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RESUMO

GALVAO, Maize Rezende, M.S., Universidade Federal de Vicosa, abril de
2005. Aspectos clinicos e morfofisiolégicos da articulagcdo fémoro-
tibio-patelar de ratos ap6s imobilizacdo prolongada e remobilizacao.
Orientador: Ricardo Junqueira Del Carlo. Conselheiros: Anténio José Natali
e Marlene Isabel Vargas Viloria.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar os aspectos clinicos e
morfofisiolégicos da articulagdo do joelho de ratos apds imobilizacao
prolongada e remobilizacdo com atividade livre e natacédo. Trinta e quatro ratos
adultos machos (Wistar) foram alocados aleatoriamente em um dos quatro
grupos: sem imobilizacdo (G1, n = 4), com imobilizacdo (G2, n = 10),
imobilizacdo e remobilizacdo com atividade livre (G3, n = 10), imobilizacéo e
remobilizacdo com atividade livre e natacao (G4, n = 10). Os animais tiveram o
joelho direito imobilizado por 45 dias. Os animais do G2 foram sacrificados
apos o periodo de imobilizacdo, juntamente com os animais do G1. Apdos o
periodo de imobilizacdo os animais do G3 movimentaram livremente em suas
respectivas gaiolas e 0s animais do G4, além da movimentagdo na gaiola,
foram submetidos a um programa de natacdo por 5 semanas, sendo todos
sacrificados em seguida. Durante este periodo de remobilizacdo os animais
dos G3 e G4 foram submetidos a avaliacao clinica da marcha. Apds sacrificio a

resisténcia a flexao articular do joelho direito de todos os animais foi avaliada e
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cortes histolégicos da capsula articular, cartilagem e osso subcondral foram
obtidos. Os resultados mostraram que os animais do G4 apresentaram melhor
evolucao na marcha nos cinco primeiros dias, em relacdo aqueles do G3. Apos
este periodo a evolucdo na marcha foi similar nos G3 e G4. Animais do G2
apresentaram rigidez articular enquanto nos do G3 e G4 o movimento estava
préximo ao normal. A andlise histolégica mostrou que a imobilizacdo promoveu
aumento da espessura da capsula articular, evidenciada pela presenca do
tecido conjuntivo fibroso substituindo o tecido adiposo no G2, mas em menor
proporcao nos G3 e G4. Pela andlise da cartilagem articular e osso subcondral
pode-se observar que a imobilizacdo determinou perda de proteoglicanos da
matriz cartilaginosa, aumento do niumero de condrdcitos dispostos de forma
irregular, aumento da espessura da cartilagem calcificada, irregularidade da
superficie articular, proliferacdo de tecido conjuntivo no espaco intra-articular e
aumento da espessura do 0sso subcondral. Os animais do G3 apresentaram
um maior numero de alteracdes tanto na cartilagem articular como no 0sso
subcondral, quando comparados com aqueles do G4. Concluiu-se que a
imobilizacdo degenerou as células sinoviais, indicando diminuicdo da producao
de fluido sinovial e reducdo do suprimento nutricional a cartilagem; e que tanto
a atividade livre na gaiola quanto sua associa¢cdo com a natacéo influenciaram
positivamente o retorno das condigcbes morfolégicas da capsula, anteriores a

imobilizacao.
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ABSTRACT

GALVAO, Maize Rezende, M.S., Universidade Federal de Vicosa, April, 2005.
Clinical and morphophisiological aspects of the rat knee articulation
after immobilization and remobilization. Adviser: Ricardo Junqueira Del
Carlo. Committee Members: Antdnio José Natali and Marlene Isabel Vargas
Viloria.

The aim of this study was to evaluate the clinical and morphophisiological
aspects of the rat knee articulation after immobilization and remobilization with
free activity and swimming. Thirty four adult male rats (Wistar) were randomly
allocated into one of four groups: without immobilization, (G1, n = 4), with
immobilization (G2, n = 10), immobilization and remobilization with free activity
(G3, n = 10), and immobilization and remobilization with free activity and
swimming (G4, n = 10). Animals had the right knee joint immobilized for 45
days. Animals from G2 were killed after this immobilization period and so were
those from G1. After the immobilization period animals from G3 were allowed to
move freely in their cages and those from G4 add to that were submitted to a
swimming program for 5 weeks and were than all killed. During the
remobilization period animals from G3 and G4 had their march clinically
evaluated. After being killed the articular amplitude of the right knee was

assessed in all animals and histological slices from the articular capsule,
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cartilage and subchondral bone were obtained. The results showed that animals
from G4 exhibited a better march evolution on the first five days period as
compared to those from G3. After such period march evolution were similar in
both G3 and G4. Animals from G2 displayed rigid joint while in those from G3
and G4 the articular movement was close to normal. The histological analysis
pointed out that immobilization led to increase in articular capsule thickness
evidenced by the presence of fibrous connective tissue replacing adipose tissue
in G2, but proportionally less in G3 and G4. By the analysis of the articular
cartilage and subchondral bone it was observed that immobilization determined
loss of proteoglycans from the cartilaginous matrix, increase in the number of
regularly arranged condrocytes, increase in calcified cartilage thickness,
irregularity in the articular surface, proliferation of connective tissue in the intra-
articular space and increase in subchondral bone thickness. A animals from G3
displayed a greater number of alterations in both articular cartilage and
subchondral bone, as compared to those from G4. It was concluded that:
immobilization degenerated synovial cells indicating decreased synovial fluid
production and reduced nutritional supplying to the cartilage; and both free
cage activity and its association with swimming influenced positively the return

of the capsule morphologic conditions to those before immobilization.



1 — INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

As mudancas histologicas que ocorrem apos imobilizacdo de articulacéo
sinovial normal sé&o progressivas e incluem proliferacdo dos tecidos sinovial e
conjuntivo, aderéncia da superficie articular, necrose e ulceracéo da cartilagem,
e alteracdes do osso subcondral (THAXTER et al., 1965).

Quando a articulacdo do joelho € imobilizada por um periodo
prolongado, as mudancas degenerativas na cartilagem podem ser ocasionadas
por pressdo local ou auséncia dela e se assemelham as produzidas nas
doencas articulares degenerativas (TROYER, 1975).

A carga mecanica influencia o desenvolvimento e a manutencdo do
tecido esquelético, incluindo a cartilagem articular. Especificamente, a pressao
hidrostética intermitente é responsavel pela manutencdo da cartilagem. Ja a
pressao, friccdo e a carga estatica prolongada ou auséncia dela determinam
destruicéo e ossificacdo da cartilagem (VANWANSEELE et al., 2002).

Estudos realizados em humanos, mostraram que, ap0s imobilizacéo,
tanto a cartilagem articular, quanto o osso subcondral e os musculos
periarticulares sofrem rapida e frequentemente, profunda atrofia de desuso
(BRANDT, 2003).

A cartilagem articular requer algum regime de carga e movimento para
manter sua natureza fisica e propriedades bioquimicas. Modelos

experimentais, in vivo, de reducao de carga articular e imobilizacdo do membro
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induzem a degeneracao articular, incluindo reducao da hidratacao, alteracao da
estrutura e reducado da sintese de proteoglicanos. A diminuicdo da espessura
da cartilagem articular, observada em alguns locais, pode refletir na diminuicao
da capacidade de absorcdo de cargas na articulacdo. Algumas destas
alteracdes sdo, a0 menos parcialmente, reversiveis para valores normais apos
a remobilizacdo da articulacdo (LEROUX et al., 2001; NARMONEVA et al.,
2002).

De acordo com HAAPALA et al. (1999), as mudancas induzidas pela
falta de carga na articulacdo de cédes, sdo reversiveis em muitos locais
estudados na matriz da cartilagem calcificada e na matriz da cartilagem néo
calcificada, mas a completa restauragdo da concentracdo de
glicosaminoglicanos de forma uniforme, mesmo apds a remobilizacao por 50
semanas, sugere que um longo periodo de remobilizacdo pode ser necessario.

Segundo FINSTERBUSH & FREDMAN (1973) e ROY (1970),
mudancas degenerativas na cartilagem que iniciaram-se na camada superficial,
estenderam-se as camadas profundas com o prolongamento do tempo de
imobilizacao.

Para BRANDT (2003), a imobilizacdo prolongada de uma articulacéo
sinovial resulta em perda de macromoléculas estruturais da matriz, porém se a
imobilizacdo for interrompida, os condrécitos voltam a sintetizar as
macromoléculas com suficiente rapidez e, a cartilagem podera ser sintetizada
com éxito tornando as alteracdes reversiveis. Caso contrario, a lesdo podera
ser permanente e irreversivel.

A imobilizacdo prolongada em cées alterou os proteoglicanos exercendo
forte influencia negativa na propriedade biomecanica da cartilagem (HAAPALA
et al.,, 1999). Estudos realizados por FU et al. (2001), mostraram que seis
semanas de imobilizacdo produziram doenca articular degenerativa em joelhos
de coelhos, onde o contetdo de 4gua aumentou e o de proteoglicanos diminuiu
significativamente.

Estudos in vitro (PALMOSKI, 1981) mostraram que forga compressiva
estética resulta em reducdo reversivel do nivel de sintese de proteoglicanos na
cartilagem articular humana normal, enquanto cargas ciclicas, como ocorre na

deambulacéo, estimulam a sintese de proteoglicanos pelos condrécitos.



Segundo JAMES & UHLT (2001), a exposicdo da cartilagem articular
humana a traumatismos pode suprimir a sintese de proteoglicanos. Estes
traumas podem afetar, também, a matriz e os condrdcitos, mas a perda de
proteoglicanos € a mudanca inicial mais 6ébvia. A cessacdo do processo
responsavel pela perda dos proteoglicanos permite aos condrécitos restaurar
0S componentes da matriz, e a cartilagem articular retornar a sua composicéao e
fungbes normais. Entretanto, se este processo continua, 0os danos ocorridos na
cartilagem podem se tornar irreversiveis.

Apods imobilizacéo da articulacdo de ratos, a degeneracdo e necrose dos
condrécitos ocorrem tanto nas areas de contato quanto naquelas livres de
contato. As mudancas nas areas de contato aparecem precocemente e sao
mais severas, resultando em rapido inicio de necrose. As alteracbes ocorrem
tanto por acdo da compressao mecanica quanto pela imobilizacédo, por impedir
a difusdo de nutrientes do fluido sinovial pela cartlagem comprimida. A
imobilizacao pode também impedir a difusdo do fluido sinovial pela auséncia de
movimento articular e consequente falta de bombeamento. Assim, as
mudancas nas areas de contato representam a combinacdo dos efeitos
compresséo e imobilizacdo (ROY, 1970).

FINSTERBUSH & FREDMAN (1973) observaram, apdés duas semanas
de imobilizacdo em coelhos, que a area da superficie articular, ndo submetida a
contatos, foi coberta por fina camada de células sanguineas e por material
amorfo ndo identificado. Ap6s quatro semanas de imobilizac&o, no limite entre
as areas da cartilagem articular submetidas a contato e aquelas nao
submetidas a contato, a cartilagem encontrava-se espessada e com fissuras. O
0SSO subcondral nesta regido estava relativamente mais espesso em
comparacao com outras areas.

O entendimento da relacdo entre uso/desuso articular e degeneracéao
articular é importante no desenvolvimento de estratégias para prevenir e tratar
doencas articulares como a osteoartrite ou estabelecer programas de
reabilitacdo apds procedimentos cirdrgicos ou restricdo prolongada de
movimentacao.

O objetivo deste trabalho foi avaliar clinica e morfofisiologicamente os

efeitos da imobilizac&o articular e da remobilizacdo sobre o joelho de ratos,



pois 0 conhecimento destas alteracbes € essencial para a otimizacdo de

programas de reabilitacdo de pacientes humano e veterinario.



2 — MATERIAL E METODOS

2.1. Animais de experimentacao

Foram utilizados 34 ratos adultos machos (Ratus Norvegicus — Wistar),
com peso corporal entre 150 e 250 gramas, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Vigcosa. Os animais foram distribuidos aleatoriamente
em um dos quatro 4 grupos experimentais: 1) sem imobilizacdo (G1, n = 4); 2)
com imobilizacdo (G2, n = 10); 3) imobilizacdo e remobilizacdo com atividade
livre (G3, n = 10); e 4) imobilizagdo e remobilizacdo com atividade livre e
natacéo (G4, n = 10). Os animais foram alojados em gaiolas coletivas (2 por
gaiola), mantidos em ambiente com temperatura média de 24°C e fotoperiodo
de 12 horas. Todos o0s animais receberam racdo comercial e agua destilada ad

libitum.

2.2. Modelo de Imobilizagéo

Os animais dos grupos 2, 3 e 4 foram anestesiados por inalacdo de éter
etilico em camara de gas e manutencdo em circuito anestésico aberto e
tiveram a articulacdo fémoro-tibio-patelar direita imobilizada com atadura

gessada, conforme modelo proposto por FRATESCHI (2002), em posi¢cao de



extensdo por 45 dias. O gesso foi colocado mantendo também a articulacéo
coxofemoral em extensdo e abducao de 45°. Para manter fixa a imobilizacéo, o
gesso foi colocado ao redor das regibes pélvica e abdominal, sendo que a
articulacao tibio-tarsica foi mantida livre (Figura 1). O aparelho gessado foi
substituido imediatamente, quando necessario, e ndo impedia o deslocamento

dos animais nas gaiolas.

Figura 1 - Imobilizac&o da articulacdo fémoro-tibio-patelar direita dos ratos.

2.3. Modelos de Exercicio

Os animais do G3, ap6s a retirada do gesso, foram alojados em gaiolas
apropriadas, movimentando-se livremente durante cinco semanas. Os animais
do G4, apos a retirada do gesso, da mesma forma, foram alojados em gaiolas,
permitindo movimentacdo livre e, adicionalmente, foram submetidos a um
programa progressivo de natacdo, cinco vezes por semana, durante cinco
semanas de acordo com 0 seguinte protocolo: na primeira semana, para
adaptacdo, os animais nadaram por cinco minutos, acrescentando-se cinco
minutos a partir do segundo dia. Assim, ao final da primeira semana 0s animais
estavam nadando 25 minutos. Na segunda semana, iniciou-se com 30 minutos
de natacdo chegando aos 50 minutos. Na terceira semana, iniciou-se com 55
minutos de natacdo e segundo dia atingindo 60 minutos, a partir dai a sessdo
de natacédo teve duracdo diaria de 60 minutos até a quinta semana.

A natacdo foi executada em um tanque com as seguintes dimensdes:
80cm X 65cm X 45cm (profundidade, largura e comprimento, respectivamente),
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com agua aquecida e mantida entre 32 e 35°C para amenizar o estresse dos
animais. O nivel da agua inicialmente foi de 19 cm para que 0s animais
pudessem colocar o membro posterior esquerdo no fundo do tanque,
permitindo uma adaptacdo do animal ao meio. A partir do segundo dia foi

aumentado para 30cm, permitindo somente a natacao livre.

2.4. Avaliagao Clinica

Para avaliacdo clinica da marcha, apos a retirada da imobilizacdo, os
animais do G3 e G4 foram observados em suas respectivas gaiolas cinco dias
por semana, durante cinco semanas, num total de 25 parcelas de tempo,
classificando a evolugcdo da marcha com notas variando de 1 a 5, de acordo
com o0s seguintes critérios: 1- marcha sem apoio; 2- marcha com apoio do
membro mantendo-o em extensdo e abducdo; 3- marcha com apoio do
membro mantendo-o em extensdo; 4- marcha com apoio do membro

mantendo-o em abducé&o; 5- marcha normal.

2.5. Avaliacao fisioldgica

Os animais do Gl e G2 foram sacrificados por superdosagem
anestésica (éter etilico) em camara de gas logo apds a retirada do gesso,
enguanto que os animais do G3 e G4 foram sacrificados ao final do periodo de
exercicio, ou seja, apés 5 semanas.

Para a avaliacdo da efetividade da remobilizacédo, apds o sacrificio dos
animais do G1, G2, G3 e G4, analisou-se o grau de movimentacdo da
articulacdo do joelho em comparacdo com a movimentacdo da articulacdo
contra-lateral, determinando, desta forma, a resisténcia a flexdo articular, de
acordo com EVANS et al (1960).

2.6. Avaliacao histoldgica

Para analise histologica, foram coletadas a cépsula articular da
articulacéo fémoro-tibio-patelar e as epifises distal do fémur e proximal da tibia

direita de todos os animais.



As cépsulas articulares foram isoladas apds dissecacéo dos ligamentos
patelar e colaterais e liberacdo da patela. Em seguida foram fixadas em formol
neutro a 10% tamponado, por aproximadamente 24 horas. Apoés a fixacao, as
capsulas foram processadas rotineiramente pela técnica de inclusdo em
parafina, e realizados cortes de 60m de espessura na capsula articular e
corados com Hematoxilina & Eosina (HE), e examinados ao microscopio optico
objetivando analisar a proliferacdo de tecido conjuntivo subsinovial
intracapsular, presenca de vilos e proliferacao celular.

Os fragmentos osteocondrais coletados foram fixados em formol neutro
a 10% tamponado, por aproximadamente 48 horas. ApG6s a fixacdo, os
fragmentos foram descalcificados em acido formico a 10%, tamponado com
citrato de sodio pH 4,5, sob vacuo moderado. ApoOs descalcificacao, estes
fragmentos foram seccionados longitudinalmente e, entdo, processados
rotineiramente pela técnica de inclusdo em parafina. Os cortes de 600m de
espessura foram corados com Hematoxilina & Eosina (HE) e Azul de toluidina e
examinados ao microscopio 6ptico objetivando analisar alteracdes celulares e
da matriz cartilaginosa, proliferacdo de tecido conjuntivo no espaco intra-
articular e irregularidade da superficie articular e, no 0sso subcondral avaliar a

espessura e aspecto das trabéculas.

2.7. Tratamento estatistico

Para andlise estatistica, os dados da avaliagdo das marchas dos grupos
atividade livre (G3) e atividade livre + natacdo (G4) foram submetidos aos
testes de andlise de variancia (ANOVA) e teste F. Os dados foram em seguida
submetidos ao teste de Tukey a 5% de probabilidade com residuo combinado
(Erro A + Erro B) e grau de liberdade combinado, para analisar o
comportamento das médias das marchas ao longo do tempo. Os achados

macroscopicos e histolégicos foram submetidos a andlise descritiva.



3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados da avaliacdo da marcha dos grupos atividade livre (G3) e
atividade livre + natacéo (G4), como dois tratamentos distintos, submetidos aos

testes estatisticos estéo representados nas Tabelas 1 e 2.

Tabelal — Demonstrativo da analise de variancia da marcha dos grupos 3 € 4,
apos 45 dias de imobilizacdo e 5 semanas de remobilizacdo da articulagdo do
joelho.

Fator de Graus de Soma dos Quadrados o
Variancia Liberdade Quadrados Médios Valorde F  Probabilidade
Tratamentos 1 0,20 0,20 0,019 ns
Erro A 18 184,76 10,24
Tempo 24 452,30 18,84 49,270 S
Interacéo 24 14,30 0,59 1,557 S
Erro B 432 165,24 0,3825
TOTAL 499 816,8
Média 4,08
Coeficiente de variacdo parcela 78,5249
Coeficiente de variacdo sub-parcela 15,1585

De acordo com a tabela 1, ndo houve diferenca significativa entre os

tratamentos, a 5% de probabilidade pelo teste F, porém, o fator Tempo e a
interacdo Tratamento “vS” Tempo foram significativos ao mesmo nivel de

significancia.



Tabela 2 — Médias dos escores atribuidos a marcha de ratos submetidos a
imobilizacdo da articulagdo fémoro-tibio-patelar por 45 dias seguida de
remobilizacdo com atividade livre (G3) e atividade livre associada a natacao
(G4).

Observacgoes Grupo 3 Grupo 4
1 1,3B 19A
2 1,7B 2,4 A
3 22A 2,4 A
4 2,1B 3, 1A
5 3, 1A 3,1A
6 39A 4,0 A
7 4,2 A 40A
8 4,3 A 4,0 A
9 4,3 A 4,2 A
10 4,3 A 3,8A
11 4.4 A 41 A
12 45A 4,1A
13 45 A 4,3 A
14 4,4 A 4,3 A
15 4.4 A 4,7 A
16 4.4 A 4,7 A
17 4,7 A 4,6 A
18 4,7 A 46 A
19 4,7 A 4,6 A
20 4,7 A 46 A
21 4,7 A 50A
22 50A 50A
23 50A 50A
24 50A 50A
25 50A 50A

Médias seguidas pelas mesmas letras nas linhas ndo diferem pelo teste de Tukey (p< 0,05).

A avaliagcdo da marcha do G4 demonstra uma significativa melhora nos
cinco primeiros dias em relacdo ao G3 (Tabela 2). Apds este periodo ha
tendéncia dos grupos apresentarem a mesma evolu¢do em relacdo ao tempo.
A melhora nos cinco primeiros dias da marcha do G4 pode estar relacionada
aos efeitos fisioldgicos do calor, pelo processo de conduc¢do passando da agua
aquecida para os tecidos, determinando alivio da dor ou aumento do seu limiar,
relaxamento muscular, aumento do fluxo sanguineo e a reducdo da rigidez
articular providos pelo aumento da extensibilidade do coldgeno (COLLINS,
1998). Pode também estar relacionada as atividades realizadas dentro da agua

que motivaram aumento da amplitude articular, fortalecimento dos musculos
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enfraquecidos e aumento de sua tolerancia ao exercicio bem como reducéo de
edemas pela acdo da presséao hidrostatica (CAMPION, 2000).

Outro fator relacionado seria a flutuabilidade, que pode ser explicada
pelo principio de Arquimedes: quando um corpo é submerso em um liquido, ele
sofre uma forca de flutuabilidade igual ao peso do liquido que desloca, sendo a
densidade relativa da agua aceita como uma proporcao de 1, qualquer objeto
com uma densidade menor que 1 ira, flutuar (CAMPION, 2000). Por esta razao,
ocorreu alivio do estresse sobre as articulacbes em estudo, permitindo a
realizacdo de movimentos em forgcas gravitacionais reduzidas. Pode-se inferir
gue a natacdo em piscina aquecida determina melhora mais rapida da marcha,
ou seja, 0 apoio do membro comprometido mais precocemente, melhorando a
qualidade de vida dos animais.

Na avaliacdo da resisténcia a flexdo articular, mediante mensuracao
direta do grau de movimentacdo apds 45 dias de imobilizacdo, observou-se,
nos animais do G2, rigidez articular e atrofia da musculatura, enquanto nos
animais do G3 e G4 ap0s as cinco semanas de remobilizacdo estava proximo
ao normal. Com a imobilizagcdo, ocorreu auséncia de movimento e,
consequentemente, da contracdo muscular, ocasionando diminuicdo do fluxo
sanguineo, edema, hipoxia que determinaram a hipotrofia muscular (SALTER,
1985).

Na avaliacdo histolégica da capsula articular, observou-se no G2,
espessamento da capsula com substituicao total do tecido adiposo por tecido
conjuntivo fibroso (Figura 2b). No G3, em um animal houve substituicdo total,
porém 0s outros animais se comportaram como o G4, em que houve
espessamento, mas com a substituicdo parcial do tecido adiposo por tecido
conjuntivo fibroso (Figura 2c). Infere-se que tanto o exercicio livre (G3) quanto
o orientado (G4) influenciaram positivamente o retorno das condicOes
morfolégicas da capsula, anteriores a imobilizacao.

Em todos os animais do G2, ocorreu substituicdo do tecido adiposo por
tecido fibroso e aumento da vascularizacdo. Observou-se aumento da
espessura da membrana sinovial e aumento do volume nuclear dos
sinoviécitos. Nos animais dos grupos 3 e 4 houve aumento da espessura da
membrana sinovial e presenca de vilos (Figura 2d). Os sinovidcitos dos animais

do G4, encontravam-se vacuolizados (Figura 2e).
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Figura 2 — Representacdo de imagens histoldégicas da capsula articular. a:
animal do G1, capsula normal com grande quantidade de tecido adiposo (traco
azul); b: animal do G2, substituicdo do tecido adiposo por tecido conjuntivo
fibroso; c: animal do G3, substituicdo parcial do tecido adiposo (circulo) por
tecido conjuntivo fibroso (elipse); d: animal do G3, espessamento da membrana
sinovial e presenca de vilos (circulo). HE, 200x; e: animal do G4, vacuolizacao
dos sinoviocitos (elipse). HE, 400X.

Estes achados estdo de acordo com ROY (1970) e FINSTERBUSH &
FRIEDMAN (1973), sempre associando hiperplasia sinovial, formacéo de vilos
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e proliferacéo celular na camada mais superficial em articulagdes imobilizadas.
Os variados graus de degeneracdo observadas nas células sinoviais,
resultaram em diminuicdo da producdo de fluido sinovial e reducdo do
suprimento nutricional a cartilagem. Consequientemente, a degeneracao da
cartilagem articular, vista ao longo das andlises, deveu-se a atrofia da
membrana sinovial determinando menor producdo de liquido sinovial e a
auséncia de bombeamento, ocasionado pela imobilizagdo, que inibiu a difuséo
da menor quantidade de liquido sinovial que estava sendo produzida,
concordando com ROY (1970).

Também deve-se considerar que a capsula articular e a membrana
sinovial respondem a imobilizacdo aumentando a sua espessura, que esta
funcionalmente associada a rigidez articular e a uma diminuicdo da amplitude
de movimento. Com relacdo a estes aspectos, o exercicio monitorado, sem
impacto, como o preconizado, determinou melhorias como a evolucao favoravel
da marcha.

Com relacéo a cartilagem articular nos animais do grupo 2, a avaliacdo
das laminas coradas por azul de toluidina, demonstrou perda de metacromasia
(Figura 3b), a partir do osso subcondral indicando perda dos componentes
sulfatados da matriz da cartilagem. Entretanto, nos grupos 3 e 4, houve perda
abrupta de metacromasia em areas onde a cartilagem estava lesada (Figura
3c). Estes resultados estdo de acordo com FINSTERBUSH & FRIEDMAN
(1973) e TROYER (1975), ja que em articulacbes imobilizadas, as mudancas
metabdlicas com perda da coloracdo metacromatica da matriz cartilaginosa sédo

prévias a qualquer mudanca morfologica evidentes a microscopia oOptica.
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Figura 3 — Digitalizacdo de imagem histologica representando a metacromasia
na matriz articular. a: metacromasia da matriz cartilaginosa em animal do G1.
b: perda de metacromasia na matriz da cartilagem articular, a partir do osso
subcondral em direcéo a superficie cartilaginosa (circulo), em animal do G2. c:
perda abrupta de metacromasia da matriz da cartilagem articular em area com
leséo (elipse), em animal do G3. Azul de Toluidina, 400X.

Para CULAV et al. (1999), o movimento articular é importante para a
manutencdo e renovagdo dos proteoglicanos da cartilagem articular saudavel
e, a perda dos proteoglicanos apés a imobilizacédo é reversivel com programas
de remobilizacao articular. Portanto, os exercicios impostos aos animais dos
grupos 3 e 4 permitiram aos condrocitos restaurar parcialmente o0s
componentes da matriz, indicando que o0 movimento per si, sem sustentacéo do
peso, contribuiu para restaurar os proteoglicanos da cartilagem articular.

Deve-se enfatizar que as melhoras advindas da atividade fisica devem
ser relativizadas a intensidade do exercicio. PALMOSKI & BRANDT (1984)
estabeleceram um regime forcado de corrida, em cées (processo de
reabilitacdo acelerado) e observaram que os proteoglicanos recém sintetizados
nao se depositaram, efetivamente, dentro da matriz e que os defeitos na
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cartilagem permaneceram indefinidamente. Constataram também que, embora
tivesse ocorrido aumento na sintese de proteoglicanos imediatamente apos a
remobilizacao, grande quantidade foi recuperada no liquido sinovial.

Esses achados permitem inferir que alguns pacientes que possuem
diagnéstico de osteoartrite poés-traumatica, de fato tem osteoartrite pos-
reabilitacdo se submetidos a esforcos excessivos, re-impondo carga a
cartilagem articular atrofiada, antes que o0s proteoglicanos da matriz
extracelular possam ter sido renovados suficientemente para proteger os
condrécitos da carga mecanica.

Pode-se observar ainda, no G2, aumento da populacdo de condrdcitos
nas zonas superficial e intermediaria, dispostos de forma irregular (Figura 4a) e
nao em colunas como na cartilagem normal (Figura 4b), semelhantemente ao
descrito por HALL (1963), pois em areas de contato de articulacdes
imobilizadas, as células apresentam-se maiores que 0 normal e mais
aglomeradas.

Esta formacao de grupos isdgenos (Figura 4c), segundo PIERMATTEI &
FLO (1999) indica processo de divisdo celular em resposta ao estresse
anormal, constituindo-se em mecanismo natural de defesa da cartilagem.

No grupo 3, o aumento da populacdo de condrécitos foi observado em
oito animais, porém dois animais apresentaram diminuicdo da populacdo de
condrécitos com dareas de necrose na cartilagem articular (Figura 4d).
Provavelmente estas areas, estavam submetidas a sobrecarga por serem
areas de contato, enquanto que nos animais do grupo 4, observou-se aumento
da populacdo de condrécitos, que pode ser explicado pelos achados de
WHITING & ZERNICKE (2001), pois a atividade fisica prolongada em animais
pode produzir hipertrofia dos condrdcitos e aumento do numero de células por

unidade de cartilagem.
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Figura 4 - Digitalizacdo de i

celulares na cartilagem articular. a: animal do G2, aumento da populagédo de
condrdcitos nas zonas superficial e intermediaria (elipse), dispostos de forma
irregular (HE, 200X). b: condrdcitos disposto em colunas (elipse), G1 (HE,
200X). c: grupos is6genos (setas) em animal do G2 (HE, 1000X). d: animal do
G3, diminuigdo da populacdo de condrécitos em areas de necrose (elipse) na
cartilagem articular (HE, 400X).

Ainda, com relacdo a cartilagem articular em sete animais do grupo 2,
nove do grupo 3 e seis do grupo 4, observou-se a presenga do avanco da linha
de maré (Figura 5), com aumento da espessura da cartilagem calcificada.
Acredita-se que este processo seja uma adaptacdo a alteracdo da
biomecéanica da articulacdo e a natureza e distribuicdo de for¢cas que sdo
aplicadas na regido superficial da cartilagem articular, adjacente ao
espessamento (BURR, 2004). Contrariando os achados de O’Connor, citado
por VANWANSEELE et al. (2002), os animais do grupo imobilizado nao
apresentaram aumento da espessura da cartilagem calcificada. Provavelmente,
porque os animais do experimento estiveram imobilizados por 28 dias. Estes
resultados foram semelhantes aqueles de LEROUX et al. (2001), que

imobilizou caes durante 4 semanas e ndo constatou alteracdo da espessura da
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cartilagem calcificada. Provavelmente, porque a observagdo no estudo de
LEROUX et al. (2001) tenha ocorrido apenas na regido de auséncia de contato

na tibia.
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Figura 5 - Digitalizacdo de imagem histol6gica demonstrando o avanco da linha
de maré, entre parénteses, na cartilagem articular. HE, 400X.

Em um animal do G2, oito animais do G3 e trés animais do G4, foi
encontrado formacéo de tecido conjuntivo fibroso sobre a superficie articular
(Figura 6a) em areas de auséncia de contato e proximo ao menisco, que pode
ser uma resposta primaria a limitacdo de movimento e advém da capsula
articular.

Portanto, com a limitacdo prolongada do movimento, as superficies
articulares que ndo mantinham contato com a superficie oposta foram cobertas
pelo tecido conjuntivo que proliferou. Ja nos pontos de contato entre o tecido
conjuntivo e a cartilagem, formaram-se aderéncias transitérias e outras
permanentes, que levaram a mudancas das células cartilaginosas (EVANS et
al., 1960). Acredita-se que, o aparecimento do tecido conjuntivo e a
consequente diminuicdo da espessura da cartilagem podem ter sido causados
pela perda de adequada nutricdo superficial e pela auséncia do movimento. Em
algumas regides a cartilagem estava calcificada, ndo sendo mais observada a

matriz e os condrécitos (6b).
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Figura 6 - Digitalizacdo de imagem histoldgica representando a formacdo de
tecido conjuntivo fibroso. a: formacéo de tecido conjuntivo fibroso (traco preto)
no espaco intra-articular e sobre a superficie articular (traco azul) em areas de
auséncia de contato entre superficies articulares. b: tecido conjuntivo fibroso
(traco preto) no espaco intra-articular e sobre a cartilagem calcificada (traco
azul) em regido de auséncia da matriz cartilaginosa. HE, 200X,

Observou-se em trés animais do G2, células com nucleo picnético,
provavelmente numa fase da apoptose ou necrose celular. Em seis animais foi
observada penetracdo vascular na periferia da cartilagem (Figura 7), achado
também relatado por HALL (1963). Estes vasos sanguineos adentravam a
cartilagem a partir do 0sso subcondral, talvez numa tentativa do organismo

levar células e nutrientes a regido lesada.
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Figura 7 — Digitalizacdo de imagem histolégica demonstrando um vaso
sanguineo (seta) penetrando a cartilagem articular (HE, 400X).
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Pela avaliacdo do osso subcondral, observou-se em sete animais do G3
e trés animais do G4, sempre na periferia da cartilagem e no mesmo local,
tecido conjuntivo vascular preenchendo o espaco medular imediatamente
adjacente a cartilagem, onde surgiam tdneis vasculares que se dirigiam e
penetravam dentro da camada profunda da cartilagem, destruindo o platd
subcondral. Algumas evidéncias de reabsorcao trabecular foram encontradas
com a manifestacdo da atividade de osteoclastos, diferentemente das
observacbes de EVANS et al. (1960), em que estas alteracées ocorreram apos
60 dias de imobilizacdo. Esta discrepancia no tempo de aparecimento das
alteracdes, pode ser atribuida as diferencas nos métodos de imobilizacdo das
articulacdes, tempo de imobilizacdo e associacao de exercicios.

O aparecimento de tecido conjuntivo muito vascular ou tecido de
granulacdo no espaco medular subcondral (Figura 8) pode ser explicado de
duas maneiras: como uma reagcao de cura em resposta ao dano limitado na
cartilagem, numa tentativa dos vasos medulares suprirem elementos de
nutricdo e reparo; ou como uma reacao de cura a lesdo no osso subcondral
causada por esforcos transmitidos através da cartilagem, que presumivelmente
fatigam e fraturam a placa subcondral. Segundo EVANS et al. (1960), desde
que a erosao da cartilagem tenha ocorrido abaixo ou através da placa
subcondral, ou se houver uma fenda conectando o osso subcondral e a

cartilagem, o desenvolvimento de lesdo subcondral pode ser esperado.

nE,

Figura 8 — Digitalizacdo de imagem histolégica demonstrando o tecido de
granulacao (circulo) adjacente ao espaco medular subcondral, onde m: medula
0ssea, t: trabécula e c: cartilagem (HE, 200X).
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Deve-se considerar ainda que, é provavel que fendas conectando 0 0sso
subcondral e medula a cartilagem, possam ser estabelecidas sem fraturas,
porque nas placas subcondrais de animais normais existem muitas aberturas
pelas quais passam pequenos vasos que formardo leitos vasculares nas
camadas profundas da cartilagem. Com a fenda da matriz ou fissuras da
cartlagem poderd haver comunicacdo com uma destas aberturas.
Provavelmente, houve uma combinacdo de fatores que determinaram a
resposta subcondral.

Em nove animais dos grupos 3 e 4, foi observado areas com aumento
da espessura do osso subcondral (Figura 9), em decorréncia da alteracdo da
mecanica articular desencadeada pela perda da capacidade da cartilagem
adjacente de absorver estresse mecanico . O 0sso subcondral ficou sujeito a
maior carga e como resposta houve aumento de sua espessura. O 0SSO
tornou-se mais espesso, perdeu caracteristica trabecular, deformando menos
diante das forcas que sdo depositadas sobre a articulagcdo. Com isso, forcas
maiores e nos dois sentidos foram exercidas sobre a cartilagem, que ja estava
anormal, resultando em danos ainda maiores sobre os condrocitos e a matriz

cartilaginosa.

Figura 9 — Digitalizacdo de imagem histoldgica representando a superficie
articular. a: espessura do osso subcondral (traco preto) em animal do G1. b:
aumento da espessura do 0sso subcondral (traco preto) em relacdo ao
controle, em animal do G3 (HE, 100X).

Nove animais dos grupos 3 e cinco animais do grupo 4 apresentaram
achatamento da superficie articular do fémur e da tibia (Figura 10). Este
achado pode ser explicado pela integridade da -cartilagem articular ser
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dependente das propriedades mecanicas do seu leito subcondral. O
espessamento do 0sso subcondral pode também afetar a conformacéo
articular, criando areas de contato maximo embaixo da carga a que esta
sujeito. Segundo RANDIN & ROSE (1986), a cartilagem articular € viscoelastica
e 0 0SSO0 tem um comportamento elastico sob cargas fisiol6gicas, entdo, é
l6gica a hipétese de que forcas impulsivas (subitas) sdo mais destrutivas ao
0Sso e a cartilagem do que as forgcas que séo aplicadas gradualmente de igual
valor. Microdanos cumulativos repetitivos levam a remodelamento,

espessamento 0sseo e lesdo da cartilagem (THAXTER et al., 1965).

b.-r- ..-..";-:-.‘. ':u_:e'_ -;:: i :
Figura 10 — Digitalizacdo de imagem histolégica representando a superficie
articular. a: regularidade da superficie articular normal em animal do G1. b:
superficie articular irregular (setas) em animal do G3. HE, 40X.

Apbs 45 dias de imobilizacao, observou-se nos animais dos grupos 2, 3
e 4 rigidez articular e hipotrofia da musculatura. Durante a coleta da capsula,
nesta época, ela se encontrava espessa e aderida a articulacdo, reduzindo o
espaco articular. Provavelmente, a realizacdo de movimentacdo excessiva
desta articulacdo, determina aumento das forcas de compressdo e dos
movimentos de friccdo, acarretando leséo da cartilagem articular.

Ainda deve-se considerar que, apds remocdo da imobilizacdo, os
animais do G3 iniciaram a deambulacdo sem qualquer preparacdo da
articulacéo, que se encontrava pouco lubrificada, com nutricdo deficiente, com
alteracdo da mecanica articular pela perda dos componentes da matriz
(LEROUX et al., 2001; NARMONEVA et al., 2002), espessamento e fibrose da
capsula articular e atrofia muscular. O resultado foi sobrecarga articular,

alteracBes celulares da cartilagem, les6es severas com éareas de necrose,

-21 -



irregularidade das superficies articulares e no osso subcondral aumento da
espessura e reabsorcéo trabecular.

Os animais do G4, que foram submetidos a natacdo, apesar de
apresentarem algumas destas lesdes, proprias do processo degenerativo
imposto pela imobilizacdo, apresentaram quadro menos severo. A natacdo
determinou alivio do estresse sobre as articulacdes, permitindo a realizacédo de
movimentos em forgas gravitacionais reduzidas (CAMPION, 2000), diminuindo
as forgcas de compresséo e os movimentos de fricgdo. Isto facilitou a difuséo do
liquido sinovial, lubrificando e, assim, nutrindo a cartilagem e permitindo o
deslizamento das superficies. A natacdo também promoveu o fortalecimento
da musculatura envolvida na dinamica articular diminuindo , desta forma, a
sobrecarga articular (CAMPION, 2000).
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4 — CONCLUSOES

Baseado nos resultados deste trabalho pode-se concluir que:

a) a imobilizacdo prolongada da articulacdo fémoro-tibio-patelar por 45 dias
determina perda de proteoglicanos da matriz cartilaginosa, aumento do niumero
de condrdcitos, aumento da espessura da cartilagem calcificada, irregularidade
da superficie articular, proliferacdo de tecido conjuntivo no espaco intra-
articular e aumento da espessura do 0sso subcondral;

b) Como a degeneracdo demonstrada pelas células sinoviais, em decorréncia
da imobilizac&do, resultam em diminuicdo da producdo de fluido sinovial e
reducdo do suprimento nutricional a cartilagem, tanto o exercicio livre quanto o
orientado influenciam positivamente no retorno das condi¢cdes morfologicas da
capsula articular, anteriores a imobilizacéo e,

c) Os animais imobilizados e submetidos atividade livre e natag&o, apresenta
um menor numero de alteracBes tanto na cartilagem articular como no 0sso
subcondral, quando comparados com aqueles animais que foram imobilizados

e mantidos com atividade livre.
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