e 4 com 75% daRMI, 52 e 62
semana 90% da RMI, 7 e 8 semanas com 100% da RMI. Dois dias antes de iniciar o
protocolo, os animais realizaram um protocolo de familiarizacdo, entretanto sem carga.
Os animais que ndo se adaptaram a familiarizacdo foram excluidos. Néo foi realizado

qualquer estimulo nocivo para o animal realizar a escalada.

5.3.5. Processamento histoldgico das articulagGes

Apbs o sacrificio dos animais, os joelhos esquerdos foram removidos e
desarticulados, separando para o estudo o condilo femoral de cada articulagdo, que
posteriormente foi fixado em Formol a 10% por 3 dias e submetido a descalcificacdo em
Acido Nitrico a 7,5%, acrescido de glicerina na mesma concentracdo durante

aproximadamente 10 dias. Esse material foi processado em parafina e emblocado,
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obtendo-se um bloco para cada condilo femoral. Posteriormente, cada bloco foi cortado
no plano sagital em Micrétomo (LEICA®, Alemanha), sendo selecionado o condilo
femoral medial para a avaliagdo. Os 30 primeiros cortes de 6 um foram descartados, ¢ a

partir dai, cortes de 6um foram selecionados para a montagem das laminas.

5.3.6. Avaliagdo da densidade de condrocitos

Para a avaliacdo da densidade de condrdcitos, as laminas foram coradas com
Hematoxilina (EasyPath EP-101071). Foram capturadas fotomicrografias das laminas
confeccionadas, sendo utilizado o software Axion Vision Image Analysis 4.1 (Axiolab,
Carl Zeiss, Jena, Alemanha). Foram feitas fotomicrografias das laminas por meio de um
microscopio oOptico (Axiolab, Carl Zeiss, Jena, Alemanha) com uma cdmera digital
acoplada (Sony DSCs75, Tokyo, Japdo). Foram selecionados aleatoriamente 3 campos
de cada imagem capturadas ao longo da extensdo de cada lamina, visualizados sob um
aumento de 200 vezes. Os condrocitos foram contados manualmente por meio do pelo
analisador de imagens Image J (Versdo 1.45, Instituto Nacional de Salde, Bethesda,
EUA).

5.3.7. Avaliacgéo pelo sistema de graduacédo de Mankin

Para a avaliacdo histologica da cartilagem articular foram avaliadas as laminas
coradas com Safranina (Sigma S2255). A avaliacdo foi feita por 2 avaliadores cegados
por meio de um microscopio de luz (Axiolab, Carl Zeiss, Jena, Alemanha), utilizando o
Sistemas de graduacdo Histoldgicas-Histoquimicas para cartilagem articular de Mankin
et al (1971), podendo ser observado na Tabela 1.
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Tabela 1. Sistema de graduagéo de Mankin

1. Estrutura
Normal
Irregularidades na superficie
FibrilacOes e irregularidades na superficie
Fissuras na camada superficial
Fissuras na camada media
Fissuras na camada profunda
Completa desorganizacao
2. Células
Normal
Hipercelularidade difusa
Clones
Hipocelularidade
3. Coloracdo por Safranina
Normal
Reducéo leve
Reducdo moderada
Reducéo intensa
Corante ndo observado
4. Integridade da tidemark
Intacta
Descontinua 1
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5.3.8. Avaliacdo da expresséo de sulfato de condroitina e fibronectina

Para essa avaliacdo, todas as laminas receberam os mesmos procedimentos, com
excecdo da incubagdo em anticorpo primario especifico para cada avaliagdo. Os cortes
das articulacdes foram desparafinizados em xilol (Qhemis) e reidratados com &lcool
etilico (Qhemis) em concentracBes decrescentes. Foi realizada a recuperacao enzimatica
em tampao Tris-HCI 0,05M pH 8,0 por 5 minutos em panela a vapor (Steamer Philips
Walita). Foi feito o bloqueio da peroxidase endégena com H,O, 30 volumes (Merck) a
0,5% por 10 minutos e depois o bloqueio das ligacdes inespecificas por 20 minutos soro
bloqueadoras (Kit ABC Elite Vector PK-6200) com reagente especifico (Kit VECTOR
PK-6000). Posteriormente, para a avaliacdo da expressao de sulfato de condroitina, as
laminas foram incubadas por 30 minutos em anticorpo primario especifico para
deteccdo de sulfato de condroitina (Abcam 78689) na diluicdo 1:50.000. Para a
avaliacdo da expressao de fibronectina, as ld&minas foram incubadas por 30 minutos em

anticorpo primario especifico para a deteccao de fibronectina (Dako A0245) na dilui¢do
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1:400. Ap0s esse procedimento feito separadamente, as laminas forma incubadas por 30
minutos com anticorpo secundario universal (Kit ABC Elite Vector PK-6200). Por fim
as laminas receberam o reagente ABC (Kit ABC Elite Vector PK-6200) por 30 minutos
e 0 cromogeno por 5 minutos (DAB Substrate Kit Sk-4100). Foram contracoradas com
Hematoxilina de Harris (EasyPath EP-101071), desidratadas em alcool etilico crescente,
diafanizada com xilol e finalizadas por meio de montagem Permount (Fischer Scientific
SP15-500). Foram feitas fotomicrografias das Iaminas por meio de um microscopio
optico (Axiolab, Carl Zeiss, Jena, Alemanha) com uma camera digital acoplada (Sony
DSCs75, Tokyo, Japdo). Foram selecionados aleatoriamente 3 campos de cada imagem,
imagem capturadas ao longo da extenséo de cada lamina, visualizados em microscépio
de luz sob um aumento de 200 vezes. Foi feita uma avaliacdo semi-quantitativa da
expressao de sulfato de condroitina e fibronectina, determinando o ndmero
(porcentagem) de condrdcitos ou lacunas que estavam com imunomarcacao positiva em
relacdo a todos os condrdcitos/lacunas presentes no campo, sendo feita uma meédia dos 3
campos para cada imagem. Todas as laminas foram avaliadas por 2 observadores

cegados.

5.3.9. Analise estatistica

Para a verificagdo da normalidade dos dados, foi aplicado o teste de Shapiro
Wilk. Foi feita a correlagdo entre os dois observadores pelo teste de Spearman com R >
0,8 e p < 0,05. Para a comparacdo da densidade de condrocitos e da pontuagdo do
sistema de graduacdo de Mankin, foi aplicado o teste paramétrico ANOVA com Post
Hoc Tukey (p < 0,05). Para a comparagdo da expressdao de sulfato de condroitina e
fibronectina, foi utilizado o teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis com Post Hoc

Newman Keuls (p < 0,05). Foi utilizado o software estatistico Statistic 7 (Statsoft).
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5.4. RESULTADOS

5.4.1. Sistema de graduacdo de Mankin
Nossos resultados apontam que o protocolo de exercicio resistido utilizado

proporcionou modificagdes nos constituintes cartilaginosos avaliados (Figura 1).
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Figura 1: Fotomicrografia da cartilagem articular coradas com Hematoxilina (1) e
Safranina (2). Pode-se observar um discreto aumento na densidade de condrdcitos nas
imagens 1.E; 1.S e 1.0A (Barra de aumento = 100um; Aumento de 400 vezes); Em
relagdo & intensidade da Safranina, as imagens 2.C e 2.E sdo consideradas normais,
2.SE com leve reducdo em até metade da area total, 2.OAE com reducdo leve em toda a
extensdo, 2.S com reducdo intensa em até metade da area total e 2.0A com redugdo
intensa em toda extenséo (Barra de aumento = 50; Aumento de 400 vezes)
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O grupo C apresentou a menor pontuacdo para todos os itens do sistema de
graduacdo de Mankin. De uma forma geral, os grupos submetidos ao protocolo de
exercicio resistido, OAE e SE, apresentaram uma menor pontuacdo para o sistema de
graduacdo de Mankin do que seus correspondentes que ndo realizaram o exercicio, OA
e S, sendo que esses dois ultimos apresentaram as maiores pontuacfes do Mankin em
comparacdo a todos os outros grupos. O grupo E somente apresentou diferenca de

pontuacao significativa em relacdo ao grupo C na avaliacdo das células (Figura 2).
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Figura 2. Representacdo grafica do sistema de graduacdo de Mankin, separado por
itens: 1. Mankin — Estrutura *SE e S (p=0,001) SE e OAE p-(0,001); **OAE e S
(p=0,001); OAE e OA (p=0,001); 2. Mankin — Células *E e C (p=0,001); E e SE
(p=0,005); E e OA (p=0,01) ;** SE e S (p=0,001); SE e OA (p=0,001); *** OAE e S
(p=0,001); OAE e OA (p=0,001); 3. Mankin — Safranina *SE e OAE (p=0,01); SE e S
(p=0,001); SE e OA (p=0,001); ** OAE e S (p=0,02); OAE e OA (p=0,001) *** OA e
S (p=0,002); 4. Mankin — Tidemark *OA e S (p=0,01).
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5.4.2. Densidade de condrocitos

O grupo C apresentou os menores valores para densidade de condrécitos e o
grupo E apresentou maiores valores para densidade de condrocitos em relagdo aos
grupos SE e OAE e menores valores em relacdo aos grupos S e OA. Ja os grupos SE e
OAE apresentaram menores valores para densidade de condrocitos que 0s grupos S e
OA (Figura 3).

Densidade de condrocitos
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Figura 3. Representacdo grafica da densidade de condrocitos: *E e C (p=0,001); E e SE
(p=0,005;, E e OAE (p=0,005); ** SE e S (p-0,001); SE e OA (p=0,001) *** OAE e S
(p=0,001); OAE e OA (p=0,001).

5.4.3. Expresséo de sulfato de condroitina e fibronectina
Nossos resultados demonstraram que o exercicio resistido modificou expressao

de sulfato de condroitina e fibronectina (Figura 4)
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Figura 4: Fotomicrografia da cartilagem articular com imunohistoquimica para
expressdo de sulfato de condroitina (1) e fibronectina (2). Pode-se observar (setas) uma
alta expressao de sulfato de condroitina nas imagens 1.C e 1.E, e uma maior expressdo
nas imagens 1.SE e 1.0AE quando comparados as imagens 1.S e 1.0OA (Barra de
aumento = 100um; Aumento de 400 vezes); Em relacdo a expressao de fibronectina,
observa-se (setas) uma consideravel expressdo nas imagens 2.E, 2.S e 2.0A e uma
discreta expressdo nos grupos 2.C, 2.SE e 2.0AE. (Barra de aumento = 100 um;
Aumento de 400 vezes).
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Na avaliacdo da expressdo de sulfato de condroitina, os grupos C e E
apresentaram os maiores valores para a expressdo dessa molécula quando comparados a
todos os outros grupos e os grupos SE e OAE apresentaram maiores valores que 0s

grupos S e OA (Figura 5).

Expressao de sulfato de condroitina
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Figura 5. Representacdo gréafica da expressao sulfato de condroitina: *SE e S (p-0,001);
SE e OA (p=0,001) ** OAE e S (p=0,001); OAE e OA (p=0,001).

Ja em relacdo a expressdo de fibronectina, obtivemos resultados diferentes. O
grupo E apresentou maiores valores em relacdo aos grupos C, SE e OAE. Ja os grupos
SE e OAE apresentaram novamente maiores valores em relacdo aos grupos S e OA

(Figura 6).
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Figura 6. Representacdo grafica da expressao de fibronectina: *E e C (p=0,001); E e SE
(p=0,005); E e OAE (p=0,005) **SE e S (p-0,001); SE e OA (p=0,001) ** OAE e S
(p=0,001); OAE e OA (p=0,001).
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5.5. DISCUSSAO

Nossos resultados indicaram que o protocolo de exercicio resistido exerce
influéncia no comportamento dos constituintes cartilaginosos, modificando seu
conteudo tanto em nosso modelo animal de osteoartrite quanto nos animais sadios.

Ao avaliarmos nosso modelo animal de osteoartrite, verificamos que ele
apresentou as alteracdes histoldgicas da OA descritas na literatura, pois na OA o
processo € iniciado pela perda de proteoglicanos da matriz extracelular e aumento dos
mecanismos de sintese dos condrocitos, e com a matriz extracelular fragilizada,
aumenta-se a expressdo de fibronectina e os condrocitos ficam expostos a acdo de
proteases, facilitando a progresséo da doenca (Martel-Pelletier et al, 2008; Ackermann,
Steinmeyer, 2005; lkenoue et al, 2003). Porém quando submetemos 0S grupos ao
exercicio resistido, essas alteracdes caracteristicas da OA forma reduzidas,
demonstrando que a aplicacdo de exercicio resistido nos grupos estudados teve uma
melhor resposta do que a ndo aplicacdo do exercicio.

N&o ha na literatura estudos que avaliaram a cartilagem articular de modelo
animal de osteoartrite frente ao exercicio resistido. Em estudos com modelo animais de
OA, ja foi descrito o beneficio do exercicio aerdbio na reducdo da ocorréncia de
apoptose de condrdcitos (Galois et al, 2004) e na defesa contra a ocorréncia de stress
oxidativo (Cifuentes et al, 2010). De um modo geral, estd sendo observado que o
exercicio € capaz de atenuar as alteracGes degenerativas da OA, mas 0 que precisa ser
mais bem elucidado é qual tipo de atividade deve ser recomendada.

No estudo do exercicio resistido na OA, a dificuldade est4 no consenso de um
protocolo ideal. Nosso protocolo foi adaptado de um estudo que investigou alteracfes
musculares em animais saudaveis (Hornberg & Farrar 2004), ndo tendo relacdo
nenhuma com osteoartrite, somente com hipertrofia muscular de forma geral, porém foi
por meio de estudos de exercicio em humanos, com recomendagdes para a utilizacdo de
cargas progressivas, de intensidade moderada e intervalos de mais de um dia entre as
sessdes, que chegamos a nosso protocolo (Petterson et al 2009; Campos et al, 2002).
Apesar de ndo podemos afirmar que nosso protocolo benéfico para a cartilagem
articular, podemos estabelecer que sua aplicacdo modifica alguns dos constituintes da
matriz extracelular, reduzindo as alterac6es presentes na OA.

Uma possivel explicacdo para a resposta positiva da cartilagem frente ao
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exercicio é possivel aumento de forca da musculatura do quadriceps dos animais, que
aumentou a estabilidade articular e reduziu o tempo de evolucdo da doenca. Uma das
principais complica¢fes da osteoartrite € a fraqueza da musculatura do quadriceps, que
acarreta em prejuizo na estabilidade articular e conseqglientemente colabora para a
progressdo da doenca (Lange et al, 2009). Logo, o incremento de forca através do nosso
protocolo de exercicio resistido minimizou a fraqueza da musculatura anterior do joelho
e consequientemente suas complicagfes. Apesar de atribuirmos o resultado positivo ao
ganho de forca, ndo podemos garantir essa relacdo, pois nao fizemos a mensuracédo da
forca muscular do animal, antes ou apds o experimento, sendo essa uma possivel
limitag&o do nosso estudo.

Os grupos submetidos a falsa cirurgia apresentaram praticamente 0s mesmos
resultados que nosso modelo animal de OA. Possivelmente o extravasamento do liquido
articular durante a incisdo cirargica desencadeou um estimulo irritativo local,
estimulando principalmente os sinovidcitos a sintetizar citocinas como a interleucina 1
(IL-1) e o fator de necrose tumoral (TNF), que estimularam os condrécitos a sintetizar e
secretar proteases, iniciando todo o processo lesivo na OA (Martel-Pelletier, 2004;
Goldring et al 2004). Ja foi descrito na literatura que a IL-1 e o TNF sdo mediadores da
degeneracdo da cartilagem, principalmente no inicio da OA (Goldring 2000). Apesar de
nosso modelo de OA estar consolidado na literatura (Ameye & Young, 2006; Bendele,
2001; Kaab et al, 2000), pode ser também que uma técnica cirdrgica diferente para a
transeccdo do LCA, com menor incisdo ou menor laceracdo de tecidos, ndo desencadeie
esse estimulo inflamatorio local, gerando resultado diferente do obtido por nés. A
mensuracdo dessas citocinas citadas pode ser considerada uma limitacdo do estudo, pois
sua avaliacdo provavelmente responderia as questdes relacionadas com o modelo
utilizado.

Os animais saudaveis que foram submetidos ao exercicio resistido apresentaram
aumento na densidade de condrécitos e expressdo da fibronectina, resultados que
aproximam esse grupo do nosso modelo animal de OA. Como somente houve essas
alteracdes descritas, sendo que os proteoglicanos, estrutura, tidemark da cartilagem e
expressao de sulfato de condroitina apresentaram valores proximos ao grupo controle,
pode-se estabelecer que essas os condrocitos e a fibronectina encontrados em maior
conteldo nesses grupos ndo necessariamente iniciariam 0S mecanismos lesivos que

levam a instalacdo da OA.



62

A avaliacdo da cartilagem articular na OA néo exclui importancia da avaliagcdo
de outros tecidos da articulagdo, como osso subcondral, ligamentos, meniscos, tend&o e
musculos, pois ja foi descrito na literatura o envolvimento dessas estruturas no processo
lesivo da OA. Logo, a principal contribuicdo desse estudo foi demonstrar que o
exercicio resistido € uma intervencdo que pode ser utilizada no tratamento da
osteoartrite, pois teve a capacidade de modificar o comportamento de diferentes

macromoléculas da cartilagem articular.
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5.6 CONCLUSAO

O protocolo de exercicio resistido influenciou no comportamento dos principais
constituintes da cartilagem articular em processo de degeneracdo, modificando o
comportamento das proteoglicanas, condrdcitos e fibronectina e reduzindo as alteragdes
da osteoartrite.
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Fax: (016) 3361.3176
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Parecer da Comissio de Etica em Experimentacio Animal

n° 021/2010

Protocolo n®. 021/2010

A Comissio de FEtica em Experimentagio Animal da
Universidade Federal de Sdo Carlos - CEEA/UFSCar em sua 42°. Reunido APROVOU

o projeto “Efeito do exercicio resistido na cartilagem articular de ratos submetidos a

(ranseccdo do ligamento cruzado anterior ' apresentado pelo pesquisador Fernando

Augusto Vasilceac.

S#o Carlos, 18 de maio de 2010.

\

{ 3\1\-. | O

Profa. Dra. Keico Okino Nonaka

Presidente da Comissio de Ftica em Experimentagio Animal



	Dissertação Vasilceac parte 1
	Dissertação Vasilceac parte 2
	Dissertação Vasilceac parte 3

