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RESUMO

Longos periodos de imobilizagdo conduzem a perda 6ssea e de propriedades do 0ss0, e sua recupe-
racao depende de varios fatores; além disso, a imobilizacdo pode causar ulceragdes no tecido cartilagino-
so articular devido a alteracbes como perda de proteoglicanas, de massa e volume totais da cartilagem.
O objetivo deste estudo foi verificar alteragcdes histoldgicas, do tecido ¢sseo periarticular e da cartilagem
articular, provocadas pela imobilizacdo e remobilizacdo de membros posteriores de ratos Wistar. Foram
utilizados 12 ratos Wistar, divididos em dois grupos: Gl - (n = 6): 15 dias com o membro posterior es-
querdo imobilizado em plantiflexdo, sendo o membro direito o controle; GR - (n = 6): periodo de 15
dias de remobilizacdo livre na gaiola, associado a trés séries didrias de alongamento do musculo séleo
esquerdo por 30 segundos. Foram avaliados no tecido ¢sseo as medidas de espessura do 0sso cortical,
diametro do canal medular e numero de ostedcitos; no tecido cartilaginoso, foram mensurados a es-
pessura média da cartilagem e o nimero de condrécitos. Como resultado, observou-se que para Gl ndo
houve alteragdes significativas na espessura do 0sso (p = 0,1156) nem no diametro do canal medular (p
= 0,5698), mas diminuicao significativa dos ostedcitos em relacdo ao contralateral (p = 0,0005); em GR
também houve decréscimo no numero de ostedcitos (p = 0,0001), mas as diferencas na espessura (p =
0,1343) e diametro do canal medular (p = 0,6456) mantiveram-se nao significantes. Para os dados de car-
tilagem articular ndo houve diferencas significativas para as amostras, tanto na espessura da cartilagem
para Gl (p = 0,6640) e GR (p = 0,1633), quanto no nuimero de condrocitos em Gl (p = 0,9429) e GR (p =
0,1634). Conclui-se que duas semanas de imobilizacdo e remobilizacdo produziram apenas diminuicdo
significativa no numero de ostedcitos nos ratos imobilizados; esse nimero continuou a diminuir mesmo
nos animais remobilizados.

Palavras-chave: alongamento muscular, estresse articular, metabolismo ésseo.

ABSTRACT

Long immobilization periods lead to bone and properties loss, and its recovery depends on many fac-
tors. Besides that, immobilization can cause ulcerations in the articular cartilage tissue due to alterations,
such as loss of proteoglycans and total cartilage mass and volume. The aim of this study was to verify
histological alterations of the periarticular bone tissue and articular cartilage caused by immobilization
as well as remobilization of hinder limbs of Wistar rats. Twelve Wistar rats were divided in two groups: Gl
- (n=6): 15 days with the left hinder limb immobilized at plantiflexion, with the right limb being the con-
trol; GR - (n=6): used a 15 day-period of free remobilization in the cage, associated with 3 daily stretching
bouts of the left soleus muscle for 30 seconds. The measures of the cortical bone thickness, diameter of
the medular channel and number of condrocites were evaluated; in the cartilage tissue, the cartilage
mean thickness and the number of condrocites were measured. The results showed that for Gl there
were no significant alterations in the bone thickness (p=0.1156), nor in the medular channel diameter
(p=0.5698), but there was significant decrease of the osteocytes compared with the counter-lateral side
(p=0.0005); in GR decrease in the number of osteocytes (p=0.0001) was also observed, but the differences
in thickness (p=0.1343) and medular channel diameter (p=0.6456) remained non-significant. There were
no significant differences for the articular cartilage data for the samples, neither in the cartilage thickness
for GI (p=0.6640) and GR (p=0.1633); concerning the number of condrocites in Gl (p=0.9429) and GR
(p=0.1634). It is concluded hence that two weeks of immobilization and remobilization produced only
significant decrease in the number of osteocytes in the immobilized rats and continued to decrease even
in the remobilized animals.

Keywords: muscular stretch, articular stress, bone metabolism.
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INTRODUCAO

Juntamente com o tecido 6sseo, o tecido cartilaginoso compde
o esqueleto, sendo uma forma especializada de tecido conjuntivo
de consisténcia rigida. Desempenha a fungao de suporte de tecidos
moles, reveste superficies articulares onde absorve choques, facilita
deslizamentos e é essencial para a formacéo e crescimento dos 0ss0s
longos. A cartilagem é composta de células chamadas condrécitos e de
uma matriz extracelular altamente especializada; é um tecido avascular,
sendo nutrida pelos capilares do conjuntivo envolvente (pericondrio)
ou através do liquido sinovial das cavidades articulares, como no caso
da cartilagem articular?,

O tecido 6¢sseo é um tecido dinamico em constante remodela-
mento; tem por funcdo: suportar partes moles, proteger 6rgaos, ar-
mazenar fons, apoiar musculos e produzir células sangiineas. E um
tipo especializado de tecido conjuntivo formado por células e mate-
rial extracelular calcificado. A presenca de matriz mineralizada torna
o tecido 6sseo dificil de ser cortado ao micrétomo; por isso, técnicas
especiais sdo usadas no seu estudo. Uma das técnicas muito utiliza-
das baseia-se na descalcificacdo do tecido ésseo, apds fixacdo com
fixador histolégico comum, o que possibilita o estudo das células
desse tecido!'?.

De acordo com a lei de Wolff, cada mudanca na funcao é seguida
de mudancas na arquitetura interna e conformacao externa do 0sso.
O exercicio ativo pode aumentar ou diminuir o peso, 0 comprimento

racteristicas do individuo, assim como a intensidade, duracéo e tipo
do exercicio. Falta de exercicios, imobilidade, fraqueza ou lesdo neuro-
muscular também afetam o tecido 6sseo. A perda dssea e de proprie-
dades do 0sso s&o conhecidas apds longos periodos de imobilizacdo
e sua recuperagao varia com o tipo de imobilizacdo, a idade, o osso,
a espécie do animal, o tipo e a intensidade do exercicio utilizado na
fase de remobilizacao®.

Longos periodos de imobilizagdo podem causar ulceracdes no
tecido cartilaginoso articular, devido a alteracdes provocadas nesse
tecido, tais como perda de proteoglicanas, de massa e volume totais
da cartilagem®. Segundo Frateschi?”, o tempo de remobilizacdo deve
ser maior que o periodo de imobilizacao para que as propriedades
do tecido ésseo se recuperem por completo. Visto tais argumentos,
urge a importancia de estudos sobre o comportamento do tecido
cartilaginoso, em especial da cartilagem articular, e do tecido ¢sseo
periarticular, sob diferentes situagcdes de remobilizacao.

O objetivo deste estudo foi verificar alteracdes histoldgicas, do
tecido ¢sseo periarticular e cartilaginoso, provocadas pela imobilizacao
de membros posteriores de ratos Wistar, e as modificacdes geradas
nesses tecidos apds remobilizagéo livre acompanhada de alongamento
do musculo séleo, analisando varidveis como nimero das células e
medidas da espessura dos tecidos.

METODOS

No presente estudo foram utilizados 12 ratos Wistar, machos, com
12 + 2 semanas de idade, os quais foram mantidos em gaiolas plasticas,
com acesso a dgua e racao padronizada ad libitum, em fotoperiodo
de 12 horas, obtidos do Biotério Central da Universidade Estadual do
Oeste do Parana. O estudo foi conduzido segundo as normas interna-
cionais de ética em experimentacao animal®. A amostra foi dividida
aleatoriamente em dois grupos:

Grupo 1 (Gl) = (n = 6): neste grupo 0s animais permaneceram
durante 15 dias com o membro posterior esquerdo imobilizado em
plantiflexdo, sendo apos este periodo sacrificados.
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Grupo 2 (GR) = (n = 6): neste grupo, além do perfodo inicial de
imobilizacdo, foi utilizado um de 15 dias de remobilizacéo livre na
gaiola, associado a trés séries didrias de alongamento do musculo séleo
esquerdo por 30 sequndos, ou seja, estresse articular em dorsiflexdo.

O protocolo de imobilizagdo, para a manutencao de flexdo plantar
maxima, consistiu no uso de algodao e fita adesiva, além de um disposi-
tivo (composto por malha de aco e tecido de algodéo) de imobilizacdo
desenvolvido por Coutinho et al”).

Para realizar o estresse de alongamento didrio, os animais eram
previamente sedados com éter etilico e posicionados em decubito
lateral, com as articulagdes do quadril e joelho a aproximadamente 909,
a dorsiflexdo era realizada até a sensacao de estiramento de tecidos
moles, por 30 segundos, e repetida por trés vezes, sendo realizada
sempre pelo mesmo pesquisador.

Apds a fase de remobilizagdo, os ratos foram anestesiados e sacri-
ficados por decapitagdo em guilhotina e seus membros posteriores
dissecados para coleta do material de estudo. A analise ocorreu no
tecido dsseo periarticular e cartilagem articular da tibia distal, nos 24
membros posteriores, sendo o direito o controle da pesquisa.

Os membros coletados foram fixados em formalina a 4%. Apds
trés a quatro dias de fixacdo, deu-se inicio a dissecagdo muscular do
material, que visou a observacdo do tecido 6sseo e cartilagem articular
do tornozelo. Os membros coletados foram colocados em solugao
de 4cido nitrico a 10% por 20 dias, para a descalcificacdo do tecido
0s5€0.

O material entéo foi desidratado, diafanizado, impregnado e in-
cluido em parafina para confeccdo dos blocos de inclusédo. Apds o
preparo, o material foi levado ao micrétomo para realizacdo de cor-
tes histolégicos (0,8um). Foram confeccionados 24 blocos de parafi-
na, através dos quais se realizaram cinco cortes de cada amostra. Os
cortes foram colocados sob lamina, corados com hematoxilina- eo-
sina (HE) e em seguida cobertos com laminula fixada a lamina com
permount.

Com as laminas j& confeccionadas, o material foi levado para andlise
microscopica em microscépio Olympus BX40, onde foram avaliadas
caracteristicas morfolégicas e morfométricas dos tecidos.

As medidas de espessura do 0sso, diametro do canal medular e
numero de ostedcitos foram realizadas em corte transversal da tibia
a aproximadamente 4-6mm de distancia da articulacédo do tornozelo.
Foram feitos cinco cortes de cada amostra; nesses cortes foram men-
surados trés pontos diferentes para a espessura do 0sso e o didmetro
do canal medular, e cinco campos visuais, aleatérios, por corte, para
a contagem dos ostedcitos. O corte longitudinal foi utilizado para a
analise do tecido cartilaginoso, no qual foram mensurados a espessura
média da cartilagem e o nimero de condrdcitos. Com cinco cortes de
cada amostra realizou-se a mensuracao de trés pontos na cartilagem
articular: 1) anterior; 2) mediano e 3) posterior. Os condrocitos foram
contados em cinco campos visuais, aleatérios, por corte. Depois de
feito o levantamento desses dados, iniciou-se a andlise estatistica, que
foi realizada pelo teste t de Student pareado. O valor de significancia
para todos os testes foi de p < 0,05.

RESULTADOS

No Gl, duas semanas de imobilizagdo do membro posterior esquer-
do nédo provocaram alteracdes significativas na espessura do 0sso (p =
0,1156), nem no diametro do canal medular (p = 0,5698), com varia-
coes respectivas de 7,02% e 3,64% quando comparados os membros
imobilizados e controle (figura 1). Entretanto, a imobilizagédo provocou
significativa diminuicdo dos ostedcitos em relagéo ao contralateral, cuja
variagdo foi de 24,34% (figura 2; p = 0,0005).
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Figura 1. Diferencas nas medidas da espessura do 0sso e no diametro do canal
medular do membro imobilizado em relagdo ao membro controle, pds-imobilizagéo
e pos-remobilizacéo.

No segundo grupo de estudo (GR), o qual ficou imobilizado por
duas semanas e sofreu posterior remobilizacdo por igual periodo, de-
créscimo no numero de ostedcitos do tecido continuou ocorrendo,
tanto no membro experimental como no livre. Provavelmente porque,
ao final das duas semanas de imobilizacéo, o tecido ainda estava so-
frendo agdo da deterioracao ocorrida durante esse processo (figura 2;
p = 0,0001); a variacéo sofrida pelo membro esquerdo em relacdo ao
direito foi de 15,64%. As medidas de espessura (p = 0,1343) e didmetro
do canal medular (p = 0,6456) ndo apresentaram diferenca estatistica-
mente significativa, com variacdes de 15,64% e 2,05%, respectivamente
(figura 1).
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Figura 3. Espessura da cartilagem articular da porcao distal da tibia demonstrando
os efeitos da imobilizacdo e remobilizacao da articulacdo do tornozelo.
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Figura 2. Diferenca no niimero de ostedcitos dos membros direito e esquerdo apds
um primeiro perfodo de imobilizacdo e um segundo periodo de imobilizacao e
remobilizacdo do membro. * Diferenca significativa, p < 0,05 (teste t).

Para os dados de cartilagem articular,ndo houve diferengas signi-
ficativas para as amostras (figura 3 e 4).

A variacéo da espessura da cartilagem articular do membro pos-
terior direito em relacdo ao membro posterior esquerdo dos animais
imobilizados foi de 1,51% (p = 0,6640), enquanto que, no grupo dos
remobilizados, a variacdo foi de 6,43% (p = 0,1633) (figura 3).

O numero de condrécitos ndo apresentou diferenca significativa,
nem nos ratos imobilizados (p = 0,9429), nem nos ratos remobilizados
(p=0,1634), cujas variagdes foram de 0,42% e 2,56%, respectivamente.
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Figura 4. NUmero de condrécitos na cartilagem articular da porcao distal da tibia.

DISCUSSAO

No presente estudo, duas semanas de imobilizacdo nao provoca-
ram alteracées significativas no diametro do canal medular, na espes-
sura 6ssea, na espessura da cartilagem articular nem no ndmero de
condrocitos desse tecido. Entretanto, o niimero de ostedcitos diminuiu
significativamente nos ratos imobilizados e continuou a decrescer
mesmo nos animais remobilizados. Esse resultado pode estar relacio-
nado com a queda no metabolismo désseo. provocando diminuicdo na
quantidade de células para a manutencdo desse tecido.

As caracteristicas 6sseas podem variar conforme o tempo de
imobilizacdo, de remobilizacdo e a metodologia utilizada, bem como
a espécie em estudo. Kaneps et al® estudaram caes adultos imobili-
zados por 16 semanas. Estes so tiveram completa recuperacdo apds
32 semanas de remobilizacdo. No estudo de Trebacz?, em ratos
adultos jovens, apds duas semanas de imobilizacdo houve mudanca
significativa na massa e na densidade 6ssea, embora a mineralizacao
fosse a mesma em ambos 0s membros. Apds quatro semanas de re-
mobilizacdo a rigidez era significativamente mais baixa nos membros
remobilizados que nos membros controle. Duas semanas de imobi-
lizacdo do tornozelo ndo influenciaram nem a espessura do fémur,
nem a area do canal medular; a mineralizacdo do tecido ¢sseo tam-
bém néao foi afetada.

Diferente de outras espécies, os Ursus americanus podem manter
sua formacao 6ssea mesmo em situagdes de desuso, como no periodo
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de hibernacédo. Possivelmente, isso se deve ao fato de esses animais
conseguirem manter a formacéo osteobldstica do tecido durante a
imobilizagdo, além de recuperar rapidamente, na remobilizacao, 0 0sso
perdido. Outras espécies, porém, requerem periodos trés a quatro
vezes maiores",

Os processos de imobilizacdo provocam alteracdes dsseas que
se seguem mesmo apds um primeiro momento de remobilizacéo.
Como conseqiéncia disso, 0 0sso cresce mais fraco, apesar da res-
tauracdo da atividade normal‘?. A remobilizacdo pode adicionar teci-
do 6sseo apenas em superficie existente, ndo sendo suficientemente
anabolica para reconectar trabéculas ¢sseas perdidas durante a imo-
bilizacao!"?.

Os resultados obtidos no presente estudo corroboram os descritos
por Trebacz e Zdunek"?, de que o processo de desuso promove a
degradacao do 0sso no esqueleto adulto e ndo retorna imediatamente
apds a restauracao da atividade. E sabido que a privacdo de estresse
altera as caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas e biomecanicas da
cartilagem articular. Entretanto, o fato de ndo terem ocorrido altera-
¢Hes na cartilagem articular esta de acordo com o trabalho de LeRoux
et al’®, os quais demonstraram que as propriedades mecanicas da
cartilagem, nos membros imobilizados sofrem alteracdées apds um
periodo de quatro semanas de imobilizacdo comum.

Renner"9, de forma semelhante a do presente estudo, avaliaram
alteracdes na cartilagem articular de tornozelos de ratos, apds protocolo
de alongamento muscular passivo ciclico em animais previamente
imobilizados por quatro semanas. O protocolo de alongamento uti-
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lizado foi repeticédo de 10 vezes de dorsiflexdo manual por 60s com
30s de intervalo entre cada periodo, sete dias por semana, por trés
semanas. Como resultados, ndo observaram nenhum efeito significativo
no grupo apenas alongado; contudo, no grupo imobilizado e alongado
houve reducéo significativa de contelido de proteoglicanas, e a analise
morfométrica mostrou aumento na celularidade sem alteracdo na
espessura, comparada com o controle. Concluiram que o protocolo
de alongamento usado foi prejudicial para a cartilagem articular pre-
viamente imobilizada.

Vistas as diferencas nos periodos de imobilizacdo e no protocolo
de alongamento, ndo foram observados no presente estudo resultados
semelhantes aos descritos acima, pois nao foram verificadas alteracoes
significativas no numero de condrécitos no membro imobilizado ao
comparar com o contralateral e, de forma semelhante, também néo se
constataram alteragdes na espessura da cartilagem articular.

Para o presente estudo, objetivou-se analisar se a adi¢do do es-
tresse de estiramento muscular e articular produziria retorno dos pa-
rametros variantes durante a imobilizacdo, em tempo semelhante de
remobilizacdo e imobilizacdo, fato ndo observado para o nimero de
ostedcitos que, durante a imobilizacao, apresentou variacdo significa-
tiva ao comparar com o membro controle, bem como no periodo de
remobilizacéo.
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