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RESUMO

Introducdo: O exercicio fisico apresenta potenciais beneficios na artrite, retardando a incapacidade funcional
e melhorando a fungdo das articulagdes. Estudos in vivo utilizando modelos experimentais de artrite podem
fornecer informacoes Uteis sobre estes beneficios. Objetivo: O propdsito deste estudo foi avaliar os efeitos do
exercicio de baixa intensidade em um modelo de artrite induzida por CFA em ratos. Métodos: A incapacitagdo
articular foi mensurada pelo tempo de elevacdo da pata em uma deambulacdo estimulada no periodo de
um minuto. O edema foi avaliado pela medida do diametro articular do joelho. O exsudato inflamatério foi
coletado apos dez dias para contagem de leucdcitos. O protocolo de exercicio consistiu de dois minutos de
deambulagdo no primeiro dia, dez minutos de deambulac¢do no segundo dia e 20 minutos de deambulagao do
terceiro ao décimo dia. O grupo controle foi submetido a um minuto de deambulagao uma vez ao dia através
de dez dias. O envolvimento de corticosteroide foi avaliado pelo tratamento dos animais por aminoglutetimida.
Resultados: O protocolo de exercicio produziu uma pequena, mas sustentada reducdo da incapacitacao e do
edema articulares, associada a uma grande reducédo na contagem de leucdcitos sinoviais. A aminoglutetimida
preveniu apenas o efeito na contagem de leucécitos sinoviais. Conclusao: Esses resultados sugerem que uma
atividade fisica de baixa intensidade ndo agrava a sintomatologia dos animais artriticos, de fato apresentando
leve melhora, e ainda pode reduzir acentuadamente a migracao de leucécitos para o espaco sinovial.

Palavras-chave: exercicio fisico, anélise do fluido sinovial, tratamento de artrite, adjuvante completo de Freund.

ABSTRACT

Introduction: Physical activity is thought to be beneficial to arthritis, delaying disability and/or improving joint func-
tion. In vivo studies using experimental models of arthritis may provide useful information about such benefits. Objective:
The aim of the present study was to evaluate the effects of the low-intensity exercise on a model of CFA-induced arthritis
in rats. Methods: Articular incapacitation was measured by the paw elevation time in 1-min periods of stimulated walk.
Edema was evaluated by the knee-joint diameter. Synovial exudate was sampled after 10 days for leukocyte count. The
exercise protocol consisted of a 2-min period of stimulated walk in the 1st day, 10 min in the 2nd day, and 20 min from
the 3rd to the 10th day, The control animals were submitted to T-min period of stimulated walk once a day over 10
days. Corticosteroid involvement was assessed by treating the animals with aminoglutethimide. Results: The exercise
protocol produced a slight but sustained reduction of disability and joint swelling associated with a large reduction in
the synovial leukocyte count. Aminoglutethimide only prevented the effect on synovial leukocyte count. Conclusion:
These results suggest that a low-intensity physical activity does not aggravate the symptoms of arthritic animals, in
fact showing a slight improvement, and still can markedly reduce the migration of leukocytes into the synovial space.

Keywords: physical exercise; synovial fluid analysis, arthritis treatment, complete Freund's adjuvan.

INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca autoimune muito comum,
afetando 1-1,5% da populacdo mundial, com uma alta prevaléncia em
mulheres'?, Entretanto, pode ocorrer em qualquer idade, com inicio
mais frequente em adultos entre 40 e 60 anos’. A AR é uma desordem
cronica, sistémica e de etiologia desconhecida, marcada por alteragoes
inflamatodrias na membrana sinovial (sinovite) e nas estruturas articu-
lares, caracterizada pelo desenvolvimento de autoanticorpos e pela
presenca de pannus — um tecido de granulacdo formado na sindvia
por proliferacdo de fibroblastos e células inflamatérias, que invadem e
destroem as estruturas préximas a articulacdo, tais como a cartilagem
articular, 0 0sso subcondral, os tenddes e os ligamentos®. Adicional-
mente, a dor, 0 edema e a rigidez articular causados pela artrite levam
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a incapacidades que afetam as atividades da vida diaria (AVD’s) e as
atividades profissionais. Assim, uma estimativa baseada na qualidade
de vida relacionada com a satde indica a progressdo da doenca e/
ou eficacia terapéutica*®. O diagnostico precoce e inicio imediato do
tratamento sdo importantes para o controle da atividade da doenca e
para prevenir incapacidades funcionais e danos articulares irreversiveis®.

Atualmente, exercicios podem ndo ser recomendados por reuma-
tologistas, baseados na hipotese de que estes podem acelerar o dano
articular e causar agravamento da inflamagéo’. A caracteristica cronica da
AR afeta os sistemas musculoesquelético, neuromuscular, tequmentar e
cardiopulmonar, com perda progressiva da independéncia, gerando inca-
pacidades®. Entretanto, recentes achados sugerem que pacientes com AR
podem se beneficiar de atividades fisicas®, mostrando diminuicao da dor,
melhora da funcéo articular e retardando estas incapacidades funcionais®.
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A atividade fisica estd também associada a melhora na qualidade
de vida entre individuos adultos®. Pesquisas realizadas em pacientes
com AR sao dificeis de ser adequadamente conduzidas, devido aos
exaustivos testes que sao repetidos e pela ingestdo de medicamentos
ou habitos didrios que podem interferir no processo inflamatério e
resposta ao exercicio. Assim, estudos in vivo utilizando modelos expe-
rimentais de artrite podem fornecer informacdes Uteis>'%'1. Entretanto,
um problema associado a esta abordagem pode ser o stress induzido
nos animais, desde que eles sdo forcados a executar as tarefas relacio-
nadas com a atividade fisica. Animais submetidos ao stress irdo prova-
velmente liberar corticosteroides, que pode reduzir os sinais clinicos da
inflamacao e, desse modo, mostrar beneficios. O objetivo deste estudo
foi avaliar farmacologicamente essa possibilidade em um modelo de
artrite induzida por CFA em ratos submetidos a uma tarefa de atividade
fisica moderada.

METODOS
Animais

Os experimentos foram realizados em ratos Wistar machos (275-
350g) com aproximadamente 60 dias de idade no inicio dos experi-
mentos, que foram mantidos em sala com temperatura controlada (20
+ 1°C), com livre acesso a dgua e ragao e submetidos a iluminagao
artificial com ciclo claro/escuro de 12 horas. Todos os experimentos
foram conduzidos de acordo com as diretrizes éticas da Associacado
Internacional para o Estudo da Dor'? e este estudo foi previamente
analisado e aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA — UFSC), pelo protocolo
n° 1.160.066/2006.

Teste algesimétrico

O teste de incapacitacdo da articulacdo do joelho de ratos foi des-
crito em detalhes anteriormente por Tonussi e Ferreira'®. Neste sistema
de registros, um dispositivo assistido por computador mede o tempo
total em que a pata traseira ipsilateral ao joelho injetado ndo entrou
em contato com um cilindro giratério de ago inox (30cm de diametro)
em rotacdo continua a uma velocidade constante de trés rotacoes por
minuto (rp.m.) e por um periodo de 60 segundos de deambulacdo
estimulada (isto é, tempo de elevacdo da pata-TEP). Devido a rotacdo
lenta, os animais calmamente tentam permanecer no topo do cilindro.
Normalmente, animais sem tratamento apresentam um TEP de aproxi-
madamente dez segundos, enquanto que a inflamagao na articulagdo
do joelho aumenta esse valor apenas no membro afetado.

Avaliacdo do edema

De modo a quantificar o edema inflamatério, um paquimetro nao
digital foi utilizado para medir o didmetro articular (DA) mediolateral
em cada dia apds a injecdo intra-articular, antes do teste de incapaci-
tacdo'. Os dados sao apresentados como a diferenca entre as médias
dos valores de DA medidos diariamente apds a injecdo intra-articular de
CFA e valores medidos imediatamente antes da injecao intra-articular
de CFA (em centimetros).

Procedimentos gerais

A artrite por adjuvante foi induzida por uma injecéo intradérmica
de 50 pL de CFA (Mycobacterium butyricum, Difco-USA, 0,5 mg/mL) na
base da cauda, sequida por uma segunda inje¢éo dentro da articulagdo
do joelho direito apos sete dias. As injegdes foram realizadas sob anes-
tesia por halotano (2-4% em oxigénio, Laboratério Cristalia, Brasil). Os
animais foram divididos em dois grupos, controle e exercicio. No grupo
controle, 0s animais realizaram um minuto de deambulagdo didria no
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cilindro em conformidade ao tempo do teste de incapacitacdo em si.
No grupo exercicio, os animais realizaram a deambulacdo durante dois
minutos no primeiro dia, dez minutos no segundo dia, e 20 minutos do
terceiro ao décimo dia. O teste de incapacitagdo foi realizado sempre
durante o primeiro minuto desta atividade. Ambos, incapacitacdo e
edema foram medidos durante dez dias consecutivos.

Os grupos controle e exercicio foram subdivididos em grupos tra-
tados com 4gua (0,1 ml/100 g, oral) e aminoglutetimida (Orimeten®,
50 mg/kg, oral) e foram nomeados como grupo dgua-controle, dgua-
-exercicio, amino-controle e amino-exercicio. Os tratamentos foram
dados uma hora antes do teste de incapacitacdo, por dez dias con-
secutivos, em conformidade aos protocolos descritos anteriormente.

Amostragem de células do liquido sinovial

Apos dez dias de avaliacdo do teste de incapacitacdo e edema,
0s animais foram eutanasiados para a contagem de leucdcitos da la-
vagem do fluido sinovial. A cavidade sinovial da articulacdo do joelho
foi aberta e 5 ulL de fluido sinovial foram coletados para a preparacao
do esfregaco. O esfregaco foi corado pelo corante May-Grunwald-
-Giemsa e utilizado para a contagem diferencial de leucdcitos (cé-
lulas mononucleares e polimorfonucleares — células/mm?3 - MON e
PMN, respectivamente) em um microscopio 6ptico (aumento de
100 x). Imediatamente apds a coleta do fluido sinovial puro, foi realizada
uma lavagem da cavidade articular com 100 pL de solugdo fisiolégica
0,9% contendo anticoagulante EDTA (5%), e diluido numa solucdo de
Turk (1:20) por cinco minutos. Uma amostra deste foi utilizada para a
contagem total de leucécitos (TC, células/mm?3) com auxilio de uma
camara de Neubauer',

Analise estatistica

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando GraphPad
Prism® 4.0 e SPSS 17.0 for Windows®. Os dados obtidos foram subme-
tidos ao teste de Shapiro-Wilk, para verificacdo da normalidade dos
dados, e ao teste de Levene, para verificacdo da homogeneidade das
variancias. Comparacoes de duas curvas ou médias foram realizadas
utilizando teste t pareado e ndo pareado, respectivamente. Os resul-
tados sdo apresentados como média + desvio padrdo de seis animais,
a um nivel de significancia de cinco por cento.

RESULTADOS

O presente protocolo de exercicio ndo agravou a incapacitagao e
o edema articular, ao contrario, estes parametros mostraram pequena
reducédo na intensidade. Esta reducdo foi considerada estatisticamente
significante porque se mantiveram constantes ao longo de todo o
periodo de registro, o que confere grande sensibilidade aos testes de
medidas repetidas utilizados. O teste de incapacitagdo mostrou que
0 grupo agua-controle apresentou um valor do TEP maior quando
comparado aos valores na curva do grupo dgua-exercicio (P < 0,001)
(figura TA). O mesmo foi observado no grupo tratado com aminoglute-
timida com um TEP do grupo amino-controle significantemente maior
quando comparado ao grupo amino-exercicio (P < 0,05) (figura 1B).
A curva de incapacitagdo do grupo tratado com &gua apresentou um
pico atrasado e menos intenso quando comparado ao grupo tratado
com aminoglutetimida. O TEP méximo para os grupos agua foi encon-
trado no segundo dia para o grupo dgua-exercicio (TEP no segundo
dia = 23,2 + 5,8 5) e no quarto dia para o grupo dgua-controle (TEP
no segundo dia = 24,6 + 4,8 s5; TEP no quarto dia = 26,5 + 3,7 s), 05
quais foram menores que os encontrados nos grupos tratados com
aminoglutetimida, que apresentaram os maiores valores no primeiro dia
apds estimulacdo por CFA (grupo amino-exercicio: TEP no primeiro dia
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=259 + 6,1 s e TEP no segundo dia = 16,8 + 2,7 s; grupo amino-
-controle: TEP no primeiro dia = 28,7 = 5,7 s e TEP no segundo dia
=25,2+5,75). Apos alcancar o méximo valor de TEP, a incapacitacao nos
grupos tratados por aminoglutetimida decaiu mais cedo quando com-
parada aos valores dos grupos tratados com dgua, e ambos diminuiram
antes dos sinais de inflamacao, isto é edema e infiltracdo de leucdcitos.

Adicionalmente, o edema articular também foi reduzido pelo
exercicio. Uma significante diminuicdo (p < 0,05) do diametro arti-
cular (figura 1C) foi produzida pelo protocolo de exercicio no grupo
tratado com &gua do primeiro ao terceiro dia. No grupo tratado por
aminoglutetimida essa diferenca foi ainda mais significante, sendo
observada durante todo o teste (p < 0,001) (figura 1D).

Similarmente a incapacitacao, o diametro articular (DA) no grupo
tratado por aminoglutetimida apresentou pico mais cedo e mais largo
que o grupo tratado por agua. O DA nos grupos tratados por aminoglu-
tetimida foi maior no primeiro e sequndo dias (grupo amino-exercicio:
DA primeiro dia = 0,41 + 0,05 e DA segundo dia = 0,38 + 0,06; grupo
amino-controle: DA primeiro dia = 0,48 + 0,05 e DA segundo dia = 0,43
+ 0,03) enquanto 0s grupos tratados com dgua mostraram picos mais
altos no segundo e terceiro dias (grupo agua-controle: DA segundo
dia =041+ 0,03; grupo dgua-exercicio: DA terceiro dia = 0,37 + 0,03).

A migracdo total de leucécito para o fluido sinovial foi também
significantemente diminuida pelo protocolo de exercicio no grupo
tratado por dgua (P < 0,05) (grupo agua-exercicio: CT/mm? = 4.241
+ 750; MON/mm? = 2.768 + 393; PMN/mm? = 1.474 + 396. Grupo
agua-controle: CT/mm? = 7.875 £ 929; MON/mm? = 4.975 + 1.063;
PMN/mm? = 2.254 + 455); entretanto, diferentemente da incapacita-
¢do e edema, o tratamento por aminoglutetimida inibiu pelo menos
parcialmente esse efeito do exercicio (grupo amino-exercicio: CT/mm?
=5.192 + 893; MON/mm? = 3.871 + 854, PMN/mm? = 1321 + 310.
Grupo amino-controle: CT/mm? = 6.992 + 770; MON/mm? = 4.567 + 919;
PMN/mm? = 2410 + 677) (figura 2).
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Figura 1. Efeito do exercicio sobre a dor e edema apds pré-tratamento com um
inibidor de corticosteroide. Animais que realizaram exercicio e o controle receberam
aminoglutetimida (50mg/kg, v.0.) ou dgua destilada (0,1ml/ 100g, v.0.) por dez dias
consecutivos, uma hora antes do teste de incapacitagdo. * e *** indicam diferencas
estatisticas do grupo controle para P < 0,05 e P < 0,001, respectivamente (teste t de
Student pareado). Todos os resultados foram expressos como média + desvio padréo
de seis ratos por grupo.

DISCUSSAO

O presente estudo tem mostrado que a atividade fisica controlada
pode efetivamente reduzir parametros como dor, edema e migracéo ce-
lular em ratos submetidos a artrite induzida por CFA. Dentre esses efeitos,
a reducao da migracéo celular para o espaco sinovial foi, sem duvida, de
maior relevancia e é, também, de maior importancia clinica, pois pode
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Figura 2. Efeito do exercicio na infiltragdo de leucdcito apds pré-tratamento com um
inibidor de corticosteroide. Animais que realizaram exercicio e o controle receberam
aminoglutetimida (50mg/kg, v.0.) ou &gua destilada (0,1ml/ 100g, v.0.) por dez dias
consecutivos. Leucdcitos sinoviais totais (CT) foram contados no décimo dia. PMN e
MON representam as células polimorfonucleares e mononucleares, respectivamente.
* indica diferenca estatistica do grupo controle para P < 0,05 (teste t de Student néo
pareado). Todos os resultados foram expressos como média + desvio padrao de seis
ratos por grupo.

determinar a reducdo da destruicdo articular associada a esta doencga
degenerativa. A artrite experimental estd associada as mudancas dra-
maticas nas propriedades da resposta de aferentes articulares', o que se
supde realcar a dor que acompanha a artrite. Além disso, a dor associada
a doenga na articulagdo é induzida ou agravada durante movimentos e
pela estimulacado mecanica local na articulacdo afetada'®. De fato, Butler
etal (1991) estudaram os efeitos do nado (em dgua aquecida a 37°C, trés
vezes na semana) no comportamento da dor em um modelo de artrite
induzida por CFA e reportaram menor limiar de dor em resposta a pres-
s&0 na pata em animais exercitados, apesar de nenhum agravamento na
rigidez articular e mobilidade'’. No presente estudo, apesar de os animais
mostrarem uma adaptacdo prévia na incapacitagdo induzida pela infla-
macéo, pode-se observar diferenca consistente entre animais exercitados
e ndo exercitados, o que sugere efeito antinociceptivo.

Outras caracteristicas importantes observadas foram a reducéo
do diametro articular e o nimero de leucdcitos no liquido sinovial.
A reducao do didmetro articular reflete uma reducao do edema infla-
matério em tecidos periarticulares, e ja foi visto que este parametro é
também reduzido por agentes anti-inflamatérios do tipo da aspirina
e glicocorticoides'®'. Assim, a reducao observada aqui sugere que ha
um efeito positivo importante do exercicio neste modelo de inflamagdo
articular. Em adicéo, a infiltracdo de leucécitos é o evento mais rele-
vante durante a artrite, uma vez que esta envolvida na destruicdo do
tecido e em todas as consequéncias de longa duracao desta. Estratégias
farmacoldgicas, incluindo agentes anti-inflamatérios, sdo, portanto, di-
rigidos para a inibicdo da migracao de leucocitos?® como um esforco
para limitar a progressao da doenga, j& que drogas anti-inflamatérias
podem apenas produzir alivio sintomatico sem prevenir a progressao
da doenca. Neste contexto, a notavel inibicdo de leucdcitos sinoviais
pelo protocolo de exercicio foi de grande importancia. Juntos, esses
efeitos inibidores no edema periarticular e leucécitos sinoviais sugerem
que um protocolo similar de exercicio pode também contribuir para a
terapéutica convencional anti-inflamatéria na clinica.

O pré-tratamento com aminoglutetimida (um inibidor mitocondrial
P450 scc) foi conduzido a fim de suprimir o aumento de corticosteroides
enddgenos durante o protocolo de exercicio?!. Os resultados mostraram
que diferencas marcantes relativas a migracao de leucocitos observada
entre o grupo tratado com aminoglutetimida e o grupo controle sugerem
que este efeito é devido ao aumento do corticosteroide durante o
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protocolo de deambulagdo. A elevacéo de corticosteroides e outros
marcadores apos protocolos de exercicio tém sido mostrada por outros
estudos’>?®, indicando que protocolos de exercicios forcados induzem
uma resposta de stress em ratos. Tal elevacdo de corticosteroides é
supostamente responsavel pela diminuicéo de leucdcitos sinoviais e 0s
efeitos antiedematogénicos e anti-hiperalgésicos consequentes devido
a sua conhecida acdo anti-inflamatoria?. De fato, estudos anteriores tém
mostrado uma diminuicao na expressao da inflamacao induzida por COX-
2% e diminuicdo dos niveis de IL-1b plasmaticos?, apds protocolos de
exercicio forcados. Ambos achados tém sido consistentes com a elevacéo
dos niveis de corticosteroides e o consequente efeito supressivo na
expressdo de genes pré-inflamatérios. Entretanto, no presente estudo, 0s
efeitos anti-hiperalgésicos e antiedematogénicos induzidos pelo protocolo
de exercicio foram resistentes ao tratamento por aminoglutetimida,
sugerindo que a melhora da funcao articular produzida pelo protocolo de
exercicio foi independente de um aumento de corticosteroide e também
eficiente para ocorrer mesmo na presenca da migragdo de leucécitos.
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CONCLUSAO

Este estudo sugere que uma atividade fisica de baixa intensidade
nao agrava a sintomatologia dos animais artriticos, de fato apresentan-
do leve melhora, e ainda pode reduzir acentuadamente a migragdo de
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