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Effects of physical exercise on the cartilage of ovariectomized rats
submitted to immobilization
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RESUMO

Objetivo: Analisar os efeitos do exercicio fisico sobre a histomorfometria
da cartilagem de ratas induzidas a osteoporose e submetidas a
imobilizagdo. Métodos: Foram utilizadas 36 ratas Wistar separadas
em seis grupos: G1, G2 e G3 submetidas a pseudo-ooforectomia e G4,
G5 e G6, a ooforectomia. Apés 60 dias em repouso, G2, G3, G5 e G6
tiveram o membro posterior direito imobilizado por 15 dias, seguido
pelo mesmo periodo em remobilizacéo, sendo livres na caixa para G2 e
G5, e de subida em escada para G3 e G6. Ao final do experimento, as
ratas foram eutanasiadas, e suas tibias foram retiradas bilateralmente e
submetidas a rotina histoldgica. Resultados: Houve aumento significativo
de espessura da cartilagem articular (F(5;29)=13,88; p<0,0001) e da
placa epifisaria (F(5;29)=14,72; p<0,0001), bem como do niimero de
condrdcitos (F(5;29)=5,11; p<0,0021) em ratas ooforectomizadas,
imobilizadas e submetidas ao exercicio em escada. Nas andlises
morfolégicas, verificaram-se degeneragdo da cartilagem articular
com exposicdo de osso subcondral, perda da organizacdo celular,
descontinuidade da tidemark, presenca de fissuras e floculagdes em
ratas ooforectomizadas, imobilizadas e com remobilizagéo livre. Nas
ratas ooforectomizadas, imobilizadas e com remobilizagao em escada,
observaram-se sinais de reparagao das estruturas cartilaginosas com
presenca de clones, pannus, invasao de vasos sanguineos subcorticais
na zona calcificada, aumento da quantidade de grupos iségenos e
espessura da zona calcificada. Conclusao: 0 exercicio fisico de subida
em escada mostrou-se efetivo no processo de recuperacéo do tecido
cartilaginoso danificado pela imobilizagdo, em modelo de osteoporose
por ooforectomia em ratas.

Descritores: Osteoporose; Imobilizacdo; Terapia por exercicio;
Modalidades de fisioterapia; Ratos Wistar

ABSTRACT

Objective: To analyze the effects of physical exercise on cartilage
histomorphometry in osteoporosis-induced rats subjected to
immobilization. Methods: We used 36 Wistar rats that were separated
into six groups: G1, G2 and G3 submitted to pseudo-oophorectomy,
and G4, G5 and G6 submitted to oophorectomy. After 60 days at rest,
G2, G3, G5 and G6 had the right hind limbs immobilized for 15 days,
followed by the same period in remobilization, being free in the box to
G2 and G5, and climb ladder to G3 and G6. At the end of the experiment,
the rats were euthanized, their tibias bilaterally removed and submitted
to histological routine. Results: There was significant increase in
thickness of the articular cartilage (F(5;29)=13.88; p<0.0001)
and epiphyseal plate (F(5;29)=14.72; p<0.0001) as the number
of chondrocytes (F(5;29)=5.11; p=0.0021) in ovariectomized rats,
immobilized and submitted to exercise. In the morphological analysis,
degeneration of articular cartilage with subchondral bone exposure, loss
of cellular organization, discontinuity of tidemark, presence of cracks and
flocculation in ovariectomized, immobilized and free remobilization rats
were found. In ovariectomized and immobilized remobilization ladder
rats, signs of repair of the cartilaginous structures in the presence
of clones, pannus, subcortical blood vessel invasion in the calcified
zone, increasing the amount of isogenous groups and thickness of
the calcified zone were observed. Conclusion: Exercise climb ladder
was effective in cartilaginous tissue recovery process damaged by
immobilization, in model of osteoporosis by ovariectomy in rats.

Keywords: Osteoporosis; Immobilization; Exercise therapy; Physical
therapy modalities; Rats, Wistar
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INTRODUGAO

A menopausa provoca a diminuicdo lenta e gradativa
dos hormonios estrégeno e progesterona, produzindo
aumento da reabsorcao 6ssea e diminuicdo da absor-
cao de calcio pelo tecido 6sseo. Dessa forma, 0s 0ssos
ficam mais fragilizados e aumenta a predisposicao ao
aparecimento de doencas, como a osteoporose? e os-
teoartrite.®) A diminuicdo dos niveis de estrogeno ace-
lera a meia-vida da cartilagem e aumenta a erosdo da
superficie da cartilagem,® sendo que o modelo animal
tem se apresentado como ttil ferramenta para estudos
relacionados a lesdo da cartilagem pés-ovariectomia.®

A imobilizacdo é amplamente utilizada em lesoes
musculoesqueléticas, e pode gerar graves prejuizos ao
sistema musculoesquelético e, particularmente, a car-
tilagem articular, além de acarretar em incapacitacao
temporaria ou permanente do individuo e em elevagao
dos custos de cuidados em satude.®” Varios tratamentos
tém sido propostos para periodos de reabilitacdo pos-
-imobilizacdo. No entanto, o exercicio fisico tem sido
0 mais preconizado, por melhorar a forca muscular,
prevenir fraturas e promover reparagdes na estrutura
tecidual muscular, Ossea e cartilaginosa.'")

Assim justifica-se este estudo tendo em vista a ele-
vacao da expectativa de vida da populagao, o entendi-
mento de que a menopausa pode levar a doengas como
a osteoporose e osteoartrite (que sdo grandes proble-
mas de saude publica), as incapacitacoes e os efeitos
deletérios nas estruturas teciduais decorrentes de uma
imobilizagao, além da necessidade de tornar evidéncia
cientifica recursos terapéuticos amplamente utilizados
na pratica clinica.

OBJETIVO

Analisar os efeitos do exercicio fisico sobre a histomor-
fometria da cartilagem de ratas induzidas a osteoporose
e submetidas a imobilizagao.

METODOS

Grupos experimentais

Foram utilizadas 36 ratas da linhagem Wistar, adul-
tas (10x2 semanas), nuliparas, com peso médio de
317,2%+22,1g, mantidas em gaiolas de polipropileno
com livre acesso a dgua e a racdo, fotoperiodo claro/
escuro de 12 horas e temperatura ambiente controlada
(25°£1°C). O estudo foi realizado conforme as normas
éticas internacionais de experimentagao animal, sendo
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal da Unioeste, sob o parecer 4.112.
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As ratas foram separadas aleatoriamente em seis
grupos:

— G1 (n=6): as ratas foram submetidas a cirurgia si-
mulada de ooforectomia (pseudo-ooforectomia) e
permaneceram 60 dias sem intervencao.

— G2 (n=6): pseudo-ooforectomia e permaneceram
60 dias sem intervencao. Apds, foi realizada imo-
bilizacdo do membro posterior direito (MPD) por
2 semanas. Posteriormente, ficaram em remobiliza-
¢ao livre pelo mesmo periodo, sendo apenas coloca-
das em contato com uma escada nos ultimos 10 dias.

- G3 (n=6): pseudo-ooforectomia e permaneceram
60 dias sem intervencao. Apds, foi realizada imo-
bilizacdo do MPD por 2 semanas, sendo posterior-
mente submetidas ao exercicio de subida em escada
durante 10 dias, com intervalo de 2 dias apds a quin-
ta sessao. Foram realizadas 10 subidas na primeira
semana (5 dias) e 20 na segunda semana (5 dias),
com intervalo de 1 minuto entre as subidas.

— G4 (n=6): cirurgia de ooforectomia bilateral e per-
maneceram 60 dias sem intervengao.

— G5 (n=6): ooforectomia bilateral e permaneceram
60 dias sem intervencdo. Apds, foi realizado imobi-
lizacao e remobilizagdo semelhante ao G2.

— G6 (n=6): ooforectomia bilateral e permaneceram
60 dias sem intervengdo. Apds, foram realizados
procedimentos de imobilizacao e de remobilizacao,
semelhante ao G3.

Protocolo de ooforectomia e pseudo-ooforectomia
Para a realizagdo da ooforectomia, pseudo-ooforecto-
mia, imobilizacao e eutandsia, as ratas foram pesadas
e submetidas a um protocolo de anestesia, que consis-
tiu em injecdo intraperitoneal de cloridrato de xilazina
(12mg/kg) e cloridrato de cetamina (95mg/kg).

Na realizacao da ooforectomia, apos realizada a
anestesia, foram realizadas a tricotomia e a antissepsia
com 4lcool iodado na regiao de baixo ventre, sendo, em
seguida, feita a incisao cirargica longitudinal, com 1ami-
na de bisturi nimero 11. Apds acessar a cavidade pe-
ritoneal, foi afastado o tecido adiposo, até que se con-
seguissem identificar as tubas uterinas e ovarios. Em
seguida, realizou-se sutura com fio catgut 4.0 simples na
area dos cornos uterinos, promovendo a ressec¢ao dos
ovarios bilateralmente.

Ao final do procedimento, foram realizadas sutu-
ras internas com fio reabsorvivel catgut 4.0 simples e as
externas, com fio de nylon 4.0. A pseudo-ooforectomia
consistiu na realizacdo de todas as etapas cirtrgicas se-
melhantes a ooforectomia, com excecao da remocao dos
ovarios. Subsequente a cirurgia, as ratas permaneceram
por 60 dias sem qualquer intervencao, livres na gaiola.
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Protocolo de imobilizacao

Foi realizada imobilizacdo conforme modelo proposto
por Booth e Kelso,!? sendo readequado para somente
um dos membros, como proposto por Matheus et al.,(?
com adaptacdo do material utilizado para confeccao
de ortese estatica gessada. Previamente a imobilizacao,
realizou-se o procedimento anestésico, sendo, em se-
guida, realizada a MPD, desde o quadril até o torno-
zelo, envolvido por uma malha tubular juntamente de
ataduras de algodao. Em seguida, foi moldada a orte-
se contensora, de aproximadamente 50g, utilizando-se
atadura gessada de secagem rapida, com o MPD em ex-
tensao completa de joelho e tornozelo em flexao plan-
tar maxima, nas ratas de G2, G3, G5 e Go.

Protocolo de remobilizacao

Apos a retirada da imobilizagao, as ratas de G3 e G6
foram submetidas ao exercicio de subida em escada,
com 10 repeticoes na primeira semana (5 dias) e 20 re-
peticdes na segunda semana (5 dias), com intervalo de
1 minuto entre as subidas e de 2 dias entre as semanas.
As ratas de G2 e G5 realizaram remobilizacdo livre na
gaiola, sendo colocadas em contato com uma escada a
10cm da caixa escura, uma vez apenas, N0 mesmo pe-
riodo em que era realizado o exercicio com G3 e Gb6.
O equipamento utilizado para a realizacao do exercicio
fisico consistiu de uma escada com 67 degraus, com es-
pacamento de 1,5cm entre os degraus da grade, 20,5cm
de largura, 118cm de altura e angulo de inclinagao de
80° (aproximadamente). Na regido superior, havia uma
camara escura de 28,5cm de comprimento, 18,5cm de
altura e 15cm de largura, que servia para que as ratas
descansassem entre as séries de subidas, e para que se
sentissem atraidas para um reftigio e estimuladas a rea-
lizarem o exercicio.

Analise histomorfométrica e histomorfoldgica

Ao final do experimento, as ratas foram pesadas, anes-
tesiadas e eutanasiadas por meio de decapitacdio em
guilhotina. Apds, foram retiradas as tibias direitas e
esquerdas, submetidas a rotina de laboratorio, sendo
diafanizadas e incluidas em parafina, com a realizagao
de cortes de 7um em micrétomo e a confecgao das la-
minas com cortes em plano frontal, que foram coradas
em hematoxilina e eosina (HE). As laminas foram foto-
micrografadas em microscopio Olympus DP71® em trés
pontos para as analises da cartilagem articular, denomi-
nados P1, P2 e P3, que correspondem respectivamente
as porcoes lateral, intermédia e medial da tibia. Para a
andlise da placa epifisaria, foi realizada fotomicrografia
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do ponto intermediario. Foi utilizado aumento de 200
vezes para a realizacdo de mensuracoes da espessura da
cartilagem articular e placa epifisaria, e também para
a contagem do numero de condrdcitos. As imagens fo-
ram submetidas a anélise por meio do programa Image
Pro-Plus 6.0°. Para a andlise histomorfoldgica, foram
observadas, na cartilagem articular, a estrutura e a or-
ganizagao celular, como presencgas de alteracoes na su-
perficie articular.

Andlise estatistica

Os dados da pesquisa foram avaliados por meio da
comparagao dos resultados obtidos no membro poste-
rior esquerdo (MPE — controle) e MPD (imobilizado),
entre as ratas do mesmo grupo e entre 0s grupos expe-
rimentais. Para isso, foi utilizado o programa BioEstat
5.0, com os valores apresentados em média e desvio pa-
drao. Foi realizado o teste ¢ de Student pareado para a
comparagao entre o lado direito e esquerdo, dentro do
mesmo grupo, e Anélise de Varidncia (ANOVA) unidi-
recional para comparagao entre grupos experimentais
para os lados direito e esquerdo. O nivel de significan-
cia estatistica considerado foi de p=<0,05.

RESULTADOS

Espessura da cartilagem articular

Para a espessura da cartilagem articular, observou-se
diminuicao significativa do MPD em relacao ao MPE
nas ratas do G5 (p=0,0138). Na comparacao intergru-
pos, para o0 MPD, houve reducao significativa do G4 em
relacdo ao G1, G2, G3 e G6, como também do G5 em re-
lacao ao G1 e G6 (F(5;29)=13,88; p<0,0001). No MPE,
notou-se diminuicao significativa nas ratas de G4 em re-
lacao as outras (F(5;29)=10,72; p<0,0001) (Figura 1).
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MPD: membro posterior direito; MPE: membro posterior esquerdo.

Figura 1. Espessura da cartilagem articular superior da tibia, comparando-se

as ratas distribuidas entre os grupos de estudo (G1, G2, G3, G4, G5 e G6) e os
membros posteriores direito (alvo) e esquerdo (controle). Letras iguais significam
semelhangas e letras diferentes significam diferengas significativas entre os
grupos experimentais, para o mesmo lado



Espessura da placa epifisaria

Na anélise da espessura da placa epifisaria, observou-se
diminuicao significativa do MPD em relagdo ao MPE
em G5 (p=0,0187). Na comparagao intergrupos para o
MPD, notou-se reducao significativa do G5 em relagao
aos outros grupos, além de maiores valores em G1 com
relagdo ao G4 (F(5;29)=14,72; p<0,0001) (Figura 2).
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Figura 2. Espessura da placa epifiséria da tibia, comparando-se as ratas
distribuidas entre os grupos de estudo (G1, G2, G3, G4, G5 e G6) e os membros
posteriores direito (alvo) e esquerdo (controle). Letras iguais significam
semelhancas e letras diferentes significam diferencas significativas entre os
grupos experimentais, para 0 mesmo lado

Nimero de condracitos

Em relagdo ao nimero de condrdcitos, somente em G5
houve diminuicao significativa do MPD em comparagio
com o MPE (p=0,0006). Na comparag¢ao entre 0s grupos
experimentais, observou-se diminuicao significativa de
G2, G4 e G5 em relacao ao G6, e também de G1 e G3
com respeito ao G5, na comparacao entre os membros
posteriores direitos (F(5;29)=10,16; p<0,0001). Entre os
esquerdos, houve valores maiores de G6 ao comparar com
G1, G2, G4 e G5 (F(5;29)=5,11; p<0,0021) (Figura 3).
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MPD: membro posterior direito; MPE: membro posterior esquerdo.

Figura 3. Nimeros de condrdcitos na cartilagem articular superior da tibia
(unidade), comparando-se as ratas distribuidas entre os grupos de estudo
(G1, G2, G3, G4, G5 e G6) e os membros posteriores direito (alvo) e esquerdo
(controle). Letras iguais significam semelhangas e letras diferentes significam
diferengas significativas entre os grupos experimentais, para 0 mesmo lado

Histomorfologia
Em G1 (grupo pseudo-ooforectomizado) e G4 (grupo
ooforectomizado), ndo foram verificadas mudancas na
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estrutura da cartilagem articular e nem da placa epifisaria,
demonstrando aspectos morfoldgicos normais, mas, em
G4, visualizou-se consideravel diminuigio na espessura e
no numero de condrdcitos, como ja evidenciada na ana-
lise histomorfométrica. Nas ratas de G2 (grupo pseudo-
-ooforectomizado, imobilizado e com remobilizacio li-
vre), foram observadas regides de degeneracao da carti-
lagem articular, perda da organizacao celular, floculagoes,
diminuicao da quantidade de condrdcitos e algumas regi-
oes com tecido de granulagdo (pannus). Ja no G3 (grupo
pseudo-ooforectomizado, imobilizado e remobilizacido
em escada), notaram-se sinais de reparagio das estrutu-
ras cartilaginosas, com presenca de clones celulares e de
pannus. Em G5 (grupo ooforectomizado, imobilizado e
remobilizacio livre), foram evidenciadas degeneracdo da
cartilagem articular, presenca de fissuras e floculacgoes,
descontinuidade da tidemark e exposi¢ao de osso subcon-
dral. Em G6 (grupo ooforectomizado, imobilizado e re-
mobilizacdo em escada), foram visualizados formacdo de
pannus, invasao de vasos sanguineos subcorticais na zona
calcificada, aumento da quantidade de grupos iségenos e
da espessura da zona calcificada (Figura 4).

CA: cartilagem articular; TM: tidemark; OS: osso subcondral; F: fissuras; Fl: floculagdes; Gl: grupos iségenos.
Figura 4. Fotomicrografias da cartilagem articular superior da tibia direita de
ratas, G1 (A), G2 (B), G3 (C), G4 (D), G5 (E e F) e G6 (G e H); corte frontal;
coloragdo em hematoxilina e eosina. (A) Vista panoramica da cartilagem articular
(CA), com evidéncia para a tidemark (TM) e visualizagdo de parte de 0sso
subcondral (0S); (B) presenca de fissuras (F), floculacées (Fl) e desorganizagédo
tecidual; (C) aumento da espessura da cartilagem articular, hipercelularidade

e aumento do nimero de grupos iségenos (Gl); (D) diminuicao da espessura

da cartilagem articular e organizagao celular normal; (E) perda da cartilagem
articular () com exposicéo de osso subcondral; (F) presenca de floculagdes
na superficie da cartilagem (Fl); (G) recuperacéo da cartilagem articular (4)
com formac&o de pannus e presenca de clones; (H) aumento da espessura da
cartilagem articular, hipercelularidade e aumento de grupos isdgenos
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DISCUSSAO

Os resultados do estudo apontam que a privacao hor-
monal estrogénica, provocada pela ooforectomia, oca-
sionou perda significativa de cartilagem articular. Esse
hipoestrogenismo altera o processo de remodelacao do
tecido cartilaginoso,® favorecendo o aparecimento da
osteoartrose.>¢1415 Ta] fato pode ser agravado quando
ha necessidade do uso de imobilizagao, podendo pro-
vocar lesOes irreversiveis a cartilagem articular, ou seja,
a associacdo entre a ooforectomia e imobilizacao pode
levar mais rapidamente a instalagao de prejuizos nos te-
cidos muscular e cartilaginoso.1¢1%)

A imobilizacao provoca degeneracio da cartilagem
articular, com alteracoes atrdficas, redugao de sua es-
pessura e da sintese de proteoglicanos da matriz da car-
tilagem, irregularidade da superficie articular, necrose
e ulceracao da cartilagem, aumento do nimero de cé-
lulas inflamatoérias, reducdo da massa e volumes totais
da cartilagem.*161°2% Algumas destas caracteristicas
foram observadas no grupo pseudo-ooforectomizado e
imobilizado, indicando efeitos agressivos da imobiliza-
cao em apenas 2 semanas. Ainda, a deficiéncia de es-
trogénio leva a alteracoes na morfologia da cartilagem,
direcionando a degeneragao da mesma,® conforme foi
observado que apenas o grupo ooforectomizado apre-
sentou valores menores, com relacdo a espessura da
cartilagem, do membro esquerdo entre os grupos.

O exercicio fisico € indicado como forma de trata-
mento para a artralgia advinda da osteoartrite pds-me-
nopausica.? Esse recurso tem sido o mais preconizado
para remobilizacdo, pois, por meio do movimento arti-
cular, é possivel promover mudancas fisicas, bioquimi-
cas e histoldgicas que favorecem o retorno a sintese de
macromoléculas e proporcionam reversibilidade, pelo
menos parcial, das lesoes causadas na cartilagem.®?7%
No entanto, Portinho et al.,*” utilizando remobiliza¢ao
livre por 15 dias, associado a trés séries, de 30 segundos,
diarias, de alongamento do musculo s6leo nao obser-
varam mudancas na espessura da cartilagem articular
pela imobilizagao e remobilizacdo. Ja Del Carlo et al.*)
verificaram que a imobilizacao por 45 dias provocou au-
mento da espessura articular e do nimero de condré-
citos, irregularidade da superficie articular e perda de
proteoglicanos da matriz da cartilagem.

Nao foram encontrados estudos que verificassem os
efeitos sobre a cartilagem, em ratas ooforectomizadas
e submetidas a imobilizacdo, com posterior remobi-
lizacdo em treino de subida em escada. Porém alguns
apontam sucesso desse tipo de exercicio na promogao
de melhora na densidade mineral dssea, na rigidez dssea
e na hipertrofia dos musculos gastrocnémio, flexor lon-
go dos dedos, plantar e triceps braquial (%3
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No presente estudo, foi verificado que, em ratas
pseudo-ooforectomizadas e submetidas a imobilizacao
— tanto a remobilizacdo livre (G2) como em escada
(G3) — foram capazes de manter a espessura da cartila-
gem articular e placa epifisaria, como também o niime-
ro de condrécitos, em niveis semelhantes aos do mem-
bro ndo imobilizado. Isso ocorreu também com as ratas
ooforectomizadas, imobilizadas e em remobilizacao em
escada (G6). No entanto, tal beneficio nao foi alcancado
com as ratas de G5, demonstrando que a imobilizagao
provoca perdas significativas no tecido cartilaginoso em
ratas ooforectomizadas, € a remobilizacao livre nao foi
capaz de reverter os efeitos deletérios no tecido cartila-
ginoso, ao contrario da remobilizacdo em escada (G6),
provavelmente por requerer uma carga intensa sobre a
articulacao, visto que a remobilizacio, com descarga de
peso sobre a articulacdo, promove a secre¢io de proteo-
glicanos na matriz celular, viabilizando a restauracao
da estrutura da cartilagem.® Ja foi demonstrado que o
exercicio em esteira mostrou-se 1til em ratas ooforec-
tomizadas quanto a protecao da cartilagem articular.®¥

As lesoes da matriz extracelular e degradacao com-
pleta da cartilagem articular podem derivar de maior
atividade das metaloproteinases da matriz.®> Na anali-
se morfologica, foi verificado predominio de 4reas de-
gradadas, principalmente em G5, que realizou ooforec-
tomia, imobilizacdo e remobilizacao livre; e drea com
predominio de recuperacao da cartilagem articular, em
G2, G3 e G6, sendo mais evidente nas duas ultimas,
apontando, assim, efeito reparador do exercicio fisico.
Havia principalmente presenca de pannus, aumento
de grupos isogénicos e clones celulares, que decorrem
da presenca de inflamacdo dos tecidos articulares.®
Essas reagoes refletem um processo de recuperagao
frente aos danos ocasionados na cartilagem articu-
lar, visto a capacidade proliferativa dos condrdcitos e
reparo do osso subcondral, com aumento do aporte
nutricional na regiao, alcangadas por meio de progra-
mas de remobilizacdo.3%

CONCLUSAO

Em suma, observou-se que a ooforectomia, associada a
imobilizagao, provocou diminui¢ao da espessura da car-
tilagem articular e placa epifisaria, além de diminuigao
do nimero de condrdcitos, degeneragao da cartilagem
articular, perda da organizagao celular, floculagoes e
pannus. A remobilizacio livre ndo foi capaz de recu-
perar as lesdes ocasionadas no tecido cartilaginoso da
tibia de ratas ooforectomizadas e imobilizadas, mas a
reversibilidade foi alcancada com a remobilizacdo em
escada, com melhora dos parametros morfométricos e



morfoldgicos, com sinais de reparagido das estruturas
cartilaginosas, observados pela presenca de clones ce-
lulares e de pannus, invasao de vasos sanguineos sub-
corticais na zona calcificada, aumento da quantidade de
grupos isdgenos e da espessura da zona calcificada.
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