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RESUMO

A osteoartrite é a afeccdo ostemioarticular mais frequente entre os idosos, sendo de
grande relevancia para a saude publica e para os estudos relacionados aos processos de
envelhecimento. Nesse contexto, o fortalecimento muscular torna-se importante como
uma das principais estratégias na reabilitacdo de individuos com osteoartrite. Muitas
pesquisas na area tém sido desenvolvidas, mas sdo poucos 0s estudos que avancaram na
investigacdo pontual dos efeitos do exercicio de fortalecimento muscular nas principais
manifestacdes locais e sistémicas da osteoartrite. Logo, o objetivo dessa Tese foi
investigar os possiveis efeitos de um protocolo de fortalecimento muscular nas
principais manifestacdes da osteoartrite de joelho de ratos. Para alcangar esse objetivo,
foram desenvolvidos 3 estudos: Exercicios fisicos em modelos animais de osteoartrite:
uma revisdo da literatura; Influéncia do fortalecimento muscular na osteoartrite de
joelho de ratos segundo as recomendacfes para a avaliacdo histologica da OARSI
(Osteoarthritis Research Society International); Efeito do fortalecimento muscular nos
biomarcadores da osteoartrite de joelho de ratos. Baseado em nossos achados principais,
identificou-se a auséncia de estudos na area que investigassem o efeito do exercicio de
fortalecimento muscular em modelos animais de osteoartrite. Resultado esse que
impulsionou nossa investigacdo. Também foi identificado que o exercicio de
fortalecimento muscular tornou a evolucdo da doenca mais lenta, com menor extenséo
da degeneracdo e lesdo da cartilagem. Por fim, complementando nossos achados
iniciais, o fortalecimento muscular reduziu a expressao local de biomarcadores como a
caspase-3, metaloproteinase-1, metaloproteinase-13 e interleucina-6. Também atuou na
expressdo sistémica da interleucina-6, demonstrando um efeito protetor para o0s
biomarcadores do catabolismo da cartilagem investigados. Portanto, o exercicio de
fortalecimento muscular tem potencial para atuar sobre as principais manifestagcdes da
osteoartrite, sejam elas locais ou sistémicas. Recomenda-se a aplicacdo desse tipo de
exercicio fisico com cautela e respaldo na literatura da area, como também se
recomenda o desenvolvimento de novos estudos que investiguem o efeito do
fortalecimento muscular em outras manifestagdes da osteoartrite.

Palavras-chave: Envelhecimento; Osteoartrite; Cartilagem; Exercicio; Fortalecimento

muscular.



ABSTRACT

Osteoarthritis is the most common disease among the elderly ostemioarticular, being of
great relevance for public health and for studies related to aging processes. In this
context, the muscle strengthening becomes important as a major strategy in the
rehabilitation of individuals with osteoarthritis. Much research in the area have been
developed, but there are few studies that have advanced the timely investigation of the
effects of exercise for muscle strengthening in key local and systemic manifestations of
osteoarthritis. Therefore, the aim of this thesis was to investigate the possible effects of
a protocol for muscle strengthening in the main manifestations of knee osteoarthritis in
rats. To achieve this goal, 3 studies were developed: Physical exercises in animal
models of osteoarthritis: a literature review; Influence of muscle strengthening on knee
osteoarthritis in rats according to the recommendations for the histological evaluation of
OARSI (Osteoarthritis Research Society International); Effect of muscle strengthening
on knee osteoarthritis biomarkers of rats. Based on our main findings, we identified the
lack of studies in the area to investigate the effect of exercise on muscle strengthening
animal models of osteoarthritis. This result that spurred our investigation. It was also
identified that exercise muscle building became the evolution of slower disease, to a
lesser extent of degeneration and cartilage damage. Finally, complementing our initial
findings, muscle strengthening reduced the local expression of biomarkers such as
caspase-3, metalloproteinase-1, matrix metalloproteinase-13 and interleukin-6. He also
served in the systemic expression of interleukin-6, demonstrating a protective effect for
biomarkers of cartilage catabolism investigated. Therefore, exercise muscle strength
building has the potential to act on the principal manifestations of osteoarthritis,
whether local or systemic . The application of this type of exercise with care and
support in the literature, but also recommended the development of new studies that
investigate the effect of muscle strengthening in other manifestations of osteoarthritis

Key-words: Aging; Osteoarthritis; Cartilage; Exercise; Muscle Strengthening.
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1. APRESENTACAO DA TESE

Essa Tese foi estruturada na forma de artigo, sendo dividida em 2 partes e
redigida de acordo com as normas metodoldgicas da Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT) e as normas do Conselho de Pds-Graduacdo em Fisioterapia da
UFSCar.

A primeira parte € constituida por uma revisao da literatura relacionada ao tema
da Tese e pelos objetivos da Tese.

A segunda parte é constituida pelos 3 artigos que compdem a Tese:

- Exercicios fisicos em modelos animais de osteoartrite: uma revisao da literatura;

- Influéncia do fortalecimento muscular na osteoartrite de joelho de ratos segundo as
recomendacdes para a avaliacdo histoldgica da OARSI (Osteoarthritis Research Society
International);

- Efeito do fortalecimento muscular nos biomarcadores da osteoartrite de joelho de

ratos.
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2. CONTEXTUALIZACAO DA TESE

A cartilagem articular é um tecido conjuntivo aneural e avascular,
consequentemente de lento remodelamento, sendo os condrocitos, localizados em
lacunas na matriz extracelular (MEC), as Unicas células presentes na cartilagem
articular, (Aigner, Soeder, Haag, 2006).

Os condrdcitos, envoltos pela MEC possuem receptores que respondem frente ao
estresse mecanico, adaptando-se ao estimulo recebido (Goldring & Goldring, 2004).
Essas células sdo responsaveis também pelo equilibrio metabdlico entre as atividades
anabdlicas e catabdlicas do tecido mantendo sua estrutura e integridade funcional
(Aigner, McKenna, 2002). Dessa forma, uma das principais propriedades dos
condrdcitos € sua acdo mediante as variacGes na carga mecanica articular, pois quando
uma desordem metabdlica é percebida, mecanismos de ajustes serdo ativados por essas
células (Ghosh, Smith, 2002).

As propriedades do tecido cartilaginoso também estdo relacionadas com a
composicdo e estrutura da MEC. Sua composicdo da-se principalmente por uma alta
concentracdo de proteoglicanos enredadas em uma densa rede de fibras colagenas e uma
grande quantidade de agua (Martel-Pelletier et al, 2008). As fibras de coladgeno sédo
compostas por colageno tipo IX e Xl e principalmente o colageno tipo Il, sendo esse
ultimo o principal colageno da cartilagem articular (Velosa, Teodoro, Yoshinari, 2003).

Ja os proteoglicanos sdo formados por um nicleo proteico central e possuem
glicosaminoglicanas sulfatadas (sulfato de condroitina e sulfato de queratano) ligadas a
esse nucleo, podendo ser encontradas como mondmeros e também na forma agregada

(Martel-Pelletier et al, 2008). O agregado de proteoglicanos é composto por uma cadeia
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de acido hialurbnico central (glicosaminoglicana ndo sulfatada) com multiplos
monomeros de proteoglicanos ligados a ele (Martel-Pelletier et al, 2008).

Baseado em sua composicéo, a estrutura e fungdo da MEC pode ser compreendida
pela organizagdo dessas estruturas na cartilagem articular, sendo dividida em 4 camadas
(superficial, meédia, profunda e calcificada) paralelas a superficie articular (Angel,
Razzano, Grande, 2003). A camada superficial corresponde a 10% e possui células
achatadas, feixes de colagenos dispostos paralelamente a superficie e baixa concentracéo de
proteoglicanas, o que confere resisténcia as forcas de cisalhamento. J4 a camada média e a
profunda sdo maiores que a camada superficial, além de possuirem condrécitos esferdides
com altas taxas metabdlicas e que se agrupam em colunas na camada profunda; também
ocorre maior presenca de proteoglicanas e fibras coldgenas de maior didmetro que tendem a
se posicionar perpendicularmente a superficie (confere melhor resisténcia aos efeitos
compressivos). Por fim, a camada calcificada, consiste em uma regido de transi¢éo entre a
cartilagem articular e o o0sso sub-condral, em que a presenca de condrécito é escassa e a
MEC ¢ impregnada por sais de calcio (Angel, Razzano, Grande, 2003)

Portanto, o tecido cartilaginoso tem como principais fungdes a distribuicdo de
cargas compressivas ao longo da superficie articular, absor¢do de choques e permitir o
livre deslizamento durante os movimentos (Angel, Razzano, Grande, 2003). Dessa
forma, as mudancas na morfologia da cartilagem articular s&o influenciadas pelas
adaptacOes deste tecido as demandas funcionais de absorcdo e redistribuicdo de forcas
compressivas (Martel-Pelletier et al, 2008; Angel, Razzano, Grande, 2003). De uma
forma geral os condrécitos respondem a aplicacdo de carga pela alteracdo de seu estado
metabolico, e com a aplicacdo de sobrecarga na cartilagem articular, pode-se observar o
inicio de um processo degenerativo, como a osteoartrite (OA) (Ishiguro et al, 2002;

Roos, 2005).
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Logo, a OA ¢ a doenca articular mais comum entre os adultos, principalmente
apos os 60 anos (Lange et al, 2008; Zhang e Jordan, 2010), acometendo cerca de 4% da
populagéo brasileira (Kirkwood et al, 2011), causando morbidade e gerando diversas
consequéncias sociais e econémicas negativas (Scopaz et al., 2009). Os individuos com
OA comumente apresentam dor, rigidez e limitagbes funcionais, resultando em
diminuicdo da qualidade de vida (Bennell, Hinman, 2011).

A fisiopatologia da OA, responsavel pelos sintomas descritos anteriormente,
envolve varios processos bioquimicos e microscépicos dentro do ambiente articular e do
tecido cartilaginoso (Dalhberg et al, 1994). A integridade condral é dependente da
complexa rede de colageno tipo Il, proteoglicanos e proteinas acessérias. (Martel-
Pelletier et al, 2008). A rede de coladgeno apresenta uma atividade metabodlica
relativamente inerte, visto os proteoglicanos submetem-se a um distinto processo de
turnover, no qual a quebra metabdlica e a remogdo de moléculas da MEC estdo
equilibradas. Entretanto, no inicio e decorrer da OA, este equilibrio metabdlico é
interrompido, com o0 aumento do catabolismo e da sintese de componentes da matriz,
pelos condrdcitos (Dalhberg et al, 1994).

Consequentemente, a morte de condrécitos pode ser vista como evento crucial
na patogénese da OA (Blanco et al, 1998, Hashimoto et al, 1998). Segundo Lotz,
Hashimoto, Kihn (1999), uma caracteristicas importante para considerar a morte de
condrdcitos é que a cartilagem articular por ndo ser vascularizada e ndo possuir células-
tronco mesenquimais, apresenta dificuldade na reposicédo celular, o que pode prejudicar
a habilidade da cartilagem em manter e reparar a MEC.

A necrose celular era considerada o caminho predominante da morte de celular
na OA, no entanto, recentes estudos mostram que a morte celular ocorre primeiramente

por apoptose (Weng et al, 2009; Thomas et al, 2007; Lotz, Hashimoto e Kiihn, 1999).
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As caspases sdo um grupo de cisteinas - enzimas intracelulares — que, quando ativadas
intrinseca ou extrinsecamente, promovem uma cascata de eventos que levam a morte
celular programada. Esta cascata desempenha um papel vital na indugéo, transducéo,
amplificacdo e execuc¢do de sinais apoptoticos dentro da célula (Musumeci et al, 2011),
e sdo consideradas “executoras da morte celular” (Roach, Aigner; Kouri, 2004).

A OA também se desenvolve quando ocorre uma modificacdo na estrutura da
MEC, prejudicando a funcéo 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 fungéo (Dalhberg et al, 1994). Tendo se iniciado o0 processo osteoartritico
entdo, os condrécitos proliferam-se, porém, a sintese dos componentes da matriz, assim
como de enzimas degradantes e citocinas catabdlicas, também é estimulada, ocorrendo a
degradacdo local de proteoglicanos e fragmentacdo de colageno tipo Il (Goldring,
2000).

Iniciada a degradacdo da cartilagem, as células sinoviais e inflamatorias
fagocitam os produtos da quebra do tecido deixados no liquido sinovial e secretam
citocinas pré-inflamatdrias, como a interleucina-1 beta (IL-1p), interleucina 6 (IL-6) e 0
fator de necrose tumoral o (TNF-a). (Adamapoulos et al, 2006; Goldring et al, 2000).
Estas citocinas sdo responsaveis pelo aumento nos niveis de prostaglandinas e de 6xido
nitrico (NO), descritos como mediadores da inflamagdo e destruicdo da cartilagem
(Benito et al, 2005; Fiorito et al, 2005; Goldring et al, 2000). Observa-se uma producéo
abundante dessas citocinas na articulagdo acometida pela doenga, sugerindo uma
ligacdo com a patogenia da destruicdo da cartilagem (Borzi et al, 2006).

A andlise dos mediadores inflamatdrios como IL-6, IL-1f e TNF-a na OA

sugere que a IL-6 aparece como 0 maior componente nos condrocitos em situacoes
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degenerativas (Dozin et al, 2002). Interpreta-se que, ao responder a estimulacéo pela IL-
6, os condrdcitos contribuem para o inicio da cascata inflamatdria, com a sintese de IL-
1B e TNF-a, tornando assim a IL-6 como a chave mediadora e efetora da angiogénese,
inflamacéo e degeneracéo articular (Loeser et al, 2012; Dozin et al, 2002).

O aumento da atividade proteolitica também é apontado como responsével pela
destruicdo patoldgica da cartilagem na OA (Marini et al, 2003). As metaloproteinases
(MMPs) sdo comumente ativadas por citocinas e secretadas por células inflamatorias
(Aigner, Soeder, Haag, 2006; Marini et al, 2003). Suas ac¢Oes sdo controladas pelos
inibidores teciduais de MMPs, que também sdo sintetizados pelos condrécitos, tendo
como funcdo a inibi¢do dos efeitos catabdlicos das MMPs para manter a homeostase
tecidual (Aigner, Soeder, Haag, 2006).

A cascata proteolitica, responsavel pela degradacdo do coladgeno e do agregado
de proteoglicanos, envolve principalmente as colagenases, como MMP-1 (colagenase
intersticial) e MMP-13 (colagenase-3), que tém papel importante no remodelamento do
tecido cartilaginoso (Aigner, Soeder, Haag, 2006). Porém, numa revisdo sobre as
proteinases envolvidas na OA, a MMP-13 parece ser a principal MMP na doenga, com a
sua expressdo aumentada em cartilagem osteoartriticas (Troeberg, Nagase, 2011). A IL-
1 também estimula a expressdo da MMP-1 e MMP13 na cartilagem em processo de
degeneracédo (Troeberg, Nagase, 2011). Logo, pode-se estabelecer que as colagenases
MMP-1 e MMP-13 séo as proteinases mais envolvidas na patogénese da OA.

Portanto, apesar da OA ser preferencialmente definida como uma doenca
cronica, a existéncia de mudancas de carater inflamatorio na cartilagem articular tem
sido demonstrada e estudada por diferentes autores (Troeberg, Nagase, 2011; Marini et
al, 2003; Dozin et al, 2002; Goldring, 2000). A inflamacgédo articular, presente em

individuos com OA, contribui para a dor e impede a chegada de informacGes aferentes
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em relagdo ao movimento e senso da posicdo articular. Esse déficit proprioceptivo
provoca uma alteracdo na estabilidade dindmica realizada pelos musculos ao redor da
articulagdo, gerando uma instabilidade funcional que limita a capacidade do individuo
em realizar as atividades da vida diaria. (Hortobagyi et al, 2004).

Diante dessa situacéo, os exercicios fisicos sdo uma intervencao indicada para o
restabelecimento da func¢éo fisica do individuo (Hochberg et al, 2012; Coimbra et al,
2002). Suas indicacdes também sdo para dor e rigidez articular, perda da mobilidade
articular sem destruicdo importante da articulacdo, desalinhamento articular ou uso
anormal da articulagdo, sintomas de fraqueza muscular, fadiga e resisténcia
cardiovascular reduzida e ainda alteracbes da marcha e do equilibrio (Duarte et al,
2013).

No entanto, ao investigar o comportamento muscular na OA, o decréscimo da
funcdo do musculo quadriceps apresenta-se potencializada na populacdo com OA de
joelho (Slemenda et al, 1997). Em um estudo, constatou-se que pacientes com OA
apresentam de 10-60% menos forca do muasculo quadriceps que individuos da mesma
idade e sexo, mas que ndao acometidos por essa desordem (Slemenda et al, 1997).
Stauffer et al (1977) e Hurley et al (1997) encontraram que a forca muscular da
extremidade inferior, principalmente envolvendo o musculo quadriceps, era
significativamente reduzida em individuos idosos portadores de OA de joelho quando
comparado ao grupo controle.

Nessa situacdo, o exercicio de fortalecimento muscular na OA tem sido
recomendado principalmente para incremento de forca da musculatura do quadriceps
(Lange et al, 2008; Wilk et al, 2006) A literatura justifica a aplicacdo do exercicio
resistido, porem muitas questdes a respeito, como intensidade, duracdo e frequéncia

ainda precisam ser respondidas (Bennell, Hinman, 2005; Roddy et al, 2005), ja que para
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alguns autores o exercicio fisico pode ser um fator de risco para o desenvolvimento da
OA, (Franciozi et al, 2013; Appleton et al, 2007).

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).

Para uma melhor compreensdo do potencial terapéutico de condutas em relacdo a
modulacdo dos sintomas da OA, tém sido desenvolvidos varios modelos experimentais de
OA em diferentes espécies de animais (Bendele, 2001; Appleton, Mcerlain, Pitelka, 2007).
Sao utilizados animais como ratos, camundongos, coelhos, cdes e cavalos e os modelos
podem ser classificados como espontaneos, induzidos cirurgicamente, geneticamente
induzidos, ou por injecdo intra-articular de substancias quimicas. Néo existe um modelo
ideal que englobe de forma precisa todos 0s aspectos da OA humana e cada um apresenta
vantagens e desvantagens (Bendele, 2001).

O modelo animal de OA que consiste na transec¢do do ligamento cruzado anterior
(TLCA) do joelho de ratos apresenta muitos aspectos patogénicos semelhantes a OA
traumatica que ocorre em humanos (Gerwin et al, 2011). No modelo de TLCA, o dano
articular se desenvolve de forma gradual e previsivel, onde as alteracbes degenerativas na
cartilagem s&o caracterizadas por diminuicéo de proteoglicanas, morte celular, formacao de
ostedfitos marginais e presenca de clones de condrécitos (Bendele, 2001). Appleton et al
(2007), encontraram ap0s 2 semanas da TLCA, diminuicdo na espessura do tecido
cartilaginoso, fissuras na camada média, alteracdes no osso sub-condral e presenca de
condracitos hipertrofiados. Segundo Aigner et al (2006), muitos destes achados também séo

observados nos estagios iniciais da OA em humanos.
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Logo, um dos pontos mais relevantes da utilizagdo de modelos animais para o
estudo do exercicio € a similaridade fisiologica apresentada por esses animais, quando
comparadas a humanos, submetidos a exercicio fisico (Gobatto & Gobatto, 2011; Poole
et al, 2010). Pesquisas com animais possibilitam um maior controle os sobre fatores
exogenos controlaveis, nos remetendo ao estudo direto dos efeitos promovidos quase
que exclusivamente pelo exercicio fisico, Logo, sugere-se a possibilidade da
aproximacdo entre as evidéncias cientificas sobre exercicio fisico com roedores e

humanos. (Gobatto & Gobatto, 2011).
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3. OBJETIVOS DA TESE

O objetivo geral dessa Tese foi investigar os efeitos de um protocolo de
fortalecimento muscular nas principais manifestacGes da osteoartrite de joelho de ratos.
Os objetivos especificos dessa Tese foram:
- Identificar as evidéncias cientificas sobre os estudos que utilizaram exercicio fisico em
modelos animais de osteoartrite;
- Investigar a influéncia do fortalecimento muscular na osteoartrite de joelho de ratos,
segundo as recomendacdes da OARSI (Osteoarthritis Research Society International)
para a avaliacdo histoldgica;
- Investigar o efeito do fortalecimento muscular nos biomarcadores da osteoartrite (OA)

de joelho de ratos.
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4. ESTUDO I

EXERCICIOS FISICOS EM MODELOS ANIMAIS DE OSTEOARTRITE: UMA

REVISAO DA LITERATURA.

VASILCEAC, FERNANDO AUGUSTO'; SERRAO, PAULA REGINA MENDES
DA SILVA'; MATTIELLO, STELA MARCIA",
! Departamento de Fisioterapia da Universidade Federal de Sao Carlos, S&o Carlos,

SP, Brasil.

OBSERVACAO: O manuscrito a ser avaliado foi submetido ao periddico: Revista

Brasileira de Reumatologia (QUALIS B1 — JCR=0.864)
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RESUMO

Objetivo: O objetivo da reviséo foi identificar as evidéncias cientificas sobre os estudos
que utilizaram exercicio fisico em modelos animais de osteoartrite Métodos: Para a
selecdo dos trabalhos foram examinadas as bases indexadas pela Pubmed, LILACs,
MedLine, SciELO e Science Direct. Para a busca dos estudos foram utilizadas as
palavras-chaves: “exercise”, “osteoarthritis”, “cartilage”, “animal models” ligadas pelo
operador booleano AND. O levantamento bibliografico foi restrito as publicacbes dos
ultimos 20 anos, sendo incluidos estudos publicados de 1993 até 2013. Dois avaliadores
selecionaram o0s estudos de modo independente com base nos titulos, excluindo os
seguintes titulos: os que ndo estavam relacionados ao tema da revisdo; artigos de
revisdo; resumos de livros; titulos que se repetiam. Apos essa selecdo, os avaliadores
analisaram os resumos dos artigos selecionados para identificar aqueles que atendessem
aos critérios de inclusdo, ou seja, que utilizaram o exercicio fisico em modelos animais
de osteoartrite. Foram excluidos: artigos que utilizaram o exercicio fisico como modelo
de inducdo da osteoartrite; artigos que utilizaram o exercicio fisico em animais
saudaveis somente. Resultados: Foram encontrados estudos distribuidos da seguinte
forma: Pubmed (n=51); LILACs (n=0); MedLine (n=23); SciELO (n=8); Science Direct
(n=155). Apds a leitura dos titulos e dos resumos, considerando os critérios de inclusao,
foram selecionados para analise mais criteriosa 10 artigos. Foi feita uma classificacao
por categorias dos estudos: Os modelos animais utilizados foram o traumatico (n=5), o
genético (n=3) e o farmacoldgico (n=2); Todos os estudos realizaram 0 exercicio
aerébico em seus animais (n=10); Os instrumentos utilizados para a aplicacdo do
exercicio foram & esteira elétrica (n=6), a roda de corrida (n=3) e um pasto (n=1).
Conclusao: Pode-se concluir que os estudos com exercicios fisicos em modelos animais
de osteoartrite sdo poucos e entre eles o exercicio fisico aerdbico parece ser o mais
estudado. Todos os protocolos de exercicio fisico avaliados devem ser considerados e
suas implicacgdes clinicas exploradas, porém também se recomenda para novos estudos a
utilizacdo de diferentes exercicios fisicos em modelos animais de osteoartrite, como o
exercicio resistido.

PALAVRAS-CHAVE: Exercicio fisico; Osteoartrite; Cartilagem; Modelos animais.
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4.1. INTRODUCAO

A osteoartrite (OA) é uma desordem crbnica e degenerativa, caracterizada pela
degradacdo da cartilagem articular, esclerose do osso sub-condral e formacao de ostedfitos
(Kim et al, 2013). A doenca possui grande importancia, pois além de ser mundialmente
frequente, esta associada a elevados custos para a saude e sociedade (Hinman et al., 2002),
provocando assim consideravel impacto na qualidade de vida da populacao (Santos et al.,
2011).

Os individuos com OA comumente apresentam dor, rigidez e limitac6es funcionais
(Bennell e Hinman, 2011). Esses sintomas sdo resultados de cumulativos eventos
mecanicos e bioldgicos que levaram a um desequilibrio entre a degradacdo e sintese dos
constituintes articulares (Aigner, Soeder, Haag, 2006). A principal funcdo da cartilagem
articular ¢ a distribuicao de cargas sobre a articulacdo, assim, quando ha uma sobrecarga ou
ma distribui¢do de carga na cartilagem articular, pode-se observar o inicio de um processo
degenerativo (Roos, 2005).

Uma vez instalado o processo degenerativo, o tratamento da OA é recomendado o
mais precoce possivel (Zangh et al, 2008) O objetivo principal do tratamento é prevenir e
minimizar o dano articular e limitacdo funcional, auxiliando, tanto no alivio dos sintomas,
quanto na execuc¢do das atividades da vida diaria, contribuindo para manter a qualidade de
vida (Zangh et al, 2010; Zangh et al, 2008). Cabe ressaltar que o exercicio fisico cumpre
esse objetivo (Hochberg et al, 2012; Zangh et al, 2010; Zangh et al, 2008, Coimbra et al,
2002).

Segunda a OARSI (Osteoarthritis Research Society International), o exercicio fisico
tem efeitos positivos no tratamento da OA de joelho e quadril, atuando principalmente na
melhora da dor e funcéo fisica (Zangh et al, 2008). Quando avaliado as melhores evidéncias

cientificas de varias modalidades terapéuticas na OA, diferentes tipos de exercicio fisico,
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como 0 exercicio aerdbico, o exercicio resistido e o exercicio aquatico, sdo descritos com
nivel de evidéncia A (Zangh et al, 2010). Tanto a Sociedade Brasileira de Reumatologia
(Coimbra et al, 2002), quanto o American College of Rheumatology (ACR) (Hochberg et al,
2012) recomendam a utilizagdo de exercicios fisicos em suas diretrizes para o tratamento da
OA.

Apesar das alteracOes decorrentes da OA e da necessidade de intervengdo
terapéutica serem conhecidas, existem algumas limitacbes de seu estudo em humanos
(Bendele, 2001). Considerando que ndo € recomendada extracdo de material cartilaginoso
humano para estudo, justifica-se o estudo da osteoartrite em modelos animais (Bendele,
2001). Segundo Gobatto & Gobatto (2011), valiosas informagdes tém sido produzidas em
estudos com animais para programas de treinamento fisico direcionado as especificidades
atléticas, etérias e principalmente de doencas crbnicas, como a OA (Gobatto & Gobatto,
2011).

Ha varios modelos experimentais de OA desenvolvidos em diferentes espécies de
animais com a finalidade de promover a compreensdo dos aspectos fisiopatoldgicos da
doenca e para averiguar o potencial terapéutico de condutas em relagcdo a modulagdo dos
sintomas (Bendele, 2001; Appleton, Mcerlain, Pitelka, 2007). S&o utilizados animais como
ratos, porcos, coelhos, cées e cavalos e 0s modelos podem ser classificados como
espontaneos, induzidos cirurgicamente por algum tipo de trauma, geneticamente induzidos,
ou por injecdo intra-articular de substancia farmacoldgicas. Nao existe um modelo ideal que
englobe de forma precisa todos os aspectos da OA humana e cada um apresenta vantagens e
desvantagens (Bendele, 2001).

Apesar da relevancia do tema, observa-se a auséncia de um estudo que contemple
todas as evidéncias cientificas da aplicacao de exercicio fisico em modelos animais de OA.

Uma revisdo sistematica sobre estudos que aplicaram exercicio fisico em pacientes com OA
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foi publicada recentemente (Duarte et al, 2013). Nessa revisdo, apesar de ter-se encontrado
1405 artigos relacionados e ter-se avaliado 101, chegou-se a conclusdo de que os estudos
demonstram a eficacia do uso de exercicios na melhora dos sintomas da doenga, mas ndo ha
um consenso em relagdo a qual tipo de exercicio fisico deve ser mais utilizado e quais os
pardmetros, como intensidade, duracdo e frequéncia, devem ser utilizados (Duarte et al,
2013).

Portanto, em necessidade de maiores esclarecimentos em relacdo utilizacdo de
exercicios no tratamento da OA, a proposta dessa revisdo tem como objetivo identificar as
evidéncias cientificas sobre os estudos que utilizaram exercicio fisico em modelos animais

de osteoartrite.
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4.2. METODOS

Estratégias de busca

Para a selecdo dos estudos foram examinadas as bases indexadas pela Pubmed
(Centro Nacional para a Informacao Biotecnologica mantido pela Biblioteca Nacional
de Medicina dos Estados Unidos); LILACs, (Literatura Latino-Americana e do Caribe
em Ciéncias da Saude), MedLine (Literatura Internacional em Ciéncias da Saude),
SciELO (Scientific Electronic Library Online) e Science Direct (Base de dados da
Editora Elsevier).

Para o levantamento bibliografico foram utilizadas as palavras-chaves:
“exercise”, ‘“‘osteoarthritis”, “cartilage”, ‘“animal models” ligadas pelo operador
booleano AND. O levantamento bibliografico foi restrito as publicacbes dos ultimos 20
anos, sendo incluidos estudos publicados de 1993 até 2013. Os critérios de inclusédo
foram: estudos na lingua inglesa, portuguesa ou espanhola que utilizaram o exercicio

fisico em modelos animais de osteoartrite.

Selecdo dos estudos

Dois avaliadores (FAV e PRMSS) selecionaram o0s estudos de modo
independente com base nos titulos, excluindo os seguintes titulos: os que ndo estavam
relacionados ao tema da revisdo; artigos de revisdo; resumos de livros; titulos que se
repetiam. Apds essa selecdo, os avaliadores analisaram 0s resumos dos artigos
selecionados para identificar aqueles que atendessem aos critérios de inclusdo, ou seja,
que utilizaram o exercicio fisico em modelos animais de osteoartrite. Foram excluidos:
artigos que utilizaram o exercicio fisico como modelo de inducdo da osteoartrite; artigos

que utilizaram o exercicio fisico em animais saudaveis somente.
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Analise dos estudos

Os estudos incluidos foram analisados na integra por meio de roteiro estruturado
com a contemplacdo dos seguintes itens: autor/ano, animal, modelos animal de OA,
avaliacdes/delineamentos, exercicio fisico/parametros, principais achados. Foi feita
também a categorizagdo dos mesmos, com objetivo de identificar os principais modelos
animais de osteoartrite, 0s tipos de exercicio fisicos aplicados, 0s instrumentos
utilizados para a realizacdo do mesmo, as avaliacfes e técnicas utilizadas e o tipo de

desfecho (positivo, negativo ou indiferente).
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4.3. RESULTADOS

Estudos incluidos

Foram encontrados estudos distribuidos da seguinte forma: 51 estavam
indexados na Pubmed, nenhum na LILACs, 23 no MedLine, 8 no SciELO e 155 no
Science Direct. Foram excluidas as publica¢fes que ndo se encaixavam nos critérios de
inclusdo determinados. Apos a leitura dos resumos considerando os critérios descritos
foram selecionados para analise mais criteriosa 10 artigos. Segue abaixo o fluxograma

do levantamento bibliografico (Figura 1).

Identificacdo de 237 estudos:
- Pubmed (n=51);
- LILACs (n=0);
- MedLine (n=23);
- SciELO (n=8);
- ScienceDirect (n=155).

220 estudos excluidos (baseado nos titulos):
- Artigos que ndo estavam relacionados ao tema da revisao;
- Artigos de revisao;
- Resumos de livros;
- Titulos que se repetiam.

17 estudos incluidos (baseado nos titulos)

10 estudos incluidos 7 estudos excluidos (baseado nos resumos):
(baseado nos resumos) - artigos que utilizaram o exercicio fisico como
modelo de indugao da osteoartrite (n=3);
- - artigos que utilizaram o exercicio fisico em
animais saudaveis somente (n=4).

Figura 1. Fluxograma do levantamento bibliografico.
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Dados gerais dos estudos incluidos

Os 10 estudos incluidos foram organizados em uma tabela (Tabela 1) para
identificacdo dos seguintes itens: autor/ano, animal, modelos animal de OA,

avaliagcdes/delineamentos, exercicio fisico/parametros, principais achados.

Tabela 1: Dados gerais dos estudos incluidos
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Autores/ Ano Animal Modelo de Avaliagoes/ Exercicio fisico/ Principais achados
osteoartrite Delineamentos Parametros
Armstrong et al, Ovelhas Traumatico: Sistema de graduagéo Exercicio aerobico: O exercicio fisico exacerba as
1993. Meniscectomia histolégico- Realizado em um pasto de 2 lesGes da cartilagem no modelo
medial unilateral histoquimico de Km de extenséo; animal de OA utilizado:
do joelho Mankin (modificado); Familiarizagéo de 2 - ocorréncia de osteo6fitos;
Avaliacdo feita 6 semanas (a distancia - graduacado histoldgica mais
meses apods a cirurgia. percorrida aumentou severa;
gradativamente de 2 para 8 - aumento da densidade de
Km); condrdcitos;
O treino foi feito 3 vezes - diminuicdo de espessura da
por semana, 8 Km por dig; cartilagem.
A velocidade foi de 3-4
Km/h.
Lapveteldinen et | Camundongos Genético: Sistema de graduagdo Exercicio aerobico: A prética de corrida de forma
al, 2001. Inativagéo de histoldgico proprio; Realizado em uma roda de | voluntaria possui um efeito protetor
ambos 0s genes Avaliacdo feita em corrida, inserida na gaiola no modelo animal de osteoartrite:
que codificam as | diferentes periodos dos animais; - reorganizacdo da rede de
cadeias do pro- (com 3,6,9,12,15 A proposta do estudo foi a colageno;
colageno tipo 1. | meses de exercicio) pratica do exercicio de - aumento da complacéncia da
forma voluntaria, e ndo cartilagem articular.
controlada.
Lapveteldinen et | Camundongos Genetico: Avaliacéo histologica Exercicio aerobico: A prética de corrida de forma
al, 2002. Camundongos por meio de Realizado em uma roda de | voluntaria aumenta a incidéncia e a
transgénicos Densitometria digital corrida, inserida na gaiola severidade da doenga no modelo
com uma e Microscopia de luz dos animais; animal de osteoartrite utilizado:

mutacdo de uma
cadeia do pro-
colageno tipo 1l

polarizada;
Avaliacéo feita apos
15 meses de exercicio.

A proposta do estudo teve
como objetivo a pratica do
exercicio de forma
voluntéria, e ndo controlada.

- aumento do dano da cartilagem do
compartimento lateral do joelho;
- reducdo do contetdo de
proteoglicanas da cartilagem.
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Galois et al, Ratos Traumatico: Mankin (modificado); Exercicio aerobico: O exercicio fisico diminui a
2003 Transeccéo Avaliagéo Realizado em esteira severidade do modelo de
cirdrgica do imunohistoquimica elétrica; osteoartrite utilizado:
ligamento para caspase-3. O treino foi feito comuma | - redugéo da pontuacédo das lesdes
cruzado anterior | Avaliacdo feita em frequéncia de 5 vezes na histologicas;
do joelho. diferentes periodos semana, na velocidade de | - reducéo da expresséo da caspase-
(com 7,14 e 28 dias | 30cm/s com duracdo diaria 3.
apos a cirurgia). de 30 minutos.
Galois et al, Ratos Traumatico: Sistema de graduagéo Exercicio aerobico: O exercicio fisico de intensidade
2004. Transeccéo histolégico- Realizado em esteira leve e moderada exerce beneficios
cirurgica do histoquimico de elétrica; para 0 modelo de osteoartrite
ligamento Mankin (modificado); | O treino foi feito com uma utilizado:
cruzado anterior | Imunohistoguimica frequéncia de 5 vezes na - reduz a pontuacdo das lesbes
do joelho para caspase-3 e para semana,; histoldgicas;
a proteina de choque Foram estabelecidos 3 - reduz a expressdo da caspase-3;
térmico (HSP70); intensidades: leve (30 cm/s | -aumenta a expressdo da proteina
Avaliacdo feita em por 15 minutos); moderada de choque térmico (HPS70).
diferentes periodos (30cm/s por 30 minutos);
(com 7, 14 e 28 dias intensa (30cm/s por 60
apos a cirurgia). minutos).
Kawcak et al, Cavalos Traumatico: Radiografia, Exercicio aerobico: O exercicio fisico gera respostas
2008. Inducéo Citilografia nuclear, Realizado em esteira adaptativas no modelo animal de
cirrgica de um Tomografia elétrica; osteoartrite, prevenindo algumas
fragmento computadorizada e Feito com uma frequéncia manifestagcdes no exame de
osteocondral na Ressonancia de 5 vezes na semana; imagens caracteristicas da OA:
articulacédo magnética; Consistia em um trote - edema 0sseo, ostedfitos e
carpal medial Avaliacéo feita apos inicial (16-19 Km/h por 2 ostedlise do 0sso sub-condral.

91 dias de exercicio.

minutos), um galope (32
km/h por 2 minutos) e um
trote final.
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Lories et al,
2009

Camundongos

Genético:
Polimorfismo do
gene
relacionado a
proteina frisada.

Radiografia, Sistema
de avaliacdo
histologica da OARSI
(Osteoarthritis
Research Society
International);
Avaliacdo feita em
diferentes periodos
(com 26 e 52 semanas
de exercicio).

Exercicio aerdbico:

Foi realizado em uma roda
de corrida, inserida na
gaiola dos animais;

A proposta do estudo teve
como objetivo a préatica do
exercicio de forma

voluntaria, e ndo controlada.

A prética de corrida de forma
voluntéria ndo teve nenhum efeito
significativo no modelo animal de

osteoartrite utilizado.

Cifuentes et al,
2010.

Ratos

Farmacoldgico:
Injecéo intra-
articular de
acido
iodoacético.

Sistema de avaliacéo
histoldgica da OARSI;
Avaliacdo bioquimica

da mieloperoxidase,
da enzima superéxido

dismutase e do
contetdo de tiois
totais;
Avaliacdo feita apds 8
semanas de exercicio.

Exercicio aerobico:
Realizado em esteira
elétrica;
Familiarizagéo de 1 semana
(20m/min por 10 minutos, 7
vezes na semana);

O treino deve a frequéncia
de 3 vezes na semana, com
velocidade de 13 m/min,
com duracao de 50 minutos
por dia, por 8 semanas;
Inclinagdo da esteira de 1%.

O exercicio fisico contribuiu para a
preservacdo da cartilagem articular
no modelo animal de osteoartrite
utilizado:

- preservacdo do contetdo de
proteoglicanas nas areas
superficiais e intermediarias da
cartilagem;

- preservacdo do conteudo de tidis
totais.
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Mohammadi et

Ratos

al, 2012.

Yamaguchi et al,

Ratos

Farmacoldgico:

Injecéo intra-
articular de
acido
iodoacético.

Sistema de avaliacéo
histoldgica da OARSI;
Avaliacéo feita apds
28 dias de exercicio.

Exercicio aerobico:

Foi realizado em uma
esteira elétrica;

Familiarizagéo de 1 semana
(20m/min por 10 minutos);
O treino teve a frequéncia
de 5 vezes na semana, com

velocidade de 18 m/min,
com duracao de 30 minutos

por dia, por 4 semanas.

O exercicio fisico exerce beneficios
para 0 modelo animal de
osteoartrite utilizado:

- reducdo da taxa da profundidade
das lesbes da cartilagem;

- reducdo da largura da
degeneracdo da cartilagem.

2013

Traumatico:
Transeccéo
cirdrgica do
ligamento
cruzado anterior
do joelho

Sistema de avaliacéo
histoldgica da OARSI;
Avaliacdo sérica
(ELISA) do produto de
clivagem do colageno
tipo 1l e do pro-
colageno tipo I,
Avaliacéo feita ap0s 2
e 4 semanas de
exercicio.

Exercicio aerobico:
Realizado em esteira
elétrica;
Familiarizagéo de 3 dias;
O treino teve a frequéncia
de 3 dias por semana;
Foram estabelecidas 2
intensidades: moderada (18
m/min por 30 minutos);
intensa (18 m/min por 60

minutos).

O exercicio fisico de intensidade
moderada acarreta na progresséo
mais leve da degeneracdo no
modelo de osteoartrite utilizado:
- menor pontuacdo das lesdes
histoldgicas;

- menor expressao sérica do
produto de clivagem do colageno
tipo Il e do pro-colageno tipo I1.
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Avaliacdo dos artigos incluidos

Os 10 estudos selecionados também foram separados em 5 categorias : modelo
animal de osteoartrite, tipo de exercicio fisico, instrumento utilizado para a realiza¢do

do exercicio, avaliagdes e técnicas utilizadas, tipo de desfecho (Tabela 2):

Tabela 2: Classificacdo dos estudos em categorias:

Categoria Tipos Total
Traumatico 5
Modelo animal de osteoartrite Genetico 3
Farmacoldgico 2
Tipo de exercicio fisico Aerobico 10
Esteira elétrica 6
Instrumento utilizado para a Roda de corrida 3
realizacéo do exercicio Pasto 1
Histologia 9
Imunohistoquimica 2
Avaliac0es e técnicas utilizadas Bioquimica 1
ELISA 1
Exames de imagem 1
Positivo 7
Tipo de desfecho Negativo 2
Indiferente 1
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4.4, DISCUSSAO

A anélise dos estudos selecionados mostra que a aplicacdo de exercicio fisico
limita-se a uma pouca variedade de modelos animais de OA, sendo somente aplicados
exercicios aerdbicos nesses modelos. A maioria dos estudos encontrou resultados
satisfatorios, porém foram poucos estudos que exploraram os pardmetros do exercicio
fisico, com intensidade, duracéo e frequéncia.

Somente 2 estudos fizeram a comparacdo entre a aplicacdo de diferentes
intensidades de exercicio fisico (Galois et al, 2004; Yamaguchi et al, 2013). Ambos 0s
estudos utilizaram a esteira elétrica e estabeleceram a intensidade do exercicio baseada
na duragdo do mesmo (Galois et al, 2004; Yamaguchi et al, 2013). No estudo de Galois
et al (2004) foi estabelecido 3 intensidades (leve, moderada e intensa), variando a
duragcdo da sessdo (15, 30 e 60 minutos, respectivamente) e mantendo constante a
velocidade (30 cm/s). J& no estudo de Yamaguchi et al (2013), foram estabelecidos 2
intensidades (moderada e intensa) variando também a duracdo da sessdo de exercicio
(30 e 60 minutos, respectivamente) e mantendo constante a velocidade (18m/min).

Apesar da frequéncia semanal dos estudos terem sido diferentes (5 e 3 vezes),
ambos os estudos avaliaram o tecido articular ap6s 2 e 4 semanas de exercicio. (Galois
et al, 2004; Yamaguchi et al, 2013). Obteve-se como resultado a reducdo das lesdes
histoldgicas e reducdo da atividade apoptética dos condrdcitos (Galois et al, 2004) e
também encontrando menor expressao sérica de produtos da clivagem do colageno tipo
Il e do pro-colageno tipo Il e menor degeneracdo da cartilagem (Yamaguchi et al,
2013).

Frente aos resultados positivos expostos, esses 2 estudos estdo de acordo com o
American College of Geriatrics (AGS), que afirma que exercicios fisicos de intensidade

moderada ndo exacerbam a dor, nem aceleram o processo degenerativo da OA (AGS,
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2001). Apesar de o exercicio fisico ter sido considerado benéfico para as propriedades
da cartilagem articular (Zangh et al, 2010), respostas cataboélicas frente a exercicios ja
foram relatadas na literatura (Franciozi et al, 2013). Em nossa revisao encontramos 2
estudos que descrevem resultados negativos frente a aplicacdo de exercicio no modelo
animal de OA (Armstrong et al, 1993; Lapveteléinen et al, 2002).

Armstrong et al (1993) submeteram seus animais a uma caminhada de 8 Km, na
velocidade de 3-4Km/h, 3 vezes na semana por 6 meses. Nesse estudo o exercicio fisico
desencadeou aumento da ocorréncia de osteofitos, graduacéo histologica para OA mais
severa, aumento da densidade de condrdcitos e diminuicdo de espessura da cartilagem
(Armstrong et al, 1993). Pode-se atribuir o insucesso do exercicio nesse estudo a sua
duracdo (em torno de 2 horas), pois 0 AGS recomenda para 0 exercicio aerébico na OA
uma duracdo de em torno de 20-30 minutos, com uma progressdo para 60-90 minutos
(AGS, 2001).

Ja no estudo de Lapveteléinen et al (2002), foi desenvolvido o exercicio fisico de
forma néo controlada, com a inser¢do de uma roda de corrida na gaiola do animal para
sua utilizacdo de forma voluntaria. Ap6s 15 meses, 0s animais apresentaram aumento
do dano a cartilagem do compartimento lateral do joelho e reducdo do contetdo de
proteoglicanas (Lapveteldinen et al, 2002). Interessantemente, 0 mesmo grupo de
pesquisadores descreveram numa publicacdo anterior resultados satisfatérios com a
aplicacdo do mesmo tipo de exercicio (Lapveteldinen et al, 2001). A Unica mudanca
significativa entre os estudos foram os modelos animais de OA utilizados.

Apesar de ambos serem modelos animais geneticamente modificados, um estudo
utilizou uma mutacdo genética (Lapveteldinen et al, 2002) e o outro uma inativagédo
genética (Lapveteldinen et al, 2001) para o estabelecimento da doenga. Considerando

que 0 mesmo tipo de exercicio fisico foi aplicado pelo mesmo grupo de pesquisadores,
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uma possivel explicagdo para essa divergéncia de resultados, descrita pelos proprios
pesquisadores (Lapveteldinen et al, 2002), é que o fator determinante para os desfechos
ndo foram o tipo de exercicio utilizado e sim os modelos de OA utilizados, sendo um
modelos de evolucdo lenta da OA (Lapveteldinen et al, 2001), e outro de evolucdo
rapida da OA (Lapveteldinen et al, 2002).

Considerando ainda a préatica de exercicio fisico ndo controlado na roda de
corrida, Lories et al (2009) descreveu em seu estudo que a aplicacdo dessa modalidade
de exercicio fisico, por 26 e 52 semanas, em modelo animal de OA do tipo
geneticamente modificado, ndo apresentou influéncia nas varidveis da cartilagem
articular avaliadas. Baseado nos 3 estudos que realizaram esse tipo de exercicio e que
todos divergiram em seus resultados, observa-se entdo que a pratica de corrida
voluntaria e ndo controlada por modelos animais de OA possui limitacdes e deve ser
interpretada com muita cautela para sua recomendacéo e estudos futuros.

De uma forma geral é importante reconhecer que a compressao da carga imposta
a cartilagem articular por meio de exercicios tem grande influéncia na organizacédo e
fisiologia dos constituintes da matriz cartilaginosa (Arokoski et al., 2002). E que a
simples recomendacdo da pratica de exercicios fisicos sem controle de parametros e sem
evidéncias cientificas conclusivas ndo é suficiente para o tratamento adequado da OA
(Zangh et al, 2010).

Apesar de que somente 2 estudos avancaram na pesquisa e comparacdo de
diferentes intensidades de exercicio e encontraram resultados positivos (Yamaguchi et
al, 2013; Galois et al, 2004), outros estudos também tiveram sucesso com 0s parametros
escolhidos para a aplicacdo do exercicio fisico (Galois et al, 2003; Kawcak et al, 2008;

Cifuentes et al, 2010; Mohammadi et al, 2012).
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Cifuentes et al (2010) aplicou o exercicio fisico 3 vezes na semana, com
velocidade de 13 m/min, com duragdo de 50 minutos por dia, por 8 semanas, e
encontrou preservacdo do contetdo de proteoglicanas nas &reas superficiais e
intermediérias da cartilagem nos animais exercitados. J& Mohammadi et al (2012)
aplicou o exercicio fisico por 5 vezes na semana, com velocidade de 18 m/min, com
duragdo de 30 minutos por dia, por 4 semanas, e encontrou reducdo da taxa da
profundidade das lesdes da cartilagem e reducdo da largura da degeneracdo da
cartilagem nos animais exercitados.

Apesar dos autores (Cifuentes et al, 2010; Mohammadi et al, 2012) néo
classificarem a intensidade do protocolo de exercicio utilizado, os parametros séo
proximos aos utilizados por Galois et al (2004) e Yamaguchi et al (2013). Logo,
baseado nos parametros utilizados, nos resultados satisfatorios descritos e nas
recomendacdes da AGS (AGS, 2001), pode-se estabelecer também que Cifuentes et al
(2010) e Mohammadi et al (2012) aplicaram exercicio fisico moderado em seus
modelos animais.

Observa-se também que tanto Cifuentes et al (2010) quanto Mohammadi et al
(2012) utilizaram o mesmo modelo animal de OA, o0 mesmo instrumento para realizagao
do exercicio (esteira) e 0 mesmo sistema de avaliacdo da OARSI. J& Galois et al (2003)
e Kawcac et al (2008) também utilizaram a esteira elétrica na aplicacdo do exercicio
fisico, porém com modelos de OA diferentes e sistemas de avaliagdes diferentes.

Galois et al (2003) submeteu seus animais a exercicio fisico por 5 vezes na
semana, na velocidade de 30cm/s com duracéo diaria de 30 minutos, e concluiu que o
exercicio fisico diminuiu a severidade do modelo de OA utilizado, reduzindo as lesdes
histoldgicas e a atividade apoptotica de condrécitos. Observa-se que 0 mesmo grupo de

pesquisadores avancou na investigacdo do exercicio fisico em modelos animais de OA
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com um segundo estudo (Galois et al, 2004), que consolidou a intensidade moderada
como benéfica para a cartilagem articular.

Observa-se também que a maioria dos estudos, com excecdo de Kawca et al,
2008, utilizaram a avaliacdo histoldgica da cartilagem como ferramenta de avaliagdo do
efeito do exercicio aplicado. As avaliagdes histologicas mais utilizadas foram o sistema
de graduacéo histologico-histoquimico de Mankin e o sistema de avaliacéo histologico
da OARSI. Destaca-se que a avaliagdo histologica da cartilagem articular é considerada
uma das principais ferramentas na identificacdo da severidade da osteoartrite (OA) e,
consequentemente, no respectivo sucesso de seu tratamento (Gerwin et al, 2010). Esta
avaliacdo deve ter sensibilidade para detectar os efeitos de diferentes tratamentos para a
OA e reprodutibilidade entre os diferentes pesquisadores da area (Aigner et al, 2010).

Por fim, Kawcac et al (2008) aplicou o exercicio aerébico em esteira elétrica 5
vezes na semana em cavalos, que consista em um trote inicial por 2 minutos (16-19
Km/h), um galope de 2 minutos (32 km/h por 2 minutos) e um trote final igual ao
inicial. Esse autor utilizou exames de imagem para investigar os efeitos do exercicio em
seu modelo animal e encontrou edema 6sseo, ostetfitos e ostedlise do 0sso sub-condral
nas articulagdes dos animais néo treinados em comparagédo aos treinados (Kawcac et al,
2008) Portanto, os parametros utilizados geraram uma resposta positiva para a
cartilagem articular.

A escolha dos parametros adequados é a maior dificuldade na prescricdo de
exercicio fisico na OA (Duarte et al, 2013). Apesar da Sociedade Brasileira de
Reumatologia (Coimbra et al, 2002) e o ACR (Hochberg et al, 2012) recomendarem o
exercicio fisico no tratamento da OA, ambos ndo exploram os parametros do exercicio.
Somente a AGS descreve especificamente os pardmetros recomendados, sendo o

exercicio aerobico preconizado com 40-60% da capacidade aerobica maxima, com uma
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progressao de 20-30 minutos diarios para 60-90 minutos diarios, com uma frequéncia de
3-5 vezes na semana. J& o exercicio resistido é preconizado com uma intensidade de 40-
60% de uma repeticdo maxima, com 6-8 repeti¢des diarias, 2 -3 vezes por semana
(AGS, 2001).

Observa-se que a maioria dos estudos avaliados nessa revisdo que tiveram bons
resultados, utilizaram pardmetros préximos aos preconizados pela AGS para 0 exercicio
aerobico. Apesar das recomendacbes da AGS serem para humanos com OA, a
extrapolacdo de evidéncias cientificas de estudos com humanos para animais e vice-
versa é recomendada. Porém muitas vezes esse processo € dificil. Para facilitar esse
processo, 0s pesquisadores que utilizam modelos experimentais envolvendo exercicio
devem investir seus esforcos para que seus achados possam ser aplicados em individuos

com doencas cronicas. (Gobatto & Gobatto 2011).

49



4.5. CONCLUSAO
Pode-se concluir que o exercicio fisico em modelos animais de OA, apesar de
pouco investigado, apresentam bons resultados no controle da evolugdo da doenca. Os
estudos demonstraram um Unico tipo de exercicio aplicado, o aerébico. Portanto, todos
os protocolos de exercicio fisico avaliados devem ser considerados e suas implicacdes
clinicas exploradas, porém também se recomenda para novos estudos a utilizagdo de

diferentes exercicios fisicos em modelos animais de OA, como o exercicio resistido.
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RESUMO

Objetivo: O objetivo desse estudo foi investigar a influéncia do fortalecimento
muscular na osteoartrite (OA) de joelho de ratos, segundo as recomendacgdes da OARSI
(Osteoarthritis Research Society International) para a avaliacdo histologica. Método:
36 ratos foram divididos igualmente em 6 grupos: Controle (C), Osteoartrite (OA),
Sham (S), Exercicio (E), Osteoartrite e exercicio (OAE), Sham e Exercicio (SE). Os
grupos E, OAE e SE foram submetidos a 8 semanas do protocolo de fortalecimento
muscular. Ao final do experimento, as articulagfes do joelho de todos os ratos foram
coletadas, processadas em parafina e as laminas confeccionadas foram coradas com
Hematoxilina e Eosina para a avaliacdo histolégica segundo as recomendacfes da
OARSI. Os dados foram avaliados pelo teste ANOVA seguido do teste Post Hoc Tukey
para a comparacdo intergrupos da avaliacdo histoldgica. Foi adotado um nivel de
significancia de 5%. Resultado: Os grupos OA e S apresentaram 0s maiores valores
para lesdo da cartilagem, medidas da extensdo da degeneracdo, presenca de ostedfitos e
dano a camada calcificada e 0sso sub-condral, quando comparados aos outros grupos.
Em todos os itens avaliados, os grupos OAE e SE apresentaram menores valores para a
avaliacdo histoldgica que os grupos OA e S. Concluséo: O exercicio de fortalecimento
muscular exerceu uma influéncia positiva nas alterac@es histoldgicas da OA em ratos,
refletindo numa protecdo ao tecido em processo de degeneragdo. Tornou a evolucgéo da
doenga mais lenta, com menor extensdo da degeneracdo e lesdo da cartilagem. As
recomendacdes da OARSI foram fundamentais para a investigacdo do efeito de uma
intervengédo na OA de joelho de ratos.

PALAVRAS-CHAVES: Osteoartrite; Exercicio; Cartilagem; Histologia.
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5.1. INTRODUCAO

Segundo Consenso Brasileiro para tratamento da osteoartrite (OA), o0 exercicio
de fortalecimento muscular é indicado para o tratamento ndo farmacolégico da OA
(Coimbra et al, 2002). De acordo com a OARSI (Osteoarthritis Research Society
International), este possui nivel de evidéncia A, em revisdo que avaliou a eficiéncia de
diferentes tratamentos para a OA de joelho (Zhang et al, 2010). O ganho de forca
muscular, a reducdo da dor e a melhora da funcéo fisica sdo seus principais beneficios
(Bennel, Hinman, 2011; Lange et al, 2008).

Foi descrito em uma revisdo sobre como o exercicio atua na OA de joelho que o
fortalecimento muscular gera incremento de forca para a musculatura ao redor da
articulacdo, reestabelecendo a estabilidade do complexo articular afetado (Beckwée et
al, 2013). J& sob o ponto de vista intrinseco, a aplicacdo de cargas na cartilagem
articular proporcionada pelo exercicio, gera deformacdo dos constituintes da matriz
extracelular, afetando o fluxo dos fluidos intracelulares e o transporte de fatores
sollveis e nutrientes, desencadeando assim cascatas de sinalizagdo intracelulares pelos
condrdcitos, levando a alteragdes de sintese das macromoléculas como proteoglicanas e
colageno (Brandt, Doherty, Lohmander, 2003).

As recomendagBes do fortalecimento muscular para individuos com OA de
joelho devem seguir as diretrizes de sociedades internacionais nas areas de pesquisa da
OA. A American Geriatrics Society (AGS) preconiza para o tratamento da OA em
humanos um protocolo de exercicio de fortalecimento muscular com intensidade de 40-
60% da resisténcia maxima (RM), com 8-10 repeti¢cdes com frequéncia de 2-3 dias por
semana (AGS, 2001). Ja as diretrizes do American College of Sports Medicine (ACSM)

para o fortalecimento muscular de idosos e individuos ndo treinados, ambos saudaveis,
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referem-se a uma intensidade de 40-50% da RM, 10-15 repeti¢Ges (com intervalo de 2-3
minutos por repeti¢do), sendo 1 Unica sessdo com frequéncia de 2-3 dias por semana
com um intervalo de 48 horas entre cada sessdo, com progressao de carga (Garber et al,
2011) Logo, ndo ha um consenso em relagdo ao protocolo ideal, sendo a escolha dos
parametros mais adequados uma das maiores dificuldades na prescricdo de
fortalecimento muscular na OA (Bennel, Hinman, 2011).

Como descrito em diferentes revisdes, o fortalecimento muscular tem sido
bastante aplicado na OA de joelho em humanos, (Bennel, Hinman, 2011; Zhang et al,
2010; Lange et al, 2008). Porém, sua aplicagdo em modelos de OA em ratos ainda ndo
foi estudada. Foi encontrada na literatura apenas a aplicagdo de protocolos de exercicio
aerobico em modelos de OA em ratos (Yamaguchi et al, 2013; Cifuentes et al, 2010;
Galois et al, 2004). Todos os autores estudaram a aplicagéo de corrida de intensidade
moderada, mostrando bons resultados, como a reducdo da apoptose de condrocitos
(Galois et al, 2004), a diminuicdo da expressdo de biomarcadores de estresse oxidativo
(Cifuentes et al, 2010), e reducdo de diferentes alteracdes histoldgicas da cartilagem
caracteristicas da OA (Yamaguchi et al, 2013).

Baseado nesses estudos identifica-se uma lacuna na aplicacdo de exercicio em
modelos de OA em rato, havendo a necessidade de um estudo que aplique o exercicio
de fortalecimento muscular nesse modelo, tendo como partida os resultados satisfatorios
com a intensidade moderada de exercicio e com a investigacdo histolégica da cartilagem
(Yamaguchi et al, 2013; Cifuentes et al, 2010; Galois et al, 2004).

Destaca-se que a avaliacdo histologica da cartilagem articular é considerada uma
das principais ferramentas na identificacdo da severidade da osteoartrite (OA) e,
consequentemente, no respectivo sucesso de seu tratamento (Gerwin et al, 2010). Esta

avaliacdo deve ter sensibilidade para detectar os efeitos de diferentes tratamentos para a
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OA e reprodutibilidade entre os diferentes pesquisadores da area (Aigner et al, 2010).
Na tentativa de corresponder a esses requisitos, a OARSI publicou recomendacdes para
a avaliagdo histologica na OA de ratos, que contemplam as principais alteracfes da
doenca, sendo o primeiro sistema de avalia¢do histologico especifico para os modelos
de OA em ratos (Gerwin et al, 2010).

Diante do exposto, considerando o exercicio de fortalecimento muscular
indicado na OA, sua aplicagdo em modelos de OA em ratos parece relevante, sobretudo
no que diz respeito em investigar a sua influéncia nas alteracGes histolégicas da
cartilagem. A utilizacdo de uma avaliacdo histoldgica desenvolvida especificamente
para esse modelo fornecerd melhores informacGes para o delineamento de programas de
reabilitacdo. Logo, a hip6tese desse estudo foi que nosso protocolo de exercicio

demonstrasse menor leséo e degeneracgdo frente a histologia da cartilagem na OA.

58



5.2 OBJETIVO
O objetivo desse estudo foi investigar a influéncia de um protocolo de exercicio
de fortalecimento muscular na osteoartrite de joelho de ratos, utilizando as

recomendac¢des da OARSI para avaliacdo histoldgica da cartilagem articular.
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5.3. METODOS

Animais

Foram utilizados 36 ratos machos (Wistar), 4 meses de idade (300+5.05 g) do
Biotério Central da Universidade Federal de Sdo Carlos, que permaneceram agrupados em
gaiolas plasticas, com livre acesso a agua e racdo. Os ratos foram mantidos no biotério do
Departamento de Fisioterapia (UFSCar), com as condicbes ambientais controladas
(luminosidade: ciclo de 12h claro/escuro). O experimento foi conduzido de acordo com
recomendacgdes éticas internacionais (National Research Council, 1996) e o projeto foi
aprovado no Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de S&o

Carlos (Parecer CEA/UFSCar n° 021/2010).

Grupos Experimentais

Os ratos foram divididos aleatoriamente em 6 grupos: Controle (C), n=6;
Osteoartrite (OA), n=6; Sham (S), n=6; Exercicio (E), n=6; Osteoartrite e Exercicio

(OAE), n=6; Sham e Exercicio (SE), n=6.

Fluxograma dos procedimentos experimentais

Segue abaixo fluxograma com descricdo detalhada dos procedimentos experimentais

realizados no estudo (Figura 1):
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| INICIO - 1° dia |

Grupos OA,OAE,S e SE realizaram a
cirurgia de indugdo da QA

Grupo C e E ficaram
livres na gaiola [ Apds a cirurgia, os grupos OA ¢S ]

ficaram livres na gaiola

2 semanas

1° DIA'DE EXERCICIO Carga do exercicio
— APOS 2 SEMANAS 50% da RMI

Grupo C, )
OA ¢S GTUpOS OAE,
ficaram . SE cE
livres na iniciaram o
gaiola até o protoFolo
final do fortalecimento Carga do exercicio
\ experimento / muscular, com 75% da RMI
duracio de 8
semanas l
6 semanas ] Carga do exercicio
90% da RMI

l

8 semanas ] [Carga do exercicio J

100% da RMI

10 semanas ]

FIM FIM
Todos os animais foram eutanaziados

Figura 1. Fluxograma dos procedimentos experimentais.
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Modelo de OA em rato

O modelo de OA em rato utilizado foi o da transecgdo cirdrgica do ligamento
cruzado anterior (LCA) do joelho (Galois et al, 2004). Os grupos OA, OAE, S e SE
foram submetidos a todos os procedimentos cirdrgicos da transec¢do do LCA, sendo

que os grupos S e SE ndo tiveram o LCA rompido.

Protocolo de fortalecimento muscular

O protocolo de fortalecimento muscular foi adaptado de Hornberger, Farrar
(2004). Os ratos escalaram uma escada vertical (1,1 x 0,18 m, degrau de 2 cm,
inclinacdo de 80°) com uma carga presa em suas caudas. O aparato de carga foi preso a
porcdo proximal da cauda do rato com uma fita-adesiva (Micropore®). No topo da
escada os ratos alcangcaram uma gaiola (20 x 20 x 20 cm), como apoio.

Inicialmente foi feita a familiarizag&o dos ratos com o protocolo, que consistia
na escalada da escada sem a carga. Os ratos que ndo se adaptaram a familiarizacao
foram excluidos. Nao foi realizado qualquer estimulo nocivo para realizar a escalada.

No primeiro dia do protocolo foi calculada a carga de resisténcia maxima inicial
(RMI) de cada rato. Para isso, foi feita uma escalada inicial com 50% do peso corporal
(150 g), adicionandouma carga de10% do pesocorporal (x30 @) atéo
mesmo interromper a subida. A RMI foi determinada pela ultima carga que o rato
conseguiu realizar uma escalada completa.

Os ratos fizeram 1 sessdo com 1 série de 10 repeticdes, com 2 minutos de
intervalo. Foram 3 sessOes por semana, por 8 semanas. A carga do protocolo de
exercicio resistido foi progressiva, na seguinte evolucdo: 1 2 e 2 @ semana 50% da RMI,
semanas 3 e 4 com 75% da RMI, 5 2 e 6 2 semana 90% da RMI, 7 e 8 semanas com

100% da RMI.
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O protocolo utilizado seguiu todas as diretrizes da American Geriatrics Society
(AGS) para a aplicacdo de exercicios de fortalecimento muscular no tratamento da OA
(AGS, 2001) e também seguiu as recomendacdes para aplicacdo de exercicios de

hipertrofia muscular em modelos animais (Lowe, Alway, 2002).

Processamento histologico das articulacdes

ApoOs a eutanasia dos ratos, os joelhos esquerdos foram removidos e desarticulados,
separando para o estudo o condilo femoral medial de cada articulagdo (Gerwin et al, 2010). O
material foi fixado em formol a 10% por 3 dias e submetidos a descalcificacdo em &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 40% durante aproximadamente 30 dias. Esse material
foi processado em parafina e emblocado, obtendo-se um bloco para cada céndilo femoral.
Posteriormente, cada bloco foi cortado no plano sagital em Micrétomo (LEICA®, Alemanha).
Os 30 primeiros cortes de 6 um foram descartados, e a partir dai, cortes de 6pum foram

selecionados para a confecgéo das laminas (Gerwin et al, 2010).

Avaliacdo histologica para modelo de OA em rato sequndo as

recomendacdes da OARSI

Para a avaliacdo histolégica segundo as recomendacfes da OARSI as laminas foram
coradas com Hematoxilina e Eosina (H.E). 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 optico (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 extenséo de cada lamina, visualizados sob um aumento de

200 vezes. Foi utilizado o analisador de imagens Image J (Versao 1.45, Instituto Nacional de
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Saude, Bethesda, EUA). A avaliacdo foi feita por 2 avaliadores independentes e cegos
quanto aos grupos avaliados.

Segue abaixo descricdo das recomendacGes para a avaliacdo histologica da OARSI
desenvolvidas em nosso estudo:

1. Extensdo da perda da matriz cartilaginosa: Estabeleceu-se 3 regides de
profundidade: superficie (0% de profundidade); camada média (50% de profundidade) e
tidemark (100% de profundidade). Mensurou-se em micrometros a extenséo da perda da
matriz cartilaginosa de cada regiéo.

2. Pontuacdo da degeneracdo da cartilagem: Estabeleceu-se 3 zonas iguais na
cartilagem, partindo da margem exterior até a margem interior da cartilagem (zona
exterior; zona central, zona interior). Calculou-se a area total de cada zona e a area de
degeneracdo de cada zona. Por fim dividiu-se a area da degeneracdo pela area total,
obtendo um valor em porcentagem que foi convertido em uma pontuacdo de 0-5
segundo tabela abaixo (Tabela 1).

Tabela 1. Pontuacgdo da degeneracgéo da cartilagem:

AVALIACAO PONTUACAO

Sem degeneracgao 0

Minima degeneracéo (5-10% de reducdo de matriz ou 1
condracitos)

Média degeneracdo (11-25% de reducdo de matriz ou 2
condrdcitos)

Moderada degeneragdo (26-50% de reducéo de matriz 3

ou condrécitos)
Acentuada degeneragéo (51-75% de reducéo de 4
matriz ou condrdcitos)
Severa degeneragédo (> 75% de reducao de matriz ou 5

condrdcitos)

3. Extensdo total da degeneracédo da cartilagem: Estabeleceu-se a extenséo
total da cartilagem em micrémetros para posterior mensuracdo da extensdo total, em

micrometros, da regido de maior degeneracdo da cartilagem. Dividiu-se a medida da
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extensdo da degeneracdo pela extenséo total da cartilagem, obtendo um valor em
porcentagem.

4. Extensado da degeneracao significativa da cartilagem: Essa medida foi feita
da mesma forma do item anterior, sendo que somente deveria ser feita se a degeneragéo
da cartilagem atingisse uma profundidade maior que 50%, segundo avaliacdo da
extensdo da perda da matriz cartilaginosa (item 1).

5. Taxa de profundidade das lesdes por zona da cartilagem: Estabelecida as 3
zonas da cartilagem (item 2), mensurou-se a profundidade em micrometros de cada
zona e a profundidade da degeneracéo da cartilagem de cada zona (partindo-se do ponto
central da zona). Obteve-se um valor em porcentagem da profundidade de leséo de cada
zona dividindo a profundidade da leséo pela profundidade total da zona.

6. Ostedfitos: O maior ostedfito encontrado pelo observador em cada corte foi
mensurado em micrometros (partiu-se do ponto mais profundo da sua base na juncao
osteocondral até a superficie da cartilagem sobrejacente ao seu ponto mais espesso) e
foi classificado segundo tabela abaixo (Tabela 2):

Tabela 2. Classificagdo osteofitos:

OSTEOFITOS PONTUACAO

Marginais (< 200 pum) 0
Pequenos (<200-299 pm)
Moderados(300-399 pum)

Grandes (400-499 pm)

Muitos grandes (= 500 pum)

A w NN e

7. Pontuacgéo do dano da cartilagem calcificada e osso sub-condral: Por meio
de uma avaliacdo qualitativa, classificou-se o dano da cartilagem calcificada e 0sso sub-

condral segundo tabela abaixo (Tabela 3):
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Tabela 3. Pontuacéo cartilagem calcificada e 0sso sub-condral
AVALIACAO PONTUACAO

Nenhuma alteragéo 0

Basofilia aumentada em tidemark, auséncia de
fragmentacéo do tidemark, nenhuma alteragcdo da medula ou, 1
se presente, minima e focal.

Basofilia aumentada em tidemark, fragmentacdo da
tidemark de minima para moderada, mudanga mesenquimais 2
da medula (células fibroblasticas) envolvendo cerca de %2 da
regiao sub-condral, aumento da espessura do 0sso sub-condral.

Basofilia aumentada em tidemark, fragmentacdo da
tidemark de moderada para acentuada (multiplas areas) com
reducdo do o0sso sub-condral, mudanga mesenquimais da 3
medula envolvendo cerca de ¥ da é&rea total, areas de
condrogénese medular podendo ser evidente, mas sem grande
colapso de cartilagem articular do osso epifisario.

Basofilia aumentada em tidemark, fragmentacdo da
camada calcificada de acentuada para severa, mudanca
mesenquimais da medula envolvendo mais de % da érea, 4
cartilagem articular entrou em colapso na epifise a uma
profundidade de 250 um ou menos de tidemark.

Basofilia aumentada em tidemark, fragmentacdo da
camada calcificada de acentuada para severa, mudanca
mesenquimais da medula envolvendo mais de % da érea, 5
cartilagem articular entrou em colapso na epifise a uma
profundidade superior a 250 um da tidemark.

Processamento estatistico dos dados

Os dados foram analisados por meio do software Statistica® Software (versdo 7,
StatSoft, Inc., Tulsa, USA). Inicialmente foi feito a estatistica descritiva (média e
desvio padréo). Foi calculado o coeficiente de correlacdo intra-classe (CCI) entre os
observadores. Aplicou-se o teste de Shapiro-Wilk para a verificacdo da normalidade dos
dados. Como os dados apresentaram distribuicdo normal, foi aplicado o teste ANOVA
(Analysis of Variance), seguido do teste Post Hoc Tukey para a comparacao
intergrupos. Para todos os testes estatisticos foi considerado o nivel de significancia de

5% (p < 0.05).
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5.4. RESULTADOS

Reprodutibilidade das avaliacoes

O coeficiente de correlagdo intra-classe (ICC) foi calculado para todos os itens da
avaliacdo histoldgica segundo as recomendacGes da OARSI, mostrando excelente
correlagéo entre os avaliadores desse estudo (Tabela 4):

Tabela 4. Coeficiente de correlagdo intra-classe e intervalo de confianca entre os
avaliadores para cada item da avaliacao:

Itens da Avaliacao Histoldgica ICC (95% IC)

1. Extensdo da perda da matriz cartilaginosa 0.78 (0.71 - 0.85)
2. Pontuacao da degeneracdo da cartilagem 0.80 (0.70 - 0.90)
3. Extensdo total da degeneracdo da cartilagem 0.81 (0.74 —0.89)
4. Extensdo significativa da degeneracédo da cartilagem 0*

5. Taxa de profundidade de lesGes por zona 0.78 (0.72-0.94)
6. Ostedfitos 0.77 (0.69-0.86)
7. Dano a cartilagem calcificada e 0sso sub-condral 0.91 (0.83-0.98)

ICC = coeficiente de correlacdo intra-classe; 1C = intervalo de confianca.
* O valor do ICC foi zero, pois essa anélise apresentou pontuacgdo O (zero) para ambos
avaliadores.

Avaliacdo comparativa dos dados da avaliacdo histolégica entre os grupos

As laminas coradas com H.E. para a avaliacdo histoldgica dos grupos pode ser

visualizada abaixo (Figura 2).
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D

Figura 2. Fotomicrografias das laminas coradas com H.E. Nos grupos OA e S podem-
se observar hipercelularidade e migracdo celular para a superficie (setas),
caracteristico da OA. Nos grupos OAE e SE se observa avanco discreto da tidemark
para as camadas superiores (setas) e também se observam a proliferacao celular,
porém com menor intensidade de que os grupos OA e S. Nos grupos C e E observam-se
atividade celular considerada normal (Barra = 100um; Aumento de 100x).

Dos 7 itens aplicados em nosso estudo, somente o item “extensdo da
degeneragdo significativa da cartilagem (n° 4)” apresentou graduagdo nula para todos

0S grupos, ou seja, todos os grupos apresentaram 0% para essa avaliacédo.
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Os grupos OA e S apresentaram 0s maiores valores para as medidas da extenséo
da degeneracdo, pontuacdo da degeneragédo da cartilagem, extensdo da perda da matriz,
taxa da profundidade das lesdes, presenca de ostedfitos e pontuacdo para o dano a
camada calcificada e osso sub-condral, quando comparados aos outros grupos. Em
todos os itens avaliados, os grupos OAE e SE apresentaram menores valores para a
avaliacdo histologica que os grupos OA e S. O grupo C e E ndo apresentaram diferenca

entre as analises (Figura 3).
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Figura 3: Representacdo grafica da media dos grupos para cada item avaliacéo
histoldgica segundo as recomendacdes da OARSI:
3.1 Extensdo da Perda da Matriz Cartilaginosa * SE e C (p=0.01); SE e E (p=0.02);
** OAE e C (p=0.02); OAE e E (p=0.02);*** S e C (p=0.01); Se E (p=0.01); S e OAE
(p=0.02); S e SE (p=0.01); ****OA e C (p=0.01); OA e E (p=0.01); OA e OAE
(p=0.02); OA e SE (p=0.01);
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3.2 Pontuacgéo da Degeneracéo da Cartilagem * SE e C (p=0.01); SE e E (p=0.02); **
OAE e C (p=0.02); OAE e E (p=0.02);*** S e C (p=0.01); S e E (p=0.01); S e OAE
(p=0.02); S e SE (p=0.01); ****OA e C (p=0.01); OA e E (p=0.01); OA e OAE
(p=0.02); OA e SE (p=0.01);

3.3 Extensdo Total da Degeneracdo da Cartilagem * SE e C (p=0.01); SE e E
(p=0.03); ** OAE e C (p=0.01); OAE e E (p=0.02);*** S e C (p=0.01); Se E
(p=0.01); S e OAE (p=0.02); S e SE (p=0.01); ****OA e C (p=0.01); OA e E (p=0.01);
OA e OAE (p=0.03); OA e SE (p=0.01);

3.4 Taxa de Profundidade de Lesdes por Zona * SE e C (p=0.01); SE e E (p=0.01); **
OAE e C (p=0.01); OAE e E (p=0.01);*** S e C (p=0.01); S e E (p=0.01); S e OAE
(p=0.03); S e SE (p=0.04); ****OA e C (p=0.01); OA e E (p=0.01); OA e OAE
(p=0.04); OA e SE (p=0.03);

3.5 Ostedfitos * SE e C (p=0.01); SE e E (p=0.01); ** OAE e C (p=0.01); OAE ¢ E
(p=0.01);*** S e C (p=0.01); S e E (p=0.01); S e OAE (p=0.01); S e SE (p=0.01);
****OA e C (p=0.01); OA e E (p=0.01); OA e OAE (p=0.01); OA e SE (p=0.01);

3.6 Pontuacao para dano a camada calcificada e 0sso sub-condral * SE e C (p=0.01);
SE e E (p=0.01); ** OAE e C (p=0.01); OAE e E (p=0.01);*** Se C (p=0.01); Se E
(p=0.01); S e OAE (p=0.01); S e SE (p=0.01); ****OA e C (p=0.01); OA e E (p=0.01);
OA e OAE (p=0.01); OA e SE (p=0.01);
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5.5. DISCUSSAO

O principal resultado desse estudo foi que o exercicio de fortalecimento
muscular proposto mostrou influenciar as alteracdes histoldgicas de modelo de OA em
ratos, reduzindo os achados frente a lesdo e degeneracdo do tecido. Seu efeito na
histologia da cartilagem articular reflete um possivel retardo na progresséo da doenca.

Como a OA é considerada uma condicéo irreversivel, a aplicacdo de exercicios
deve ser considerada como uma alternativa segura (Zhang et al, 2008), podendo ser uma
das opc¢des no tratamento da OA (Beckwée et al, 2013). Porém, o que limita a aplicacédo
de exercicios é a divergéncia sobre os parametros referentes a intensidade, frequéncia de
duracdo, 0s quais se espera que sejam seguros e efetivos para os diferentes estagios de
lesdo da doenca (Bennel, Hinman, 2011).

Os parametros utilizados na elaboracdo do protocolo de exercicio de
fortalecimento muscular proposto neste estudo (1 série de 10 repeticbes, 3 vezes na
semana por 8 semanas, com progressdo de carga gradual) buscou adaptar as
recomendacdes da American Geriatrics Sociey (AGS, 2001), e American College of
Sports Medicine (Garber et al, 2011), além de seguir e recomendacdes de hipertrofia
muscular para animais (Lowe, Alway, 2002). Segundo revisdo de Lowe, Alway, 2002,
que explora a relevancia clinica em humanos da aplicacdo de exercicios realizados em
animais para a inducdo da hipertrofia muscular, o fortalecimento muscular em animais
apresenta vantagens devido a sua similaridade com parametros de protocolos utilizados
em humanos, possibilidade de reprodugédo de medidas de hipertrofia muscular (area de
seccdo transversa, por exemplo) e resultados funcionais de fécil interpretagdo (como dor
ou marcha), estabelecendo implicagfes para a investigacdo dessa modalidade de

exercicio em humanos (Lowe, Alway, 2002).
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Segundo o American College of Sports Medicine (Garber et al, 2011), a
intensidade de nosso exercicio (50% da RM, com progressao gradual de 75-100%) pode
ser classificada como leve ou moderada. Podemos atribuir os resultados satisfatorios de
nosso estudo baseado nessa classificacdo de intensidade do exercicio e também
relaciona-los com os estudos que tiveram bons resultados com a aplicagdo de exercicio
aerobico em modelos animais de OA, pois esses estudos também recomendam a
intensidade de leve & moderada em seus protocolos de exercicio. (Yamaguchi et al,
2013; Galois et al, 2004). Em ambos os estudos a avaliacdo histolégica também foi
utilizada para interpretacdo da influéncia do exercicio na cartilagem articular, porém em
nenhum estudo foi utilizado as recomendacfes da OARSI para a avaliacdo histoldgica.

A maioria dos estudos que investiga as alteragdes histoldgicas na OA utiliza o
sistema de graduacdo histoldgica de Mankin (Mankin et al, 1971) em seu formato
original ou modificado (Gerwin et al, 2010). O sistema de Mankin é composto por 4
itens de avaliam qualitativamente as irregularidades e fibrilacbes da superficie da
cartilagem, celularidade, ortocromasia para Safranina (presenga de proteoglicanas) e
integridade da tidemark (Mankin et al, 1971). Apesar de ser um sistema de facil
aplicacdo e de alta reprodutibilidade entre avaliadores (Custer et al, 2007), sua avaliagdo
possui limitacbes como: avalia somente alteracbes da cartilagem articular, nao
envolvendo outros tecidos; ndo possui nenhuma medida morfométricas da cartilagem;
foi desenvolvida em OA severa de humanos, ndo sendo validada para ratos (Mankin et
al, 1971). No entanto, a avaliacdo histolégica utilizada em nosso estudo contempla todas
essas limitacOes, o que fortalece nossos resultados.

Podemos estabelecer que a utilizacdo de uma ferramenta especifica para nosso
modelo animal foi de fundamental importancia na interpretacdo dos resultados. A

avaliacdo histologica segundo as recomendacdes da OARSI contemplou aspectos
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referentes & degeneracdo da matriz cartilaginosa, como a extensdo da degeneracgdo, a
profundidade e a porcentagem total da lesdo. Assim como, mostrou a presenca de
osteofitos e alteracdes da camada calcificada e do osso sub-condral (Gerwin et al,
2010).

Dos 7 itens avaliados, 6 itens ou em torno de 86% das andlises foram capazes de
mostrar a influéncia de uma intervencdo na evolucdo da OA. Todos esses itens
apresentaram alta correlagéo entre os avaliadores. No estudo de Gerwin et al, 2010, que
publicou as recomendacGes da OARSI, é descrito uma alta correlagdo entre 0s
avaliadores (no estudo ele classifica como novatos e experientes) para a maioria dos
itens, com excecdo do item referente a pontuacdo da degeneracdo da cartilagem e o item
referente a extensdo total da degeneracdo da cartilagem. Mesmo assim, o autor reforca a
especificidade das recomendacBes e sugere a utilizacdo da avaliacdo histoldgica
elaborada para qualquer pesquisador da &rea, independente de sua experiéncia com
medidas de histologia da cartilagem (Gerwin et al, 2010).

Outro ponto a ser discutido € o resultado referente ao grupo S, que apresentou
similaridade ao grupo OA em toda avaliagdo aplicada. Atribui-se esse achado aos
fatores secundarios a cirurgia de inducdo da OA, como luxacdo patelar, ruptura da
capsula articular e extravasamento de liquido sinovial. Apesar de nosso modelo de OA
ser resultado da ruptura do LCA, acredita-se que esses fatores favoreceram o
desenvolvimento da OA no grupo submetido apenas ao procedimento cirdrgico. Além
disso, é descrito na literatura que um estimulo irritativo no complexo articular pode
estimular os sinoviocitos a secretarem mediadores pro-inflamatérios como a
interleucina-1 alfa e beta (IL-1a e IL-1B) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que
estimularam os condrocitos a sintetizar e secretar proteases, iniciando todo o processo

lesivo na OA (Goldring, Goldring, 2004; Goldring 2000).
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Reforgamos que nossos achados devem ser interpretados com cautela devido ha
uma limitagdo que encontramos no desenvolvimento do estudo, que foi a ndo avaliacdo
da &rea de secc¢do transversa da musculatura ao redor da articulagéo do joelho dos ratos.
Apesar dos estudos que nos baseamos para a formulacdo do protocolo de exercicio
descreverem incremento de forga e hipertrofia muscular nos animais (Hornberg, Farrar,
2004; Lowe, Alway, 2002), essa medida reforgaria nossos resultados relacioandos ao
fortalecimento muscular executado. Para estudos futuros, recomenda-se entdo a

avaliagédo da hipertrofia do tecido muscular.
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5.6. CONCLUSAO

O protocolo de exercicio de fortalecimento muscular proposto no presente
estudo exerceu uma influéncia positiva nas alteracdes histologicas da OA em ratos,
refletindo numa protecdo ao tecido em processo de degeneracdo. A utilizacdo de
fortalecimento muscular na OA tornou a evolugdo da doenca mais lenta, com menor
extensdo da degeneracdo e leséo da cartilagem. Por fim, a avaliacdo histoldgica segundo
as recomendacGes da OARSI mostrou ser uma ferramenta sensivel, reprodutivel e
indicada para investigacdo do efeito de uma intervencdo nas caracteristicas da

cartilagem na OA de joelho de ratos.
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RESUMO

Objetivo: O objetivo desse estudo foi investigar o efeito do fortalecimento muscular
nos biomarcadores da osteoartrite (OA) de joelho de ratos. Método: 36 ratos foram
divididos igualmente em 6 grupos: Controle (C), Osteoartrite (OA), Sham (S), Exercicio
(E), Osteoartrite e exercicio (OAE), Sham e Exercicio (SE). Os grupos E, OAE e SE
foram submetidos a 8 semanas do protocolo de fortalecimento muscular. Ao final do
experimento, as articulacdes do joelho de todos os ratos foram coletadas, processadas
em parafina e as laminas confeccionadas foram submetidas a técnica de
imunohistoquimica para identificacdo da expressdo da caspase-3, da metaloproteinase-1
(MMP-1), da metaloproteinase-13 (MMP-13), da interleucina 1 beta (IL-1p), do fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e da interleucina 6 (IL-6). Foi coletado também o material
sanguineo de todos os ratos para analise sérica da expressao da IL-1B, TNF-ao ¢ IL-6
pelo método ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay). Os dados foram avaliados
pelo teste ANOVA seguido do teste Post Hoc Tukey para a comparagao intergrupos de
todos os biomarcadores avaliados. Foi adotado um nivel de significancia de 5%.
Resultado: Os grupos OAE e SE apresentaram menos valores que os grupos OA e S
para expressao de caspase-3, MMP-1, MMP-13 e IL-6. Ja para a expressdo da IL-1p e
TNF-a, os grupos OAE e SE ndo apresentaram diferenca entre os grupos OA e S. Os
grupos C e E apresentaram 0s menores valores para expressdao de todos o0s
biomarcadores quando comparados aos outros grupos. N&o foi detectada a expressao
sistémica da IL-1 e TNF- no soro de nenhum grupo. Em relacdo a IL-6, somente foi
detectada a expressao sistémica no soro dos grupos OA e S, ndo apresentando diferenca
entre si. Conclusdo: O protocolo de fortalecimento muscular tem um efeito positivo nos
biomarcadores relacionados diretamente ao catabolismo dos principais constituintes da
cartilagem, porém sua modulacdo sistémica se restringe a IL-6 somente. Portanto, o
fortalecimento muscular tem potencial para atuar sobre biomarcadores da OA.

PALAVRAS-CHAVES: Osteoartrite; Exercicio; Fortalecimento muscular; Cartilagem;

Biomarcadores
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6.1. INTRODUCAO

O catabolismo excessivo da cartilagem na osteoartrite (OA) resulta em liberagdo
de produtos de quebra da matriz extracelular (MEC) no fluido sinovial e leva a resposta
inflamatéria da membrana sinovial, onde os macréfagos recrutam neutréfilos da
circulagdo, promovendo uma sinovite e liberando citocinas proinflamatérias e
proteinases nos tecidos adjacentes (Ghosh, Smith, 2002). Estes mediadores ativam 0s
condrdcitos da cartilagem e os fibroblastos sinoviais, modificando a biossintese de
proteoglicanos e colageno, e promovendo a liberacdo de biomarcadores do catabolismo
da cartilagem articular (Calich, Domiciano, Fuller, 2010).

Nesse processo, as principais citocinas pré-inflamatérias envolvidas sdo o fator
de necrose tumoral (TNF-a), a interleucina 1 beta (IL-1B) e a interleucina (IL-6)
(Kapoor et al, 2011). Estas citocinas estimulam a producéo de varias enzimas proteoliticas,
como as metaloproteinases (MMPs), que tém a habilidade de quebrar a maioria dos
componentes da MEC (Yasuda, 2006). Estudos descrevem que a IL-1B e o TNF-a regulam
genes catabdlicos como os da MMP-1 e MMP-13, desencadeando a degradacdo dos
constituintes da MEC (Kapoor et al, 2011; Aigner, Soeder, Haag, 2006).

Estudos com camundongos transgénicos tém confirmado a importancia da
MMP-13 e MMP-1 no desenvolvimento de OA (Holmebeck et al, 1999). Os inibidores
da atividade destas enzimas estdo sendo investigados com potenciais terapias na OA
(Holmebeck et a, 1999). Além disso, ha um interesse consideravel na compreensdo dos
fatores que levam ao aumento da atividade dessas enzimas, com a esperanca de
descobrir novos alvos terapéuticos para a OA (Troeberg, Nagase, 2011).

Assim, alteragdes bioquimicas importantes como a presenca de apoptose de

condrécitos sdo encontradas juntamente com alteracdes inflamatdrias decorrentes da

80



OA (Mutsuzaki et al 2007; Hattori et al 2006). Autores afirmam que a apoptose de
condrdcitos € um evento crucial na patogénese da OA (Mutsuzaki et al, 2007; Thomas
et al, 2007). No entanto, alguns estudos inferem ndo saber se a apoptose de condrécitos
é causa ou resultado da quebra da MEC da cartilagem articular. (Mutsuzaki et al, 2007;
Thomas et al, 2007).

Frisbie et al (2008) relataram que os biomarcadores locais e sistémicos estdo
sendo frequentemente utilizados no diagndstico de OA e podem trazer informagdes
especificas em relacdo ao anabolismo e catabolismo da MEC, pois as atividades desses
envolvem um processo dindmico de todos os elementos que constituem a articulagédo
(cartilagem, membrana sinovial e 0sso sub-condral).

J& para o tratamento da OA estdo sendo investigadas novas estratégias ndo
farmacoldgicas. (Breedveld, 2004). Considerando que a OA no joelho gera a diminuicao
da forca do quadriceps, sendo associada a dor na articulagdo, o exercicio de
fortalecimento muscular tem sido recomendado no tratamento da OA, principalmente
para incremento de forca do quadriceps (Lange et al, 2008; Wilk et al, 2006; Fransen et
al, 2003).

Apesar da importancia do exercicio na OA, poucos estudos tém demonstrado 0s
efeitos benéficos do exercicio em modelos animais de OA, sendo o exercicio de
intensidade moderada recomendado em modelo animal de OA (Yamaguchi et al 2013;
Galois et al 2004). Ja foi descrito que o exercicio aer6bico em modelo animal de OA
atua na modulagéo de biomarcadores do stress oxidativo (Cifuentes et al, 2010), porém
ndo ha relatos da atuacdo do exercicio de fortalecimentos muscular nos biomarcadores
de modelo animal de OA. Logo, a hipotese de nosso estudo é que o exercicio seja capaz
de modular a expressdo desses biomarcadores, favorecendo o controle da doenga no

modelos de OA investigado.
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6.2. OBJETIVO
O objetivo desse estudo foi investigar o efeito do fortalecimento muscular nos

biomarcadores da osteoartrite (OA) de joelho de ratos.
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6.3. METODOS

Animais

Foram utilizados 36 ratos machos (Wistar), 4 meses de idade (300+5.05 g) do
Biotério Central da Universidade Federal de Sdo Carlos, que permaneceram agrupados em
gaiolas plasticas, com livre acesso a agua e racdo. Os ratos foram mantidos no biotério do
Departamento de Fisioterapia (UFSCar), com as condicbes ambientais controladas
(luminosidade: ciclo de 12h claro/escuro). O experimento foi conduzido de acordo com
recomendacgdes éticas internacionais (National Research Council, 1996) e o projeto foi
aprovado no Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de S&o

Carlos (Parecer CEA/UFSCar n° 021/2010).

Grupos Experimentais

Os ratos foram divididos aleatoriamente em 6 grupos: Controle (C), n=6;
Osteoartrite (OA), n=6; Sham (S), n=6; Exercicio (E), n=6; Osteoartrite e Exercicio
(OAE), n=6; Sham e Exercicio (SE), n=6. O modelo animal de OA utilizado foi o da
transeccdo cirurgica do ligamento cruzado anterior (LCA) (Galois et al, 2004). Todos 0s
grupos foram submetidos aos procedimentos cirargicos da transeccdo do LCA, porém
0s grupos S e SE néo tiveram o ligamento seccionado. Os animais ficaram em livre
deambulacdo nas gaiolas por duas semanas apds a cirurgia, posteriormente 0S grupos
OAE e SE iniciaram o protocolo de fortalecimento muscular, trés vezes por semana,
durante oito semanas. Os grupos OA e S permaneceram livres em deambulacdo no
mesmo periodo do protocolo de exercicio. Ao final do experimento, totalizando 10

semanas, todos os animais foram eutanasiados.
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Protocolo de fortalecimento muscular

O protocolo de fortalecimento muscular foi adaptado de Hornberger, Farrar
(2004). Os ratos escalaram uma escada vertical (1,1 x 0,18 m, degrau de 2 cm,
inclinacdo de 80°) com uma carga presa em suas caudas. O aparato de carga foi preso a
porcdo proximal da cauda do rato com uma fita-adesiva (Micropore®). No topo da
escada os ratos alcangcaram uma gaiola (20 x 20 x 20 cm), como apoio.

Inicialmente foi feita a familiarizag&o dos ratos com o protocolo, que consistia
na escalada da escada sem a carga. Os ratos que ndo se adaptaram a familiarizacao
foram excluidos. Nao foi realizado qualquer estimulo nocivo para realizar a escalada.

No primeiro dia do protocolo foi calculada a carga de resisténcia maxima inicial
(RMI) de cada rato. Para isso, foi feita uma escalada inicial com 50% do peso corporal
(150 g), adicionandouma carga de10% do pesocorporal (x30 @) atéo
mesmo interromper a subida. A RMI foi determinada pela ultima carga que o rato
conseguiu realizar uma escalada completa.

Os ratos fizeram 1 sessdo com 1 série de 10 repeticGes, com 2 minutos de
intervalo. Foram 3 sessOes por semana, por 8 semanas. A carga do protocolo de
exercicio resistido foi progressiva, na seguinte evolucdo: 1 2 e 2 @ semana 50% da RMI,
semanas 3 e 4 com 75% da RMI, 5 2 e 6 2 semana 90% da RMI, 7 e 8 semanas com
100% da RML.

O protocolo utilizado seguiu todas as diretrizes da American Geriatrics Society
(AGS) para a aplicagéo de exercicios de fortalecimento muscular no tratamento da OA
(AGS, 2001) e também seguiu as recomendacdes para aplicacdo de exercicios de

hipertrofia muscular em modelos animais (Lowe, Alway, 2002).
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Processamento histologico das articulacdes

ApoOs a eutanasia dos ratos, os joelhos esquerdos foram removidos e desarticulados,
separando para o estudo o condilo femoral medial de cada articulagdo (Gerwin et al, 2010). O
material foi fixado em formol a 10% por 3 dias e submetidos & descalcificacdo em &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 40% durante aproximadamente 30 dias. Esse material
foi processado em parafina e emblocado, obtendo-se um bloco para cada condilo femoral.
Posteriormente, cada bloco foi cortado no plano sagital em Micrétomo (LEICA®, Alemanha).
Os 30 primeiros cortes de 6 um foram descartados, e a partir dai, cortes de 6pum foram

selecionados para a confeccdo das laminas (Gerwin et al, 2010).

Avaliacdo Imunohistoguimica da caspase-3, MMP-1, MMP-13, IL-1B, TNF-

oelL-6.

Para essa avaliacédo, todas as laminas receberam os mesmos procedimentos, com
excecdo da incubacdo em anticorpo primario especifico para cada avaliagdo. Os cortes
das articulacBes foram desparafinizados em xilol (Qhemis) e reidratados com alcool
etilico (Qhemis) em concentragdes decrescentes. Foi realizada a recuperacdo 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 o0 bloqueio das ligacdes inespecificas por 20 minutos soro
blogueadoras (Kit ABC Elite Vector PK-6200) com reagente especifico (Kit VECTOR
PK-6000). Posteriormente, todas as laminas foram incubadas overnight em temperatura
ambiente com cada anticorpo primario especifico na diluicdo recomendada pelo
fabricante. Apos 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
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minutos e o cromégeno 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 laminas por meio de um microscépio 6ptico
(Axiolab, Carl Zeiss, Jena, Alemanha) com uma cémera digital acoplada (Sony
DSCs75, Tokyo, Japéo). Foram selecionados aleatoriamente 3 campos de cada imagem,
imagem capturadas ao longo da extensdo de cada lamina, visualizados em microscopio
de luz sob um aumento de 200 vezes. Foi feita uma avaliacdo semi-quantitativa da
expressdo de caspase-3, MMP-1, MMP-13, IL-1B, TNF-a e IL-6, determinando o
namero (porcentagem) de condrécitos ou lacunas que estavam com imunomarcagao
positiva em relagdo a todos os condrécitos/lacunas presentes no campo, sendo feita uma
média dos 3 campos para cada imagem. Todas as laminas foram avaliadas por 2

observadores cegados

Processamento do material sanguineo

Foi feita a puncdo cardiaca dos ratos antes da eutanasia, sendo que apds a coleta o
sangue ficou em repouso na geladeira por 4 horas. Posteriormente, foi centrifugado a

1500 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi congelado a -80°C.

Avaliacao da expressao sérica de TNF-a, IL-1B, IL-6

As citocinas foram quantificadas no fluido sanguineo acordo com instrucfes do
fabricante (R&D Quantikine). As citocinas TNF-o, IL-1p e IL-6 foram detectadas
empregando anticorpos de captura, citocinas-padréo e anticorpos associados a biotina e

amplificados com avidina-peroxidase. Como substrato sera utilizado TMB e a reacéo foi
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bloqueada adicionando &cido sulfarico (1 M de H2SO4) aos pogos. A leitura das
amostras foi realizada em filtro de 450 nm e 570 nm.
O limite de sensibilidade do ELISA para a deteccdo das citocinas no soro foi de:

TNFo =6 pg/mL; IL1B =5 pg/mL e IL6 - 21 pg/mL, segundo o fabricante do Kit.

Processamento estatistico dos dados

Os dados foram analisados por meio do software Statistica® Software (versdo 7,
StatSoft, Inc., Tulsa, USA). Inicialmente foi feito a estatistica descritiva (média e
desvio padrdo). Aplicou-se o teste de Shapiro-Wilk para a verificacdo da normalidade
dos dados. Como os dados apresentaram distribuicdo normal, foi aplicado o teste
ANOVA (Analysis of Variance), seguido do teste Post Hoc Tukey para a comparagéo
intergrupos. Para todos os testes estatisticos foi considerado o nivel de significancia de

5% (p < 0.05).
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6.4. RESULTADOS

De uma forma geral nossos resultados apontam que o protocolo de exercicio de

fortalecimento muscular utilizado proporcionou modificacbes na expressdao dos

biomarcadores da osteoartrite.

Avaliacdo da expressao da caspase-3, MMP-1, MMP-13, IL-1B8, TNF-a. e IL-6

na cartilagem articular

Os grupos OA e S apresentaram 0s maiores valores para expressdo de todos 0s
biomarcadores quando comparados com 0S outros grupos. Ja 0s grupos submetidos ao
protocolo de fortalecimento muscular, OAE e SE, apresentaram menores valores que 0s
grupos OA e S para a expressdo dos seguintes biomarcadores: caspase-3, MMP-1,
MMP-13 e IL-6. J& em relacdo ao TNF-o e IL-1PB, ndo foi encontrada diferenca
estatistica significativa entre esses grupos. Os grupos C e E apresentaram oS menores
valores para a expressao de todos os biomarcadores quando comparados aos outros

grupos (Figura 1)
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Figura 1. Representacéo gréafica da média dos grupos para cada biomarcador avaliado
na cartilagem articular:

1.1 Expressdo de caspase-3 * SE e C (p=0.01); SE e E (p=0.01); ** OAE e C
(p=0.02); OAE e E (p=0.01);*** Se C (p=0.01); Se E (p=0.01); S e OAE (p=0.01); S
e SE (p=0.01); ****OA e C (p=0.01); OA e E (p=0.01); OA e OAE (p=0.01); OA e SE
(p=0.01);

1.2 Expressdo da MMP-1 * SE e C (p=0.01); SE e E (p=0.01); ** OAE e C (p=0.01);
OAE e E (p=0.01);*** S e C (p=0.01); S e E (p=0.01); S e OAE (p=0.03); S e SE
(p=0.03); ****OA e C (p=0.01); OA e E (p=0.01); OA e OAE (p=0.03); OA e SE
(p=0.02);

1.3 Expressdo da MMP-13 * SE e C (p=0.01); SE e E (p=0.01); ** OAE e C (p=0.01);
OAE e E (p=0.01);*** S e C (p=0.01); S e E (p=0.01); S e OAE (p=0.01); S e SE
(p=0.01); ****OA e C (p=0.01); OA e E (p=0.01); OA e OAE (p=0.01); OA e SE
(p=0.01);

1.4 Expressdo da IL-6 * SE e C (p=0.02); SE e E (p=0.02); ** OAE e C (p=0.01);
OAE e E (p=0.01);*** S e C (p=0.01); S e E (p=0.01); S e OAE (p=0.02); S e SE
(p=0.02); ****OA e C (p=0.01); OA e E (p=0.01); OA e OAE (p=0.02); OA e SE
(p=0.02);
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1.5 Expressdo da TNF-a * C e SE (p=0.01); C e OAE (p=0.01); C e S (p=0.01); C e
OA (p=0.01) ** E e SE (p=0.01); E e OAE (p=0.01); E e S (p=0.01); E e OA (p=0.01)
1.6 Expressao da IL-1f, * C e SE (p=0.01); C e OAE (p=0.02); C e S (p=0.01); C e
OA (p=0.01) ** E e SE (p=0.01); E e OAE (p=0.01); E e S (p=0.01); E e OA (p=0.01)

Como pode ser observado, nosso protocolo de fortalecimento muscular
desencadeou mudancas na expressao de biomarcadores em nosso modelo animal de

osteoartrite (Figura 2).

Grupo OA Grupo OAE

Caspase-3

MMP-1

MMP-13

Figura 2: Fotomicrografias das laminas dos grupos OA e OAE referente a
imunohistoquimica da caspase-3, MMP-1, MMP-13 e 1l-6. A imunomarcagéo positiva
para os biomarcadores deve ser observada nas regides e/ou células com a coloracéo
marrom.
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Avaliacdo da expressao da IL-18, TNF-a e IL-6 no soro

Né&o foi detectada em nenhum grupo a expressao da IL-1B e do TNF-a. A IL-6 foi
detectada somente no soro dos grupos OA e S, ndo apresentando diferenca significativa

entre os grupos (Tabela 1)

Tabela 1. Quantidade de IL-6 detectada no soro:

Grupos Media (pg/mL) Desvio Padrao
OA 183.638 +42.176
S 121.448 +10.927
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6.5. DISCUSSAO

Os principais achados desse estudo foram que o protocolo de fortalecimento
muscular utilizado atuou na modulacdo da expresséo de biomarcadores de nosso modelo
animal de OA. Seu efeito nos biomarcadores pode refletir em um controle e/ou um
retardo na progressao da doenca, mas apesar de significativos, esses achados devem ser
interpretados com cautela.

O exercicio fisico de intensidade moderada j& tem seus efeitos descritos em
modelos animais de OA, com relato de beneficio principalmente para a histologia da
cartilagem (Yamaguchi et al, 2013, Galois et al, 2004). Também ja foi descrito que o
exercicio fisico tem atuacdo anti-inflamatoria, podendo atenuar manifestacGes de
doengas cronicas e processos degenerativos por meio de reducdo de biomarcadores
relacionados a inflamac&o (Petersen, Pedersen, 2005).

Em nosso estudo, os animais que foram submetidos ao exercicio apresentaram
menor expressdo da IL-6, e ndo modificaram a expressdo da IL-1p e do TNF-a. Por um
lado, pode-se interpretar esse resultado como um efeito ruim do exercicio, pois alguns
autores descrevem que a IL-6 possui atividade reguladora anti-inflamatéria, incluindo
efeitos inibitorios sobre a producdo e secrecdo de TNF-a e estimulo da sintese das
citocinas anti-inflamatérias como a interleucina 10 (IL-10) (Silva, Macedo, 2011;
Petersen, Pedersen, 2005; Moldoveanu, Shephard, Shek, 2001)

Por outro lado, a anélise dos mediadores inflamat6rios como IL-6, IL-1p e TNF-
a na OA sugere que a IL-6 aparece como 0 maior componente nos condrocitos em
situacOes degenerativas. Interpreta-se que, ao responder a estimulacdo pela IL-6, 0s
condrocitos contribuem para o inicio da cascata inflamatdria, com a sintese de IL-1p e
TNF-0, tornando assim a IL-6 como a chave mediadora e efetora da angiogénese,

inflamacéo e degeneracéo articular (Dozin et al, 2002).
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Na verdade, o que se pode afirmar é que a IL-6 esta diretamente associada as
doencas do envelhecimento, tendo-se até j& descrito o termo “A citocina dos geriatras”
(Ershler, 2003). Por fim, devemos compreendé-la como uma citocina multifuncional
que, em algumas situacdes, tem acdo anti-inflamatoria e, em outras, pré-inflamatoria
(Lange et al, 2012; Goldring & Goldring 2004), podendo atuar em processos
inflamatorios agudos e cronicos (Lange et al, 2012).

Portanto, observa-se que 0s estudos da area sdo contraditorios em relagdo aos
efeitos do exercicio sobre esses biomarcadores. Na verdade, o que é consenso entre 0s
pesquisadores € que a resposta do organismo frente ao exercicio vai sempre depender 0s
parametros eleitos para a aplicacdo do exercicio (Garber et al, 2011). Ao observar 0s
parametros de nosso protocolo de exercicio, podemos afirmar que foram seguidas as
recomendagdes do fortalecimento muscular para individuos com OA de joelho da
American Geriatrics Society (AGS), que preconiza um protocolo com intensidade de 40-
60% da resisténcia maxima (RM), com 8-10 repeticGes, com frequéncia de 2-3 dias por
semana (AGS, 2001).

Outro achado importante do nosso estudo foi que apesar das citocinas
inflamatorias consideradas como chave para a patogénese da OA, TNF-a e IL-1pB, ndo
serem expressas nNo soro sanguineo dos animais, nem apresentarem diferenca em sua
expressdo na cartilagem articular ap6s a aplicacdo de exercicio, outros biomarcadores de
catabolismo da cartilagem tiveram sua expressao reduzida apds o exercicio. Ja foi
proposto que a MMP-1 esta envolvida na degradacao inicial da OA, principalmente na
zona superficial da cartilagem, enquanto que a MMP-13 desempenha um papel mais
robusto e tardio na doenca, principalmente relacionado a degradacédo irreversivel do

colageno articular. (Rengel, Ospelt, Gay, 2007). Baseado entdo em nossos achados e
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com respaldo na literatura pode-se interpretar que o fortalecimento muscular teve um
efeito positivo na modulagcdo da MMP-1 e MMP-13, pois reduziu sua expressao.

E ndo sé em relacdo as proteinases, mas a atividade apoptética também foi
reduzida com a prética de exercicio. Estudos relatam que a inflamac&o articular pode
induzir a apoptose das células sinoviais por meio da acdo das citocinas pro-
inflamatorias, principalmente o TNF-a (Aizawa et al. 2001, Salamone et al. 2001, Kim
2003). Consequentemente, a morte de condrécitos é vista como evento crucial na
patogénese da OA (Blanco 1998, Hashimoto 1998). Segundo Lotz, Hashimoto e Kihn
(1999). Duas caracteristicas sdo importantes para considerar a morte de condrocitos: (1)
a cartilagem articular ndo possui células fagociticas para a retirada das células mortas da
MEC, o que potencialmente afeta a estrutura e funcdo dos condrocitos remanescentes;
(2) a cartilagem articular por ndo ser vascularizada e ndo possuir células-tronco
mesenquimais, apresenta dificuldade na reposicdo celular, o que pode prejudicar a
habilidade da cartilagem em manter e reparar a MEC.

Logo, a reducdo da expressdo da caspase-3 nos grupos submetidos ao exercicio
fisico também pode ser interpretada como um efeito positivo do fortalecimento
muscular em nosso modelo animal de OA. Portanto, apesar do exercicio nao ter tido
efeito significativo nos principais e mais estudados mediadores inflamatérios da OA,
TNF-a e a IL-1B (Kapoor et al, 2011), pode inferir que ele atua em outros
biomarcadores na OA, controlando e/ou retardando a evolucgdo da doenca.

Por fim, o fato de ndo haver expressdo sistémica das citocinas TNF-a e IL-1p,
pode-se estabelecer que a OA apresente um carater inflamatério sisttmico somente
numa fase mais tardia da doenca. Essa afirmacédo deve ser interpretada com cautela, pois
apesar de alguns autores descreverem que as alteracdes teciduais locais sdo responsaveis

pelo inicio da OA (Loeser et al, 2012; Pagura et al, 2005), outros autores descrevem que
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a OA é uma doenga muito mais complexa, com mediadores inflamatorios sinalizando a

degeneracéo pela cartilagem, osso e membrana sinovial (Berenbaum, 2013).
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6.6. CONCLUSAO
O protocolo de fortalecimento muscular utilizado atuou na modulacdo da
expressdo de biomarcadores de nosso modelo animal de OA. Seu efeito nos
biomarcadores pode refletir em um controle e/ou um retardo na progressdo da doenca,
sendo recomendados novos estudos para sua consolidacdo como estratégia na

reabilitacdo da OA.
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