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Influéncia do exercicio na inducao da apoptose e necrose
das células do liquido sinovial de eqiiinos atletas’
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ABSTRACT.- Rasera L., Massoco C.O., Landgraf R.G. & Baccarin R.Y.A. 2008. [Exercise
induced apoptosis and necrosis in the synovial fluid cells of athletic horses.]
Influéncia do exercicio na indugéo da apoptose e necrose das células do liquido sinovial
de equinos atletas. Pesquisa Veterindria Brasileira 28(5):231-236. Departamento de
Clinica Médica, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade do Estado
de Sao Paulo, Av. Prof. Dr. Orlando Marques de Paiva 87, Butantan, Sao Paulo, SP
05508-270, Brazil. E-mail: baccarin@usp.br

The effects of biomechanical stress on inflammatory and adaptative responses of
articular tissues in athletic horses were investigated. Synovial fluid was collected from
the metacarpophalangeal joints of athletic horses before exercise and 3, 6, 24 hours
after exercise, and as well as from the control group (without exercise). Apoptosis/necrosis
percentage, TNF-a and PGE2 were determined by annexin V/PI assay, bioassay (L929)
and ELISA, respectively. The results showed that total leukocyte count was higher in the
athletic group when is compared with the control group. Three hours after the exercise
was done there were increases of cellular apoptosis (P>0.05) and necrosis (P<0.05)
percentage, PGE2 concentration (P<0.05) and protein concentration (P<0.05), and the
TNF-a level has dropped. The athletic group showed moderate level of joint inflammation
after the strenuous exercise. This articular tissue response to biomechanical insult due
to the exercise, with high intensity after 3 hours after training associated with normality

after 24 hours, reveals the articular adaptation to physical stress in athletic horses.

INDEX TERMS: Equine, joint, inflammation, exercise, flow cytometry.

RESUMO.- Examinaram-se os efeitos do estresse mecéa-
nico na resposta inflamatéria e adaptativa dos tecidos ar-
ticulares de cavalos atletas. O liquido sinovial foi colhido
das articulag6es metacarpofalangeanas de equinos atle-
tas antes, 3, 6 e 24 horas apds o exercicio, assim como
de um grupo controle (cavalos nao exercitados). A por-
centagem de apoptose/necrose, o TNF-a e a PGE2 fo-
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ram determinados pelo ensaio de AnexinaV/lodeto de
Propideo, bioensaio (L929) e ELISA, respectivamente. Os
resultados mostraram que a contagem total de células
nucleadas foi sempre menor no grupo controle em rela-
¢ao ao grupo atleta (P<0,05). Observaram-se aumentos
na porcentagem de células em apoptose (P<0,05) e
necrose (P<0,05), concentracao de PGE2 (P<0,05) e pro-
teina sinovial (P<0,05), e diminuicao da concentragéao de
TNF-a (P<0,05) apds 3 horas do término do exercicio. O
grupo atleta apresentou grau moderado de inflamacgao
articular apds o exercicio intenso. Esta resposta dos teci-
dos articulares frente ao insulto mecéanico do exercicio,
com maior intensidade as 3 horas apds término da ativi-
dade esportiva e retornando a normalidade 24 horas apés,
revela a capacidade da adaptacao articular ao estresse
fisico, em equinos atletas.

TERMOS DE INDEXACAO: Eqiino, articulagéo, inflamagéo,
exercicio, citometria de fluxo.
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INTRODUCAO

Os tecidos articulares se adequam a magnitude e frequén-
cia da forga aplicada sobre eles, o que ocorre natural-
mente durante o exercicio. Logo, o treinamento é deseja-
do para promover a adaptacao das respostas fisioldgicas
e das estruturas articulares, com intuito de se manter um
alto desempenho atlético com menor comprometimento
articular.

Sabe-se que a carga compressiva imposta aos teci-
dos articulares de cavalos atletas, submetidos a treina-
mento diario, provoca uma resposta inflamatéria com pro-
ducao de fatores de crescimento, citocinas e enzimas
pelas células sinoviais, que podem ser mensurados no
liquido sinovial. Portanto, a regulacao inadequada da res-
posta inflamatdria apds exercicio pode levar a dano
tecidual excessivo ou a inflamacéo cronica (Bertone 2004).

Alguns modelos experimentais de artrite ja foram deli-
neados para se estudar a resposta inflamatéria dos teci-
dos articulares, sendo os principais deles a criagao de
uma instabilidade articular ou a injecdo de agentes irri-
tantes (May 1996), como o lipopolissacarideo (LPS). Po-
rém, sao poucos os estudos que quantificam a resposta
inflamatdria e a relacionam com as alteracdes degenera-
tivas articulares nos cavalos em treinamento.

Os estudos realizados para avaliar a influéncia das
citocinas no metabolismo articular, concluiram que, prin-
cipalmente, a interleucina-1 (IL-1) e o fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a) modulam a sintese de metaloprotei-
nases pelos condrécitos e células sinoviais, interferindo
na sintese e degradacao das moléculas de proteoglicanos
e colageno da matriz, e alteram o equilibrio bioquimico
necessario para a manutencao da integridade da cartila-
gem articular (Jouglin et al. 2000, Fernandes et al. 2002,
Ottonello et al. 2002, Schuerwegh et al. 2003). Este
desequilibrio bioquimico leva a alteragdes degenerativas
na cartilagem e, com isso, uma menor resisténcia as car-
gas compressivas impostas durante o exercicio, sendo
um fator predisponente para a ocorréncia da osteoartrite,
principalmente nos animais atletas (Chrisman et al. 1981,
Van de Lest et al. 2000).

Além disso, foi verificado que a inflamacao articular
pode induzir a apoptose das células sinoviais por meio da
acao das citocinas pro-inflamatérias, principalmente o
TNF-a e o 6xido nitrico (NO), fatores estes importantes
na patogenia da osteoartrite em humanos e animais
(Adams e Horton 1998, Aizawa et al. 2001, Salamone et
al. 2001, Kim 2003). Segundo Herman et al (2005) o TNF-
a exerce seu efeito citotoxico via producao de radicais de
oxigénio no ambiente intracelular, o qual induz a apoptose.

A prostaglandina E, (PGE,) também induz a apoptose
dos condrdcitos e suprimi a proliferagao dos sinovidcitos
na artrite reumatoide (Miwa et al. 2000). Sabe-se que nos
tecidos articulares sao os condrdcitos e os sinoviécitos
que produzem PGF,a, 6-keto-PGF,a, e principalmente
PGE,'?, sendo a sintese da PGE, de maior magnitude
pelo trauma e a acao de fatores biologicamente relevan-
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tes, como a interleucina-1b, o TNF-a (Kirker-Head et al.
2000, Martel-Pelletier et al. 2003).

Na artrite reumatdide em humanos, caracterizada por
uma inflamacao neutrofilica, a apoptose dos neutrdfilos é
essencial na prevencao dos danos teciduais excessivos.
Isto porque estas células liberam potentes destruidores
da cartilagem articular, como as serinas e as metalopro-
teinases, e a diminuicao de sua populag¢éo por conseguinte
diminui a quantidade de enzimas liberadas. Ao contrario
das células em necrose, os neutréfilos apoptéticos sao
prontamente reconhecidos pelos macréfagos e
fagocitados sem estimular uma atividade proé-inflamatoria
das células fagocitarias (Salamone et al. 2001, Catrina et
al. 2005).

A apoptose é uma forma de morte celular fisioldgica
onde ocorre remocgao das células velhas, danificadas ou
anormais, que poderiam interferir com as fungdes dos te-
cidos biolégicos. A apoptose possui caracteristicas dis-
tintas da morte celular patoldgica ou da necrose. As célu-
las apoptdticas sofrem fragmentacao nuclear e brotamento
citoplasmatico para a formacéo de fragmentos celulares
chamados de corpos apoptéticos, que sao rapidamente
fagocitados e destruidos pelos macréfagos vizinhos. A
fragmentacdo celular néo leva a liberagdo do conteudo
celular, e a fagocitose dos corpos apoptéticos nao leva a
inflamagéo, conseqlientemente sem danos as células
adjacentes ou tecidos (Abbas et al. 2000, Tizard 2000).

A necrose é o ponto final das alteragbes celulares,
sendo uma consequéncia comum de inflamacgdes, pro-
cessos degenerativos e infiltrativos, e de muitas altera-
¢bes circulatérias. O mesmo agente etioldgico pode pro-
vocar tanto necrose quanto apoptose, sendo que a seve-
ridade da agressao parece ser o fator determinante do
tipo de morte celular (Abbas et al. 2000, Tizard 2000).

Existem varios ensaios para se detectar células em
apoptose, como aqueles que verificam a fragmentacao
do DNA em tecidos (TUNEL) (Miwa et al. 2000, Kim et al.
2003), ou da externalizagdo da fosfatidilserina (Ottonello
et al. 2002, Catrina et al. 2005), medida por meio da liga-
¢ao da anexina-V-FITC, utilizando a técnica de citometria
de fluxo.

Ottonello et al (2002) estudaram a acéo in vitro do TNF-
a sobre a apoptose dos neutrdfilos do liquido sinovial de
pacientes humanos com artrite reumatodide, e observaram
que esta citocina exerceu um breve efeito pro-apoptotico
nos estagios iniciais (entre 3 e 6 horas) da exposi¢do dos
neutrofilos ao TNF-a (10ng/mL) e potente acao anti-apop-
tética no tempo subsequente. Entretanto Salamone et al
(2001) mostraram um grande aumento na apoptose dos
neutrofilos apds a exposicao ao TNF-a. Portanto, ainda nao
foi bem definido o mecanismo que determina se o efeito
dominante do TNF-a é a ativacéo celular ou a apoptose.

Assim sendo, a influéncia do TNF-a na inducédo da
apoptose em condrdcitos in vitro (Miwa et al. 2000, Aizawa
et al. 2001) e a agéo anti-apoptética do TNF-a nas célu-
las sinoviais de pacientes com artrite reumatdide (Ottonello
et al. 2002) foram estudadas, contudo ndo existem estu-
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dos mostrando a ocorréncia de apoptose no liquido sinovial
de animais higidos submetidos a atividade esportiva.

O objetivo deste estudo foi quantificar a ocorréncia de
apoptose e de necrose das células do liquido sinovial em
cavalos atletas, apds exercicio, correlacionando-a com a
quantidade de células nucleadas totais, e as concentra-
¢Oes de TNF-a e PGE, sinovial. Com isso pretendeu-se
ampliar o conhecimento sobre a influéncia do exercicio
no desencadeamento da resposta inflamatdria articular.

MATERIAL E METODOS

As amostras de liquido sinovial de cavalo foram colhidas em 16
articulagcdes metacarpofalangeanas higidas. Oito destas foram
obtidas de cavalos atletas (grupo atleta), com idade entre 12 e
16 anos, machos e fémeas, de um time de pdlo de alto handicap
submetidos ao mesmo esquema e ritmo de treinamento,
alojados no mesmo haras na cidade de Indaiatuba, Sao Paulo.
As oito articulag¢des restantes formaram o grupo controle, sendo
de cavalos com idade entre 10 a 12 anos, que n&o praticavam
qualquer tipo de modalidade esportiva e ndo possuiam histdrico
ou apresentavam afeccdes articulares, avaliadas por exame
fisico e radiogréfico.

A artrocentese das articulagdes metacarpofalangeanas foi
realizada através do ligamento sesamoideano colateral lateral,
segundo técnica descrita por Misheff e Stover (1991). Cada
amostra de 1,0mL foi acondicionada em tubos contendo EDTA
para a contagem total das células nucleadas, dosagem de
proteina total e a realizagcdo do ensaio de apoptose e necrose.
Para a quantificagdo de TNF-a e PGE,, 1,0mL da amostra foi
acondicionado em tubo esterilizado seco, centrifugado e o
sobrenadante congelado em freezer -70° para posterior analise.
As amostras de liquido sinovial do grupo atleta foram colhidas
no dia anterior ao jogo de pdlo (momento zero) e 3, 6 e 24
horas apds o término do jogo, e a colheita nos animais do grupo
controle foi realizada somente em um momento.

O liquido sinovial foi analisado quanto a coloragdo, sendo
classificado como amarelo claro, amarelo ouro e vermelho; e
quanto ao aspecto, como limpido, semiturvo e turvo, recebendo
escores de 1 a 3 para cada caracteristica analisada. Registrou-
se também o volume de liquido sinovial obtido em cada momento
de colheita.

As amostras destinadas a contagem total de células
nucleadas foram centrifugadas durante 10 minutos a 100 x g,
sendo o sedimento ressuspendido em 1,0mL de PBS (solugao
tampao de fosfato, pH=7,4), realizando a contagem em camara
de Neubauer.

Para a dosagem de proteina total foi utilizado o sobrenadante
retirado apos centrifugagdo da amostra destinada a contagem
total de células nucleadas. As dosagens da proteina total foram
realizadas pelo método do biureto com a utilizacao do analisador
bioquimico automatico (Analisador bioquimico automatico -
MAS, Liasys).

O numero de células sinoviais em apoptose ou necrose foi
identificado pelo ensaio de externalizacao da fosfatidilserina por
meio da técnica de citometria de fluxo proposta por Bucchieri et
al (2002). Apos a contagem total de células em camara de
Neubauer, o numero de células foi ajustado para uma
concentracao final de 1x10° células contidas em 100mL de uma
solucdo de anexina V conjugada com FITC (ficoeritrina) na
diluicdo 1:500 (Laboratério de Farmacologia, Departamento de
Patologia, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, USP,

Sao Paulo, SP) diluida em tampéao de ligacao (10mM Hepes/
NaOH; 140mM NaCl; 2,5mM CaCl,; pH=7,4) e iodeto de propideo
(PI, 15mg/mL; Sigma Chemicals, St Louis, USA). As células foram
incubadas em tubos de propileno, protegidas da luz e mantidos
a temperatura ambiente durante 15 minutos. A detecgéo da
porcentagem de células em apoptose e necrose foi determinada
em citobmetro de fluxo (Becton Dickinson Immunocytometry
System, San Jose, CA, USA) conectado com um computador
(Macintosh Apple, CA, USA) utilizando-se o software Cell Quest
iPro. As populacdes celulares analisadas foram reconhecidas
por meio das propriedades FSC/SSC das mesmas. A
fluorescéncia verde do FITC foi mensurada a 530+30nm (detector
FL1) e a fluorescéncia vermelha do iodeto de propideo foi
mensurada a 585+42nm (FL2).

As células coradas em verde (anexina-V-FITC) foram
consideradas células apoptéticas em estado inicial (apoptose
basal), aquelas coradas em vermelho (PI) foram consideradas
células necréticas, as células coradas em verde e vermelho
(anexina-V-FITC e PI) foram consideradas células em apoptose
tardia (apoptose decorrente do exercicio) e as células viaveis
foram aquelas sem nenhuma marcagéo.

A quantificacdo do TNFa no liquido sinovial foi realizada atra-
vés de um ensaio de citotoxicidade in vitro sobre células L929,
segundo técnica descrita por Flick & Gifford (1984). Os resulta-
dos obtidos apds a leitura foram expressos em densidade dptica
(DO), sendo transformados em ng/mL, mediante equagéo de
regressao linear com base na curva padrao. Ja a concentracao
de PGE, do liquido sinovial foi determinada por ELISA (Cayman
Chemical Co, MI, USA), de acordo com técnica descrita por
Pradelles et al. (1985), Laboratério de Imunologia, Instituto de
Ciéncias Bioldgicas, USP, Séao Paulo, SP).

Os dados foram avaliados segundo a normalidade pelo teste
de Kolmojorov-Smirnov; em seguida o modelo de analise de
variancia para verificar o efeito de grupos foi utilizado. O
contraste entre médias foi feito pela d.m.s. do teste de Tukey a
nivel de 5% de probabilidade. Para os dados nao paramétricos
utilizou-se o teste Kruskal-Wallis.

RESULTADOS

O volume de liquido sinovial (mL) obtido as 3 e 6 horas
diminuiu (P<0,05) em relagdo ao momento zero e as 24
horas. Comparativamente ao grupo controle houve dife-
renca significativa em relagcdo aos momentos zero, 6 e 24
horas (Quadro1). A coloracao do liquido sinovial tornou-se
avermelhada as 3 e 6, e amarelo ouro as 24 horas diferin-
do (P<0,05) da colora¢éo amarelo palha do momento zero
e do grupo controle. Nao houve alteracdo no aspecto do
liquido sinovial (P>0,05), apresentando-se limpido em to-
dos 0s momentos analisados, em ambos 0s grupos.

Todos os valores médios da concentracao de proteina
total (g/dL) no liquido sinovial das articulagdes metacarpo-
falangeanas do grupo atleta, ou seja, momento zero, 3,6 e
24 horas apo6s o término do jogo foram maiores (P<0,05)
do que os valores do grupo controle. Também ocorreu au-
mento significativo de proteina total 6 e 24 horas apds tér-
mino do jogo em relagdo ao momento zero no grupo atleta
(Quadro1).

O numero de células nucleadas do liquido sinovial do
grupo controle (céls/mL) foi menor (P<0,05) do que nos
momentos zero, 3, 6 e 24 horas do grupo atleta. Nao foi
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Quadro 1. Médias e desvio padrao do volume (mL), da concentracao de proteina total (g/dL), da
contagem total de células nucleadas (céls/mL), da concentracéo de PGE, (pg/mL), e mediana da
concentracao de TNF-a (pg/mL) no liquido sinovial obtidos das articulacées
metacarpofalangeanas de cavalos atletas, antes (M0), 3, 6 e 24 horas apos o término do jogo, e
dos animais do grupo controle. Sao Paulo, 2007

Controle MO 3 horas 6 horas 24 horas
Volume (mL) 1,68¢ + 0,45 5412+ 192 298¢+ 162 3,09+ 1,81 6,25 + 1,75
Proteina total (g/dL) 0,502+0,23 1,10P+0,44 1,62b¢+0,38 1,78°+0,50 1,89¢+0,52
Células nucleadas (céls/mL)  252+11,95 130°+79,28 165P+132,02  127,78°+94,25 157,50°+96,02
PGE, (pg/mL) 34,602+31,57 116,10°+48,69 521,75°+331 476,48°+307,10 182,72°+91,88
TNF-a (pg/mL) 185,02 768,5P 326,020 750,080 755,00

Para letras diferentes médias estatisticamente significativas (P<0,05).

Quadro 2. Mediana da porcentagem de células em
apoptose total, apoptose inicial, apoptose tardia e
necrose, média e desvio-padrao da porcentagem de
células viaveis no liquido sinovial das articulagées
metacarpofalangeanas de cavalos atletas, antes (MO0), 3,
6, e 24 apds o término do jogo, e dos animais do grupo
controle. Sao Paulo, 2007

Apoptose Apoptose Apoptose Necrose Células

total inicial tardia viaveis

(% céls) (% céls) (% céls) (% cels) (% cels)
Controle 0,30° 0,23b 0,06° 0,52¢ 98,78+0,752
MO 4,012 1,742 2,272b 2,63° 86,89+11,08P
3 horas 7,97° 0,20P 7,58P 20,762 66,22+22,18P
6 horas  4,2738b  0,56° 3,200 3,15 92,01+3,08P
24 horas 0,752¢  0,23P 0,462¢ 2,27°  89,61+11,23P

Para letras diferentes, na mesma coluna, médias estatisticamente sig-
nificativas (P<0,05).

observada diferenca (P>0,05) no numero de células
nucleadas entre os momentos analisados do grupo atleta
(Quadro 1).

Em relagéo a porcentagem de células em apoptose
inicial, notou-se diminuicao significativa (P<0,05) as 3
horas em relagdo ao momento zero, ndo havendo dife-
renca estatisticamente significante em relacdo aos outros
momentos analisados ou ao grupo controle. Analisando-
se a porcentagem de células em apoptose tardia obser-
vou-se aumento significativo as 3 e 6 horas em relagédo
as 24 horas e ao grupo controle. Também foi notado que
a porcentagem de células em apoptose tardia era eviden-
temente maior (P<0,05) no momento zero do grupo atleta
do que no grupo controle. Os dados referentes a apoptose
tardia refletiram na porcentagem de apoptose total, ou seja,
houve aumento significativo as 3 e 6 horas em relagédo as
24 horas e ao grupo controle, e diferenca significativa
(P<0,05) entre 0o momento zero do grupo atleta e o grupo
controle (Quadro 2)

A porcentagem de células em necrose as 3 horas em
relacdo ao momento zero, 6 e 24 horas teve aumento sig-
nificativo. Houve diferenca significativa na porcentagem
de células em necrose entre o grupo controle e os mo-
mentos zero, 3, 6 e 24 h do grupo atleta. Analisando a
porcentagem de células viaveis no liquido sinovial obser-
vou-se diferenca (P<0,05) entre o grupo controle e todos
os momentos do grupo atleta (Quadro 2).
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A concentracao de TNF-a (pg/mL) do liquido sinovial
do grupo controle mostrou-se menor do que as do mo-
mento zero e 24 horas do grupo atleta (P<0,05), porém
similar aos momentos 3 e 6 do grupo atleta (P>0,05) (Qua-
dro 1, Fig.1).

Os niveis de PGE, (pg/mL) no liquido sinovial do gru-

Bcontrole
Batigas

3h Eh 24
Coletas (horas)

Fig.1. Valores médios da concentragdo de TNFa (pg/mL) no
liquido sinovial das articulagbes metacarpofalangenas dos
cavalos atletas, antes (MO) e 3, 6, e 24 horas apdés o térmi-
no do jogo, e dos animais do grupo controle. Sdo Paulo,
2007.

Bcontrole
H atletas

PGE2 (pgnlL)

3h Eh 24
Coletas (horas)

Fig.2. Valores médios da concentragéo de PGE, (pg/mL) no
liquido sinovial das articulagbes metacarpofalangenas dos
cavalos atletas, antes (MO) e 3, 6, e 24 horas apds o térmi-
no do jogo, e dos animais do grupo controle. Sdo Paulo,
2007.
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po atleta as 3 e as 6 horas apds o exercicio em relagao ao
momento zero e 24 horas teve aumento significativo. Hou-
ve diferencga significativa entre o grupo controle e todos
os momentos do grupo atleta (Quadro 1, Fig.2).

DISCUSSAO E CONCLUSAO

O movimento articular durante o exercicio € o maior agen-
te ativador da circulagao sinovial, modificando a presséo
intra-articular e o fluxo sangtineo sinovial. Também o des-
locamento de liquido através da membrana sinovial para o
intersticio e vasos linfaticos aumenta durante o exercicio,
melhorando a rotatividade do liquido articular (Levick 1987).
Portanto, a diminuicao no volume obtido de liquido sinovial
das articulagdes metacarpofalangeanas do grupo atleta,
apo6s 3 horas do término do exercicio, pode ser consequ-
éncia do aumento desta rotatividade sinovial, apesar do
aumento no fluxo sangiiineo e consequente aumento na
producao de liquido sinovial que ocorre durante a movi-
mentacgao articular. Levick (1987) também citou diminui-
¢a0 no volume de liquido sinovial apds o exercicio em hu-
manos, porém nao identificou 0 momento de colheita. Fato
importante foi que o volume de liquido sinovial do grupo
atleta apresentou-se maior que os valores do grupo con-
trole em todos os momentos, demonstrando a influéncia
do exercicio no volume de liquido sinovial das articulagbes
metacarpofalangeanas de cavalos atletas.

Sabe-se também que o exercicio, ou seja, 0 vigoroso
movimento sinovial, aumenta a permeabilidade da barrei-
ra sanglinea-articular a macromoléculas e particulas
(Levick 1987). Logo, a alteragéo na coloragéo do liquido
articular obtido das articulagdes dos animais atletas apds
o término do exercicio, deve ser decorrente da hiperemia
da membrana sinovial, ocasionada pelo aumento do fluxo
sanglineo, associada ao aumento da permeabilidade
sanguinea-articular.

O aumento da permeabilidade capilar a macromolé-
culas e a maior dindmica do liquido articular decorrentes
do exercicio (Levick 1987) mantém um maior influxo das
células inflamatdrias e de proteina para a cavidade arti-
cular, o que pode ser observado pela maior numero des-
tas células e de concentracao protéica no liquido sinovial
do grupo atleta em relagao ao grupo controle. Porém, a
contagem de células nucleadas nao aumentou no decor-
rer das 24 horas analisadas apds o exercicio. Estes re-
sultados podem ser interpretados como uma reacao in-
flamatdria constante, decorrente do insulto repetitivo do
exercicio a membrana sinovial.

Sob condigdes fisiologicas a apoptose ocorre como
uma renovacgao das células dos tecidos biolégicos, ten-
do, portanto um valor basal de ocorréncia (Tizard 2000).
Com o aumento das exigéncias teciduais sob comando
do exercicio, a porcentagem de células em apoptose pro-
vavelmente seja maior, como observado neste estudo
(apoptose tardia). Porém, o exercicio intenso também pro-
vocou morte celular por necrose das células inflamatéri-
as e sinoviais, principalmente 3 horas apds seu término,

com consequente liberagcdo de mediadores inflamatérios,
como a PGE,,.

Juntamente com o aumento na porcentagem de apop-
tose e necrose celulares apos 3 horas do término do exer-
cicio houve diminuicao na concentracao de TNF-a no li-
quido sinovial. Este fato pode indicar uma agao anti-
apoptoética do TNF-a, e corroborar com os achados de
Catrina et al (2005) que verificaram aumento na apoptose
dos macrofagos do liquido sinovial de pacientes com ar-
trite reumatoide apds tratamento com anticorpo anti-TNF-
a. Porém, contraria os achados de Ottonello et al (2002)
que verificaram um efeito pré-apoptético nas células do
liquido sinovial nas primeiras horas de exposicao ao TNF-
a, com subseqlente acao anti-apoptética sob estas célu-
las. Também poderia ser explicada pela ligagdo do TNF-
aos seus receptores de membrana localizados nas célu-
las inflamatdrias e sinoviais. A ligacao com o receptor de
membrana do tipo | (TNFRI) com dominio citoplasmatico
para a morte celular (TRADD) ativa a apoptose celular,
mas a ligacao com o receptor de membrana do tipo Il
(TNFRII) ativa os fatores de transcricdo nas células alvo
(NF-kB e AP-1) com producéao dos mediadores inflamaté-
rios, como as prostaglandinas (Abbas et al. 2000). Deve
ser lembrado que apds 3 horas do término do exercicio
observou-se marcante aumento na concentragéo de PGE,
no liquido sinovial dos animais atletas, cujo estimulo pode
ter sido causado pela ligagdo do TNF-a com o TNFRII,
levando a necrose celular.

A concentragédo de PGE, no grupo atleta as 3 (521,75pg/
mL) e 6 (476,48pg/mL) horas manteve-se proximo aos va-
lores encontrados por Kirker-Head et al (2000) em animais
com osteoartrite (361,60pg/mL), muito acima do que eles
consideraram como liquido sinovial sadio (5,7pg/mL). Esta
semelhancga na concentragao de PGE, evidencia o efeito
do estresse fisico nos tecidos articulares, com aumento do
estimulo para a produgéo dos mediadores inflamatdrios.
Além disso, 0 aumento na concentragéo da PGE, apds 3
horas do exercicio com concomitante aumento na porcen-
tagem das células em apoptose no grupo atleta, corrobora
com os achados encontrados por Miwa et al (2000), indi-
cando um efeito pro-apoptético da PGE,. Bertone (2004)
relata que todos os equinos com carreira atlética longa te-
rao um certo grau de osteoartrite.

Os resultados apresentados mostram algumas altera-
¢cbes bioquimicas ocorridas no liquido sinovial de cavalos
atletas, evidenciando uma resposta inflamatéria dos teci-
dos articulares frente ao trauma do exercicio. Devido a
auséncia de sinais clinicos de doenca articular em todos
os animais utilizados neste estudo, concluiu-se que as
articulagbes dos cavalos atletas, que sdo submetidas ao
exercicio fisico intenso, passam por um processo infla-
matoério e adaptativo na tentativa de suprir as necessida-
des fisioldgicas do treinamento esportivo.
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