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Analise das Estruturas Articulares do Joelho de Ratos
Submetidos a Imobilizacao por Diferentes Periodos

Assessment of knee joints of rats submitted to immobilization for different periods.

Sonia Maria Marques Gomes Bertolini', Amanda da Silva Ribeiro’

RESUMO

ABSTRACT

A imobilizagdo pode gerar complicagdes no tecido con-
juntivo, 6sseo e articular. O objetivo do estudo foi verificar
a influéncia da imobilizagdo, por 21 ¢ 45 dias, na cartilagem
articular ¢ no osso subcondral do joelho de ratos, analisando
variaveis como o numero de células e a espessura dos tecidos.
Foram utilizados 10 Rattus Navergicus albinus machos, varie-
dade Wistar, divididos em dois grupos, sendo um grupo imo-
bilizado por um periodo de 21 dias e o outro por 45 dias. Apds
o periodo de imobilizagdo, os animais foram eutanaziados e as
articulagdes forem analisadas histologicamente. Para analise
estatistica os resultados formam submetidos ao teste t pareado,
com nivel de significancia de 5%. Pode-se notar um sensivel
aumento na populacdo de condrdcitos da zona superficial da car-
tilagem articular do fémur (p=0,007) e da tibia (0,005) no grupo
imobilizado por 45 dias, quando comparado ao seu controle, o
que foi comprovado estatisticamente. Os resultados permitiram
concluir que as cartilagens articulares do fémur e da tibia por
um periodo de 45 dias de imobilizacdo sofrem alteragdes na
populagdo de condrocitos, o que pode afetar negativamente a
biomecanica articular.

Palavras-chave: articulagdo do joelho; cartilagem arti-
cular; imobilizagdo.
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This study compared the effects of immobilization for
21 and 45 days on the structures of the knee joints of rats. For
this, 10 male Rattus Navergicus albinus, Wistar lineage, were
used, divided into 2 groups, one immobilized for 21 days, and
the other, for 45 days. After the immobilization period, the
animals were euthanized and the joints analyzed histologically.
The results were submitted to paired t-test, at 5% significance.
It was observed a significant increase in the number of chon-
drocytes of the superficial zone of the articular cartilage of the
femur (p=0.007) and tibia (0.005) in the group immobilized for
45 days, when compared to the control, which was statistically
confirmed. The results allowed concluding that the articular
cartilage of the femur and tibia, immobilized for 45 days, un-
dergo changes in the population of chondrocytes, which can
affect negatively the joint biomechanics.

Key words: knee joint; articular cartilage; Immobiliza-
tion.
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INTRODUCAO

Traumas ortopédicos podem exigir algum tipo de imobili-
zacao dos segmentos corporais que geralmente sdo realizados por
meio de ataduras gessadas.1 Os primeiros relatos da utilizagdo
do aparelho de fixagdo esquelética externa em humanos datam
do ano de 1897. Uma vantagem adicional desse método ¢ a pos-
sibilidade de imobilizar articulagdes temporariamente.2 Porém,
se esta imobilizagdo for prolongada pode gerar complicagdes no
tecido conjuntivo, dsseo e articular.1,2,3 .4

Embora a ortopedia tenha evoluido no sentido de cada
vez menos imobilizar o individuo e a fisioterapia esteja atuando
precocemente, ainda um contingente apreciavel de adultos e
criangas fica com restri¢ao da atividade fisica (hipoatividade) por
periodos prolongados, em decorréncia de morbidades de base. 5

Os resultados de estudos experimentais indicam que os
tecidos perdem resisténcia rapidamente em resposta a redugdo da
carga. A recuperagdo completa da resisténcia ap0ds a restauragao
da carga é muito mais lenta e frequentemente incompleta. 6

Longos periodos de imobilizagdo sdo prejudiciais princi-
palmente para as estruturas articulares.7 Forgas mecanicas, tais
como carga e movimento s3o0 necessdrias para manter a natureza
fisica e propriedades bioquimicas da cartilagem articular.§,9,10
Portanto, embora a sobrecarga cronica do conjunto ou uma so-
brecarga aguda possa levar a osteoartrose, a imobilidade também
¢ prejudicial 6,7

As mudangas histologicas que ocorrem apds imobilizagido
de articulagdo sinovial normal s3o progressivas e incluem tam-
bém proliferacdo dos tecidos sinovial e conjuntivo, aderéncia da
superficie articular, necrose e ulceragdo da cartilagem e alteragdes
do osso subcondral 9, destrui¢do e ossificagdo da cartilagem,8 e
redugdo da amplitude do movimento causada por uma contratura
articular e encurtamento muscular.11 Neste contexto destaca-se o
comprometimento da cartilagem articular. A cartilagem articular
¢ do tipo hialina, constituida por células chamadas condrdcitos
incorporados em uma matriz extracelular composta por fibras co-
lagenas, proteoglicanos, sais inorganicos, glicoproteinas, lipidios,
e agua.11,12,13 A cartilagem articular € um tecido avascularl2,
14,15 e sua nutrigdo ¢ feita de forma indireta por embebicao do
liquido sinoviall3 , principalmente durante o movimento.

A cartilagem articular absorve choques mecanicos, reduz
a friccdo e distribui a carga aplicada sobre o osso subcon-
dral.11,12,13,14. Ela pode se deformar e recuperar sua forma
original.15 As cargas mecanicas influenciam nas taxas de sintese/
degradacdo dos diferentes componentes da matriz extracelular.
Assim, alteragdes no suporte de carga podem afetar sua compo-
si¢do ou sua estrutura e interferir na sua capacidade funcional de
sustentar e distribuir cargas e minimizar os estresses de contato.11

A entrada e saida dos fluidos da cartilagem para a articu-
lagdo e vice-versa efetua-se durante o movimento. Com o mo-
vimento a cartilagem atua como uma esponja que ao contrair-se
expulsa o seu conteudo liquido e ao expandir-se permite a sua
entrada Esse mecanismo ajuda-nos a compreender a importancia
do movimento na nutrigdo cartilaginea e as consequéncias deleté-
rias para a cartilagem da imobilizag¢@o prolongadal3. A auséncia
de movimento articular e consequente falta de bombeamento
pode também impedir a difusdo do fluido sinovial 9 gerando uma
nutri¢do deficiente, ocasionando uma atrofia da cartilagem com
proliferagdo do tecido fibrogorduroso. 16 Uma vez danificada, a
cartilagem ndo se repara espontaneamente,.17

Modelos animais de carga articular reduzida ou imobiliza-

¢do tém sido utilizados para estudar os processos de degeneracdo
da cartilagem articular. 18Estudos em animais t€ém documen-
tado que descarga e imobilizagdo causam altera¢cdes multiplas
na cartilagem articular, incluindo aumento ou diminui¢do da
espessura da cartilagem, aumento ou diminui¢do no nimero de
condrdcitos.8,9, 10,11 No entanto, existem poucas evidéncias de
estudos comparando essas alteragdes em diferentes periodos de
imobilizagdo. O presente estudo teve como objetivo verificar a
influéncia da imobilizago na cartilagem articular e no 0sso sub-
condral do joelho de ratos por 21 e 45 dias, analisando varidveis
como o numero de células e a espessura dos tecidos.

MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa caracteriza-se como experimental e foi apro-
vada pelo Comité de conduta Etica no uso de Animais em Expe-
rimenta¢do da Universidade Estadual do Maringa, conforme o
parecer 011/2009. Foram utilizados 10 Rattus norvegicus albinus
machos, da variedade Wistar (3 a 4 meses, pesando entre 250-
300g). Estes foram distribuidos em dois grupos com 5 animais
cada, sendo o primeiro submetido a imobilizagdo por 21 dias e o
segundo por 45 dias. O controle do experimento foi obtido através
do membro contralateral direito do respectivo animal.

Os animais permaneceram no biotério do Departamento de
ciéncias Morfofisiologicas da Universidade Estadual de Marin-
g4, sendo mantidos em caixas de prolipropileno com 39 ¢cm de
comprimento, 32 cm de largura e 16 cm de altura, forradas com
jornal, em ambiente climatizado, com periodo claro e escuro de
12 horas de duragdo cada. A dgua e a ra¢do estavam disponiveis
24 horas por dia. Os animais foram anestesiados com uma asso-
cia¢do de Ketamina (50 mg/Kg-1) e Cloridrato de Xilazina (10
mg/Kg-1), com o volume de 0,1mL para cada 100 gramas de peso,
por via intraperitoneal, de forma que estivessem completamente
sedados para a efetivagdo da imobilizagdo do membro posterior
esquerdo por uma atadura gessada, em posi¢ao de extensdo, por
21 dias o primeiro grupo e por 45 dias o segundo. Para manter a
imobilizagdo, a atadura foi colocada ao redor da regido pélvica
e abdominal, mantendo também a articula¢do coxofemoral em
abducdo de 45° e a regido tibiotarsica livre, ndo impedindo o
deslocamento dos animais na gaiola.

Apos o periodo experimental, os animais foram sacrifica-
dos, conforme as fases de imobilizacdo, com dosagem letal de
Tiopental Sodico 45mg/kg de peso (1g) diluido em agua destilada
(22ml), por via intraperitoneal. Para analise histologica foram co-
letados segmentos das epifises distal do fémur e proximal da tibia
de todos os animais. Em seguida, os fragmentos osteocondrais
coletados foram lavados em solugdo de salina 0,9%, fixados em
Boin, durante 48h e submetidos a descalcificagdo em 2% de acido
Formico (48h) em agitagdo magnética. A solugdo descalcificadora
foi trocada todos os dias até que um alfinete transpassasse o tecido.
Posteriormente a descalcifica¢do os seguimentos foram desidra-
tados em série crescente de alcoois, diafanizados com xileno e
incluidos em parafina. Nos blocos de parafina, foram feitos cortes
seriados de 6pum de espessura, orientados longitudinalmente em
relagdo ao maior eixo do 0sso, sendo corados alternadamente e
em sequéncia pelo método de Hematoxilina-Eosina e fixados
com resina Permont.

Procedeu-se a analise cega do material por um histologista.
As laminas foram examinadas ao microscopio optico objetivando
analisar alteracdes celulares e da matriz cartilaginosa, irregu-
laridade da superficie articular, a espessura, e 0s aspectos das
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trabéculas do osso subcondral. Apds a preparagdo das laminas, a
observagao foi auxiliada pelo microscdpio 6ptico Olympus BX40
e fotografadas em fotomicroscopio BX50, com equipamento
fotografico PM10AK. Os achados histologicos foram subme-
tidos a estatistica descritiva e inferencial. Os dados obtidos da
variavel quantitativa numero de condrdcitos foram organizados
em Planilha do programa Microsoft Excel 2010 e analisados
posteriormente no Software Statistica 8.0. Foi utilizado o teste t
para verificar se a as médias das varidveis em comparagao diferem
entre si. O nivel de significancia estatistica utilizado foi de 5%,
ou seja, a significancia estatistica ocorre quando p<0,05.

Para andlise estatistica foi utilizado o teste t pareado para
comparagdo entre as médias com nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

A analise em microscopia de luz da superficie da cartila-
gem articular tanto do fémur como da tibia dos animais imobili-
zados por um periodo de 21 e de 45 dias revelou caracteristicas
normais, em toda sua extensdo (Figuras 1 e 2).

Quanto as alteracdes celulares pode-se notar um sensivel
aumento na populagdo de condrécitos da zona superficial da
cartilagem articular do fémur e da tibia no grupo imobilizado por
45 dias, quando comparado ao seu controle (Figura 2), o que foi
comprovado estatisticamente (Tabela 1). Nao foram observadas
diferengas estatisticamente significantes no nimero de con-
drocitos nas referidas regides, quando comparados os animais
imobilizados por 21 dias com o seu grupo controle (Figura 1 e
tabela 1). Ja quando comparados os dois grupos experimentais
(21 e 45 dias) foi verificada diferenca significativa em relagdo
ao fémur (p = 0,0426) ¢ também em relagdo a tibia (p<0,001).

Tabela 1 — Valores médios e desvio padrdo do numero de
condrocitos da cartilagem articular do fémur e da tibia e
valores de p para comparacgdo dos efeitos da imobiliza¢do
por 21 e 45 dias.

Grupos X S P
Fémur
Controlez; gias 0,002637 0,000213 0,2106
Experimentalzy gias 0,002268 0,000676
Controless gias 0,002337 0,000458 0,007%
Experimentalss gias 0.003099 0,000371
Tibia
Controlez; gias 0,002491 0,000369 0,2143
Experimetnala gias 0,002117 0,000316
Controless gias 0,002128 0,000319 0,0051*
Experimentalss gias 0,003134 0,000133

Nota: Significancia (*), média (X), desvio padréo (S).

A andlise histoldgica também revelou um aumento de grupos
isdgenos nos fémures dos grupos experimentais tanto em 21
como em 45 dias quando comparados aos respectivos controle
(Figuras 1 e 2).

Nos animais imobilizados por 45 dias, na matriz extracelular,
foram observados condrdcitos dispostos de maneira irregular,
diferentemente das do aspecto colunar conferidos pelos con-
drécitos da cartilagem dos animais ndo imobilizados. Também
ndo foram observadas calcificagdes na referida matriz (Figuras
l1e2).

Figura 1- Fotomicrografia de uma sec¢do longitudinal de 6um da epfifise distal do fémur e da tibia dos ratos submetidos
a imobilizagdo por 21 dias. Condrocitos (setas). A: fémur controle, B: fémur experimental. C: tibia controle, D: tibia

experimental. HE, 320X.
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Figura 2- Fotomicrografia de uma sec¢do longitudinal de 6um da epifise distal do fémur e proximal da tibia dos ratos
submetidos a imobilizagdo por 45 dias. A: fémur controle, B: fémur experimental com maior nimero de condrocitos dispostos
de forma irregular (elipse) e aumento do numero de grupos isogenos (seta), C: tibia controle, D: tibia experimental com maior
numero de condrocitos dispostos de maneira irregular (elipse). HE, 320X.

Figura 3- Fotomicrografia de uma sec¢do longitudinal de 6um da epfifise distal do fémur e proximal da tibia dos ratos
submetidos a imobilizagdo por 21 dias.Trabéculas ésseas (seta). A: Fémur controle; B: fémur experimental; C: tibia controle;
D: tibia experimental. HE, 320X.
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Nao foram evidenciadas altera¢ées na espessura ou no aspecto estrutural das trabéculas do osso subcondral, no que se refere
a aumento das pequenas cavidades presentes no 0sso esponjoso e adelgacamento da massa ossea, tanto na tibia quanto no

fémur dos ratos imobilizados por 21 e 45 dias (Figuras 3 e 4).

A
b e

Figura 4- Fotomicrografia de uma sec¢do longitudinal de 6um da epifise distal do fémur e da tibia dos ratos submetidos a
imobilizagcdo por 45 dias. Trabéculas osseas (seta). A: Fémur controle; B: féemur experimental; C: tibia controle; D: tibia

experimenta HE, 320X.

DISCUSSAO

As caracteristicas normais observadas na superficie da
cartilagem articular estdo de acordo com o relato de Ber-
tolini et al.19, que também ndo encontraram alteragdes no
aspecto geral da cartilagem de ratos imobilizados por 7 e 14
dias. Narmoneva et al.18, avaliaram a cartilagem articular
de cdes imobilizados por 4 semanas e ndo observaram sinais
de rugosidade da superficie, fibrilacdo ou degeneracdo da
cartilagem articular. Renner 11, ao avaliar a cartilagem de
ratos imobilizados por 4 semanas ndo encontrou erosoes,
osteodfitos, irregularidades de superficie ou fissuras o que
apoia os resultados encontrados nesse experimento. Porém
Galvido et al.8 puderam constatar a presenca de tecido
conjuntivo fibroso sobre a superficie articular em areas de
auséncia de contato e proxima ao menisco, proveniente da
capsula articular em ratos imobilizados por 45 dias contras-
tando com os resultados obtidos neste estudo.

A hipotese do estudo de que a imobilizagdo por periodo
mais prolongado provoca alteragdes na densidade dos con-
drécitos foi aceita. Foi observado um aumento na populagdo
de condrocitos da zona superficial da cartilagem articular do
fémur ( p=. 0,007) e da tibia no grupo imobilizado por 45 dias
(p=0,0051) quando comparado ao seu controle. Portinho et
al. 20, ndo encontraram diferenga significativa em ratos imo-
bilizados por 15 dias, contudo, Galvao et al. 8, e Del Carlo
et al. 9, referem um aumento da populagdo de condrdcitos
nas zonas superficial e intermedidria, dispostos de forma
irregular e ndo em colunas como na cartilagem normal em
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ratos imobilizados por 45 dias, o que corrobora com nossos
achados. Bertolini et al. 19, também verificaram um aumento
na populacdo de condrdcitos, tanto nos ratos imobilizados
por 7dias como naqueles imobilizados por 14 dias o que
confirma os resultados obtidos neste estudo. Com a restri¢ao
de movimento e de carga, a maturagdo da cartilagem sofre
uma interrupgao e, como resultado, os condrdcitos migram
para a superficie articular, porém permanecem imaturos e
comecam a se degenerar.19

Foi verificado um aumento de grupos isdgenos nos
fémures dos grupos experimentais tanto em 21 como em
45 dias quando comparados aos respectivos controles. Este
aumento também foi observado por Galvao et al.8 e Del
Carlo et al. 9 que sugerem que tal fato possa ser indicio
de um processo de divisdo celular em resposta ao estresse
anormal, constituindo-se um mecanismo natural de defesa
da cartilagem. Bertolini et al. 19, também verificaram um
aumento no numero de grupos isd6genos no grupo imobili-
zado por 14 dias o que confirma nossos achados. Devido ao
aumento da atividade mitotica dos condrocitos, estes irdo
formar grupos de duas a quatro células, na qual representam
uma, duas ou mais divisdes celulares de um condrécito ori-
ginal. Estas células s3o chamadas de grupos isdégenos. Tal
formagao indica um processo de divisdo celular em resposta
ao estresse anormal, comportando-se como um mecanismo
de defesa da cartilagem. Mesmo ap6s um longo periodo de
imobilizagdo, os condrdcitos continuam a se dividir em uma
tentativa de manter a integridade da matriz e, consequente-
mente, da cartilagem articular 19.
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Nao foram observadas alteragdes na espessura ou no
aspecto estrutural das trabéculas do osso subcondral em ne-
nhum dos grupos estudados, o que corrobora com os achados
de Portinho et al.20 Em contraste aos achados obtidos neste
experimento Volpn et al.5. observaram diminuicao do trabe-
culado na regido metafisaria, diminui¢do do volume dsseo,
diminui¢do na espessura trabecular, aumento da separagdo
trabecular, porém, ndo se verificaram diferenca significativa
no numero de trabéculas em ratos imobilizados por 28 dias.
Ressalta-se, no entanto, que as caracteristicas 6sseas podem
variar conforme o tempo de imobilizagdo, metodologia
utilizada, bem como o tipo estudo.

CONCLUSAO

Por um periodo de 45 dias de imobilizagdo as cartilagens
articulares do fémur e da tibia sofrem alteragdes na populacdo
de condrocitos.

O aumento de grupos isdgenos nos fémures dos grupos
experimentais tanto em 21 como em 45 dias indicam um pro-
cesso de divisdo celular como mecanismo de defesa adotado
pela cartilagem.

Sugere-se estudos experimentais controlados cujo grupo
controle ndo seja constituido pelo membro contralateral do
proprio grupo experimental.
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