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RESUMO

Trinta e quatro ratos foram alocados em quatro grupos experimentais: sem imobilizacdo (G1), com
imobilizagdo do joelho direito por 45 dias (G2), com imobilizagdo e remobilizacdo com atividade livre
por cinco semanas (G3), imobilizacdo e remobilizagdo com atividade livre e natacdo por cinco semanas
(G4). A imobilizagdo interferiu negativamente na marcha e amplitude articular e o G4 apresentou melhor
evolugdo na marcha nos cinco primeiros dias, em relagdo ao G3. Apds esse periodo, a evolugdo foi
similar. Os componentes do G2 apresentaram rigidez articular, ndo observada em G3 e G4.
Histologicamente, a imobilizagdo promoveu aumento da espessura da capsula articular, evidenciada pela
presenca do tecido conjuntivo fibroso que substituiu o tecido adiposo no G2, mas em menor proporgao
em G3 e G4. A imobilizagdo determinou perda de proteoglicanos da matriz cartilaginosa, aumento do
numero de condrocitos, dispostos de forma irregular, aumento da espessura da cartilagem calcificada,
irregularidade da superficie articular, proliferacdo de tecido conjuntivo no espago intra-articular e
aumento da espessura do osso subcondral. O G3 apresentou maior nimero de alteragdes na cartilagem e
0sso subcondral, quando comparado com G4. A imobiliza¢cdo degenerou as células sinoviais, indicando
diminuicdo da producdo de fluido sinovial e do suprimento nutricional a cartilagem. Tanto a atividade
livre quanto sua associacdo com a natagdo favoreceram o retorno das condigées biomecanicas e da
capsula articular, anteriores a imobilizagdo.
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ABSTRACT

Thirty-four rats were randomly allocated into one of four experimental groups: without immobilization
(G1), immobilization of the right knee joint for 45 days (G2), immobilization and remobilization with free
activity for 5 weeks (G3), and immobilization and remobilization with free activity and swimming
program for 5 weeks (G4). The immobilization was prejudicial to march and flexibility articular. Animals
from G4 showed a better march evolution on the first five days as compared to those from G3. After that
periods, march evolution were similar in both G3 and G4. Animals from G2 showed 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. 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
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subchondral bone thickness. The animals from G3 showed a greater number of alterations in both
articular cartilage and subchondral bone, as compared to those from G4. Immobilization degenerated
synovial cells indicating decreased synovial fluid production and reduced nutritional supplying to the
cartilage. The free cage activity and its association with swimming influenced positively the return of
biomechanics and articular capsule morphologic conditions to those before immobilization.

Keywords: rat, articular immobilization, articular remobilization, arthrosis

INTRODUCAO

A cartilagem articular requer algum regime de
carga € movimento para manter sua natureza
fisica e propriedades bioquimicas. Modelos
experimentais, in vivo, de redugdo de carga
articular e imobilizagdo do membro induzem a
degeneragdo articular, incluindo redugdo da
hidratacdo, alteracdo da estrutura e reducdo da
sintese de proteoglicanos. A diminui¢do da
espessura da cartilagem pode refletir menor
capacidade de absorc¢do de cargas na articulagéo.
Algumas dessas alteragdes sdo, ao menos
parcialmente, reversiveis para valores normais
apos a remobilizagdo (Leroux et al., 2001;
Narmoneva et al., 2002).

As mudangas histologicas que ocorrem apds
imobilizagdo de articulagdo sinovial normal sao
progressivas e incluem proliferacdo dos tecidos
sinovial e conjuntivo, aderéncia da superficie
articular, necrose e ulceracdo da cartilagem e
alteragdes do osso subcondral (Thaxter et al.,
1965).

Para Brandt (2003), a imobilizagdo prolongada
de uma articulagao sinovial resulta em perda de
macromoléculas estruturais da matriz, porém, se
a imobilizag¢do for interrompida, os condrocitos
voltam a sintetizar as macromoléculas com
suficiente rapidez, e a cartilagem poderd ser
sintetizada com éxito, tornando as alteracdes
reversiveis. Caso contrario, a lesdo podera ser
permanente e irreversivel.

Apds imobilizagdo da articulagdo de ratos, as
mudangas mais precoces e severas acontecem
nas areas de contato entre superficies articulares,
resultando em rapido inicio de necrose. As
alteragdes ocorrem tanto por acdo da compressao
mecanica quanto pela imobilizagdo, por impedir
a difusdo de nutrientes do fluido sinovial pela
cartilagem comprimida. A auséncia de
movimento articular ¢ conseqiiente falta de
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bombeamento pode também impedir a difusdo do
fluido sinovial (Roy, 1970).

O objetivo deste trabalho foi avaliar, por meio de
observacdes clinicas e analises microscopicas,
sob microscopia de luz, os efeitos da
imobilizagdo  articular prolongada e da
remobilizacdo sobre o joelho de ratos.

MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se 34 ratos adultos machos (Ratus
Norvegicus — Wistar), com peso médio de 200
gramas, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Vigosa, que foram
distribuidos aleatoriamente em um dos quatro
grupos experimentais: 1) sem imobilizacao (G1,
n = 4); 2) com imobiliza¢do (G2, n = 10); 3)
imobilizagdo e remobilizagdo com atividade livre
(G3, n = 10); e 4) imobiliza¢do e¢ remobiliza¢do
com atividade livre e natacdo (G4, n = 10). Os
pacientes foram alojados em gaiolas coletivas
(dois por gaiola) e mantidos em ambiente com
temperatura média de 24°C e fotoperiodo de 12
horas. Todos os animais receberam ragdo
comercial e agua a vontade.

Os animais dos grupos 2, 3 e 4 foram
anestesiados por inalagdo de éter anestésico em
camara de gas, e a anestesia geral foi mantida em
circuito aberto. Posteriormente, tiveram a
articula¢do femorotibiopatelar direita
imobilizada com atadura gessada, em posigdo de
extensdo, por 45 dias. Para manter a
imobilizagdo, a atadura foi colocada ao redor das
regides pélvica e abdominal, mantendo também a
articulagdo coxofemoral em abducdo de 45 graus
e a regido tibiotarsica livre, ndo impedindo o
deslocamento dos animais nas gaiolas.

Apds a retirada do gesso, os animais do G3
foram mantidos nas gaiolas, movimentando-se
livremente  durante cinco semanas. Os
componentes do G4, apds a retirada do gesso,
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além da movimentagdo livre, foram submetidos a
um programa progressivo de natagdo, cinco dias
consecutivos por semana, durante cinco semanas
de acordo com o seguinte protocolo: na primeira
semana, para adapta¢do, os animais nadaram por
cinco minutos, acrescentando-se cinco minutos
por dia a partir do segundo dia. Assim, ao final
da primeira semana estavam nadando por 25
minutos. Na segunda semana, iniciou-se com 30
minutos de natagdo chegando aos 50. Na terceira
semana, iniciou-se com 55 minutos, atingindo 60
no segundo dia. A partir dai, a sessdo de natagdo
teve duracdo didria 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), com agua aquecida e mantida
entre 32 e 35°C. O nivel da 4gua inicialmente foi
de 19cm para que os animais pudessem colocar o
membro no fundo do tanque, permitindo melhor
adaptacdo. A partir do segundo dia, foi
aumentado para 30cm, permitindo somente a
natagdo livre.

Para avaliacdo clinica da marcha, apds a retirada
da imobilizagdo, os animais do G3 e G4 foram
observados em suas respectivas gaiolas cinco
dias consecutivos por semana, durante cinco
semanas, num total de 25 parcelas de tempo,
classificando a evolu¢do da marcha com notas
variando de 1 a 5, de acordo com os seguintes
critérios: 1- marcha sem apoio; 2- marcha com
apoio do membro mantendo-o em extensdo e
abdugdo; 3- marcha com apoio do membro
mantendo-o em extensdo; 4- marcha com apoio
do membro mantendo-o em abdugdo; 5- marcha
normal. Para analise estatistica, os dados da
avaliacdo das marchas dos grupos atividade livre
(G3) e atividade livre + natagdo (G4) foram
submetidos a analise de variancia. Os dados
foram, em seguida, submetidos ao teste 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.

Para a avaliacdo da efetividade da remobilizacao,
nos animais do G2, G3 e G4, analisou-se o grau
de movimentagdo da articulagdo do joelho em
comparagdo com a movimentagdo da articulagdo
contralateral, determinando, desta forma, a
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resisténcia a flexdo articular, de acordo com
Evans et al. (1960).

Para andlise histologica, foram coletadas a
capsula da articulacdo femorotibiopatelar e as
epifises distal do fémur e proximal da tibia
direita de todos os animais. As capsulas foram
isoladas apos dissecacdo dos ligamentos patelar e
colaterais e liberagdo da patela. Em seguida,
foram fixadas em formol neutro a 10%
tamponado, por aproximadamente 24 horas.
Apoés a  fixagdo, foram  processadas
rotineiramente pela técnica de inclusio em
parafina, e realizados cortes de 6pum de espessura
e corados com hematoxilina e eosina (HE), e
examinados ao microscopio Optico objetivando
analisar a proliferacdo de tecido conjuntivo
subsinovial intracapsular, presenca de vilos ¢
proliferacdo celular.

Os fragmentos osteocondrais coletados foram
fixados em formol neutro a 10% tamponado, por
aproximadamente 48 horas. Apds a fixacdo, os
fragmentos foram descalcificados em acido
formico a 10%, tamponado com citrato de sodio
(pH 4,5), sob vacuo moderado. Apos
descalcificagao, foram seccionados
longitudinalmente e, entdo, processados
rotineiramente pela técnica de inclusdo em
parafina. Os cortes de 6um de espessura foram
corados com HE e azul de toluidina e
examinados ao microscopio Optico objetivando
analisar alteragdes celulares e da matriz
cartilaginosa, proliferagdo de tecido conjuntivo
no espago intra-articular, irregularidade da
superficie articular e a espessura ¢ o aspecto das
trabéculas do osso subcondral.

Os achados histoldgicos foram submetidos a
andlise descritiva.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliacdo da marcha, o G4 demonstrou um
significativo retorno a normalidade nos cinco
primeiros dias em relagdo ao G3. Apds esse
periodo, houve tendéncia dos  grupos
apresentarem a mesma evolu¢do em relacdo ao
tempo. A melhora do G4 pode estar relacionada
aos efeitos fisioldgicos do calor, pelo processo de
conducdo passando da agua aquecida para os
tecidos, determinando alivio da dor ou aumento
do seu limiar, relaxamento muscular, aumento do
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fluxo sanguineo e a redugdo da rigidez articular
providos pelo aumento da extensibilidade do
colageno, segundo Collins (1998).
Provavelmente, também, as atividades realizadas
dentro da 4gua motivaram aumento da amplitude
articular, fortalecimento dos musculos
enfraquecidos, aumento da tolerdncia aos
exercicios, bem como reducdo de edemas que,
segundo Campion (2000), ocorre pela acdo da
pressdo hidrostatica.

Segundo o principio de Arquimedes (Campion,
2000), quando um corpo € submerso em um
liquido, ele sofre uma forga de flutuabilidade
igual ao peso do liquido que desloca, sendo a
densidade relativa da agua aceita como uma
propor¢do de 1, qualquer objeto com uma
densidade menor que 1 irda flutuar. Por essa
razdo, nos pacientes do G4, ocorreu alivio do
estresse sobre as articulagdbes em estudo,
permitindo a realizagdo de movimentos em
forcas gravitacionais reduzidas e com menor
friccdo. Pode-se inferir que a natagdo em piscina
aquecida determinou melhora mais rapida da
marcha, com o apoio do membro comprometido
mais precocemente.

Durante a avaliagdo da resisténcia a flexao
articular, mediante mensuracdo direta do grau de
movimentagdo, observou-se, nos animais do G2,
além de rigidez articular, atrofia da musculatura,
que estava ausente no G3 e G4, ap6s as cinco
semanas de remobilizagdo. Com a imobilizagao,
ocorreu auséncia de movimento e,
conseqiientemente, da contracdo muscular,
ocasionando diminui¢do do fluxo sangiiineo,
edema e hipoxia, que determinaram a hipotrofia
muscular, comum nestas situagcdes segundo
Salter (1985).

Na avaliacdo histologica da capsula articular,
observou-se, no G2, espessamento com
substitui¢do total do tecido adiposo por tecido
conjuntivo  fibroso quando comparado ao
controle (Fig. 1). No G3, em um animal houve
substituicdo total, porém os outros animais se
comportaram como o G4, em que houve
espessamento, mas com a substitui¢do parcial do
tecido adiposo por tecido conjuntivo fibroso.
Infere-se que tanto o exercicio livre (G3) quanto
o orientado (G4) influenciaram positivamente o
retorno das condi¢cdes morfologicas da capsula,
anteriores a imobilizagao.
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Em todos os pacientes do G2, ocorreu
substitui¢ao do tecido adiposo por tecido fibroso
e aumento da vascularizacdo. Observou-se
aumento da espessura da membrana sinovial e
aumento do volume nuclear dos sinoviocitos.
Nos animais dos grupos 3 e 4 houve aumento da
espessura da membrana sinovial e presenca de
vilos. Os sinoviocitos dos animais do G4
encontravam-se vacuolizados.

Estes achados estdo de acordo com Roy (1970) e
Finsterbush e Friedman (1973), sempre
associando hiperplasia sinovial, formagdo de
vilos e proliferacdo celular na camada mais
superficial em articulagdes imobilizadas. Os
variados graus de degeneracdo observados nas
células sinoviais resultaram em diminuicdo da
producdo de fluido sinovial e redugdo do
suprimento nutricional a cartilagem.
Conseqiientemente, a degeneragdo da cartilagem
articular, observada ao longo das avaliagdes,
deveu-se a atrofia da membrana sinovial
determinando menor produgdo de liquido
sinovial e auséncia de bombeamento, uma vez
que inibiu a difusdo da menor quantidade de
liquido sinovial que estava sendo produzida.

Também deve-se considerar que a capsula
articular ¢ a membrana sinovial respondem a
imobilizagdo aumentando a sua espessura, que
esta funcionalmente associada a rigidez articular
¢ a uma diminui¢do da amplitude de movimento.
Com relagdo a estes aspectos, o exercicio
monitorado, sem impacto, como o preconizado,
determinou melhorias como a evolugao favoravel
da marcha.

Na avaliacdo das laminas coradas por azul de
toluidina, no G2, observou-se perda de
metacromasia em relagdo ao controle, indicando
perda dos componentes sulfatados da matriz da
cartilagem articular. Entretanto, nos grupos 3 e 4,
houve perda abrupta de metacromasia em areas
onde a cartilagem estava lesada. Esses resultados
estdo de acordo com Finsterbush e Friedman
(1973) e Troyer (1975), que evidenciaram, em
articulag¢des imobilizadas, mudangas metabodlicas
com perda da coloragdo metacromatica da matriz
cartilaginosa previamente a qualquer mudanga
morfoldgica evidente a microscopia Optica.
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Figura 1. Capsula articular ap6s imobilizagdo da articulagdo por 45 dias e remobiliza¢do por cinco semanas. a) animal do
grupo controle, capsula normal com grande quantidade de tecido adiposo (trago azul). b) animal do G2, substitui¢do do
tecido adiposo por tecido conjuntivo fibroso. ¢) animal do G3, substitui¢do parcial do tecido adiposo (circulo) por tecido
conjuntivo fibroso (elipse). d) animal do G3, espessamento da membrana sinovial e presenga de vilos (circulo), (HE. 200X).
e¢) animal do G4, vacuolizagdo dos sinovidcitos (elipse), (HE. 400X).
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Para Culav et al. (1999), o movimento articular é contribuiu para restaurar os proteoglicanos da
importante para a manutengdo e a renovagdo dos cartilagem articular.

proteoglicanos da cartilagem articular saudavel, e

a perda dos proteoglicanos ap6s a imobilizacdo ¢ No G2, observou-se aumento da populacdo de
reversivel com programas de remobilizagdo condrocitos nas zonas superficial e intermediaria,
articular. Portanto, os exercicios impostos aos dispostos de forma irregular ¢ ndo em colunas
animais dos grupos 3 e 4 permitiram aos como na cartilagem normal (Fig. 2), que,
condroécitos restaurar parcialmente 0s segundo Hall (1963), em areas de contato de
componentes da matriz, indicando que o articulacdes imobilizadas, as células apresentam-
movimento per si, sem sustentacdo do peso, se maiores que o normal e mais aglomeradas.
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Essa formacdo de grupos isdgenos, para
Piermattei e Flo (1999), indica processo de
divisdo celular em resposta ao estresse anormal,
constituindo-se mecanismo natural de defesa da
cartilagem.

No grupo 3, o aumento da populagio de
condrocitos foi observado em oito animais,
porém dois apresentaram diminuicdo da
populagdo de condrdcitos com areas de necrose
na cartilagem articular (Fig. 2). Provavelmente,
estas areas estavam submetidas a sobrecarga por
serem areas de contato, enquanto, nos pacientes
do grupo 4, observou-se aumento da populagdo
de condrocitos, que pode ser explicado pelos
achados de Whiting e Zernicke (2001), segundo
os quais, a atividade fisica prolongada em
animais pode produzir hipertrofia  dos
condroécitos e aumento do niimero de células por
unidade de cartilagem.

Ainda, com relagdo a cartilagem articular, em
sete animais do grupo 2, nove do grupo 3 e seis
do grupo 4, observou-se a presenga do avango da
linha de maré, com aumento da espessura da
cartilagem calcificada. Segundo Burr (2004),
esse processo ¢ uma adaptacdo a alteragdo da
biomecanica da articulagio e a natureza e
distribuicéo de forcas que sdo aplicadas na regido
superficial da cartilagem articular, adjacente ao
espessamento.

Com a limitacdo prolongada do movimento, as
superficies articulares que ndo mantinham
contato com a superficie oposta foram cobertas
por tecido conjuntivo que teve origem na regido
da capsula articular. J& nos pontos de contato
entre o tecido conjuntivo e a cartilagem,
formaram-se aderéncias transitorias e outras
permanentes, que levaram a mudancas das
células cartilaginosas. O aparecimento desse
tecido conjuntivo e a conseqiiente diminuigdo da
espessura da cartilagem podem ter sido causados
pela inadequada nutricdo superficial e pela
auséncia do movimento. Em algumas regides a
cartilagem estava calcificada, ndo sendo mais
observada a matriz e os condrocitos.

Pela avaliacdo do osso subcondral, observou-se
em sete animais do G3 e trés do G4, sempre na
periferia da cartilagem e em locais semelhantes
nos diferentes pacientes, tecido conjuntivo
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vascular preenchendo o espaco medular
imediatamente adjacente a cartilagem, onde
surgiam tineis vasculares que se dirigiam e
penetravam dentro da camada profunda da
cartilagem, destruindo o platd subcondral.
Algumas evidéncias de reabsor¢do trabecular
foram encontradas com a manifestacio da
atividade de osteoclastos.

O tecido de granulagdo observado no espago
medular subcondral pode refletir reacdo de cura
em resposta ao dano limitado na cartilagem, com
vasos sangiiineos medulares tentando suprir
elementos de nutricdo e reparo. Também
refletem reparagdo de lesdo no osso subcondral
causada por esforcos transmitidos através da
cartilagem, que presumivelmente fatigam e
fraturam a placa subcondral.

Em nove animais dos grupos 3 e 4 foram
observadas areas com aumento da espessura do
osso subcondral (Fig. 3), em decorréncia da
perda da capacidade da cartilagem adjacente
absorver estresse mecanico, sujeitando o 0sso
subcondral a maior carga. Além do aumento da
espessura, o o0sso perdeu caracteristica
trabecular, deformando menos diante das forgas
que sdo depositadas sobre a articulagao.

Nove animais do G3 e cinco do G4 apresentaram
achatamento da superficie articular do fémur e da
tibia (Fig. 4). Como a integridade da cartilagem
articular ¢ dependente das propriedades mecanicas
do seu leito subcondral, o espessamento do osso
subcondral pode afetar a conformagdo articular,
criando areas de contato maximo embaixo da carga
a que esta sujeito.

Os animais do G3, apds remogdo da
imobilizagdo, iniciaram a deambulacdo sem
qualquer preparacdo da articulagdo, que se
encontrava pouco lubrificada, com nutricdo
deficiente, com alteracdo da mecéanica articular
pela perda dos componentes da matriz,
espessamento e fibrose da capsula articular e
atrofia muscular. O resultado foi sobrecarga
articular, alteragdes celulares da cartilagem,
lesdes severas com areas de necrose,
irregularidade das superficies articulares e no
osso subcondral aumento da espessura e
reabsorgdo trabecular.
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Figura 2. Aspectos celulares na cartilagem articular. a) animal do G2, aumento da populagdo de condrocitos nas zonas
superficial e intermediaria (elipse), dispostos de forma irregular (HE. 200X). b) condrdcitos disposto em colunas (elipse) em
representante do G1 (HE. 200X). c¢) grupos isdgenos (setas) em animal do G2 (HE. 1000X). d) diminuigdo da populagdo de
condrécitos em areas de necrose (elipse) na cartilagem articular de animal do G3 (HE. 400X).

Figura 3. Imagem histologica demonstrando a superficie articular. ) esessura de trabécula do osso subcondral (trago preto)
em animal do grupo-controle. b) espessura de trabécula do osso subcondral (trago preto) em animal do G3 (HE. 100X).

Figura 4. Imagem histolégic demonstrando a sup
animal do grupo-controle. b) superficie articular irregular (setas) em animal do G3 (HE. 40X).
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Os animais do G4, que foram submetidos a
natacdo, apesar de apresentarem algumas destas
lesdes, proprias do processo degenerativo
imposto pela imobiliza¢do, demonstraram quadro
menos severo. A natagdo determinou alivio do
estresse sobre as articulagdes, permitindo a
realizagdo de  movimentos em  forcas
gravitacionais reduzidas, diminuindo as forcas de
compressdo e os movimentos de friccdo. Isto
facilitou a difusdo do liquido sinovial,
lubrificando e nutrindo a cartilagem, e
permitindo o deslizamento das superficies. A
natagdo também promoveu o fortalecimento da
musculatura envolvida na dinamica articular,
diminuindo a sobrecarga.

CONCLUSOES

A imobilizagdo da articulagdo femorotibiopatelar
de ratos por 45 dias afeta negativamente a
marcha e a amplitude articular, e tanto o
exercicio livre quanto o orientado influenciam
positivamente no retorno das condigdes
fisiologicas articulares determina aumento do
numero de condrécitos, aumento da espessura da
cartilagem  calcificada, irregularidade da
superficie articular, proliferagdo de tecido
conjuntivo no espago intra-articular e aumento da
espessura do osso subcondral e, nos animais
imobilizados e submetidos a atividade livre e
natagdo, determina menor nimero de alteragdes
tanto na cartilagem articular quanto no o0sso
subcondral, quando comparados com os animais
que foram imobilizados e mantidos com
atividade livre.
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