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RESUMO

ATIVIDADE FISICA NO TRATAMENTO DE ARTRITE INDUZIDA POR
ADJUVANTE DE FREUND: EFEITOS NA NOCICEPCAO, EDEMA E MIGRACAO
CELULAR

Autora: Raquel Pinheiro Gomes

Orientador: Prof. Dra. Susana C. Domenech; Co-orientador: Prof. Dr. Carlos R. Tonussi

O exercicio fisico apresenta potenciais beneficios na artrite, retardando a incapacidade
funcional e melhorando a fun¢do das articulagdes. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi
avaliar a influéncia da atividade fisica sobre a nocicep¢do, edema e migragao celular em
ratas com artrite induzida por adjuvante completo de Freund (CFA), como também
verificar se a possivel liberagdo endogena de corticoides durante o exercicio podem
influenciar na nocicepgdo e no edema. Ratos Wistar fémeas (200 — 250 g; n=50) receberam
injegdo intradérmica de CFA (Mycobacterium butiricum; 0,5 mg/mL; 50 uL) na base da
cauda e, apds 21 dias, os animais receberam inje¢do de CFA na articulagdo tibio-femural
(TF) ou tibio-tarsica (TT). A incapacitacdo articular foi avaliada pelo tempo de elevacao da
pata (TEP, s) durante marcha forcada de 1 minuto sobre um cilindro em rotagao (3 r.p.m.).
A variagdo do edema inflamatério da articulagdo TF e TT foi avaliada pelo aumento do
diametro articular (DA, cm) e pelo aumento do volume de pata (EA, mL), respectivamente.
Ambos, incapacitacdo e edema foram avaliados durante 10 dias consecutivos. Dois
protocolos de exercicio foram avaliados: (a) exercicio diario de 1 min, onde os animais
realizaram 1 minuto de exercicio no cilindro, sendo este o proprio teste de incapacitacao;
(b) exercicio progressivo, onde os animais realizaram o exercicio com aumento de 1 minuto
por dia (realizado sempre apos o teste de incapacitagdo); (c) Grupo controle (TF e TT), sem
exercicio, cuja incapacitagao foi mensurada apenas no 1°, 5° e 10° dias apds a injegao intra-
articular de CFA. Finalizado os 10 dias de avaliagdo, os animais foram eutanasiados para a
realizagdo da contagem total (CT; células/mm’) e diferencial (mononucleares - MON ¢
polimorfonucleares - PMN; células/mm’) de leucocitos do tecido inflamado. O exercicio
progressivo inibiu a incapacitagdo ¢ o edema em ambas as articulagdes. Entretanto, houve
redu¢do da migragdo total de leucocitos apenas na articulagdo TF. O exercicio de 1 min
inibiu o edema para as duas articulagdes e reduziu a migragdo total de leucdcitos da
articulacdo TT. Porém, o efeito do exercicio de 1 minuto na incapacitagdo nao foi
significativo. A administragdo de aminoglutetimida (50 mg/kg; oral) 1 hora antes do
exercicio mostrou nao ter efeito sobre a redu¢do da nocicep¢do e edema ocasionados pelo
exercicio. O exercicio progressivo parece ser mais efetivo em reduzir os parametros
inflamatorios em comparagdo ao exercicio de 1 min. Este estudo demonstra que a atividade
fisica regular pode contribuir consistentemente para melhorar a funcionalidade articular e
também apresentar um efeito anti-inflamatorio.

Palavras-chaves: 1. Artrite Reumatoide. 2. Atividade Fisica.

3. Incapacitagdo Articular. 4. Adjuvante Completo de Freund.
UNIVERSIDADE DO ESTADO DE SANTA CATARINA — UDESC
Floriandpolis, 2008.
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ABSTRACT

PHYSICAL ACTIVITY IN THE TREATMENT OF CFA-INDUCED ARTHRITIS:
EFFECT ON NOCICEPTION, EDEMA AND CELL MIGRATION.

Author: Raquel Pinheiro Gomes

Adviser: Prof. Dra. Susana C. Domenech; Co-adviser: Prof. Dr. Carlos R. Tonussi

Physical activity is thought to be beneficial to arthritis, delaying disability and/or improving
joint function. The aim of the present study was to evaluate the effects of exercise on
nociception, edema and cell migration in two groups of rats with CFA-induced arthritis, as
well as verify whether the possible endogenous liberation of corticoids while exercising can
have an influence on the nociception and edema. Arthritis was induced in female Wistar
rats (200 - 250 g, n=50) by subcutaneously injecting complete Freund's adjuvant (CFA;
Mycobacterium butyricum, 0.5 mg/mL; 50 pL) into the base of the tail and, after 21 days,
into the right knee joint (TF) or right ankle joint (TT). Incapacitation was measured daily
by the paw elevation time (TEP; s) in 1-min periods of observation on a revolving cylinder
(3 r.p.m.). The variation of inflammatory edema of the knee and ankle joints was evaluated
by the variation of the articular diameter (DA, cm) and by the paw volume variation (EA,
mL), respectively. Both, incapacitation and edema were measured during 10 consecutive
days. Two protocols of exercise were evaluated: (a) in the 1-minute exercise group, the
animals performed 1 minute of daily exercise on the cylinder, this exercise being the
incapacitation test itself; (b) for the progressive exercise group the duration of daily
exercise increased by 1 minute per day (the additional exercise was always done just after
the daily incapacitation test); (c) in the control groups (TF and TT), incapacitation was
evaluated only on the 1st, Sth and 10th days after intra-articular CFA injection. After
completion of the trials the animals were euthanized and the articular inflammatory exudate
was sampled for total (CT; cells/mm’) and differential leukocyte counts (mononuclear -
MON, and polymorphonuclear - PMN, cells/mm’). The progressive exercise protocol
inhibited incapacitation and edema for both the knee and ankle joints. However, cell
migration was inhibited only in the knee joint. The daily 1-min exercise reduced edema in
both knee and ankle joints, while cell migration was inhibited only in the ankle joint. The
effect on incapacitation was not significant in this protocol. Aminoglutetimide (50 mg/kg;
oral) 1 hour before exercise did not modify the antinociceptive and antiedematogenic effect
of exercise in this model. By comparison, progressive exercise seemed to be more effective
in reducing the inflammatory parameters than 1-min exercise. Although other exercise
protocols need to be evaluated, this study suggests that regular physical activity can
consistently contribute to improving joint function, as well as present an anti-inflammatory
effect.

Key words: 1. Rheumatoid Arthritis. 2. Physical Activity.

3. Articular Incapacitation. 4. Complete Freund’s Adjuvant.

UNIVERSIDADE DO ESTADO DE SANTA CATARINA — UDESC
Floriandpolis, 2008.
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GRAFICO 23 - Efeito da administragio de aminoglutetimida (50mg/kg; grupo
amino, n=6) na incapacitacao articular durante o exercicio progressivo realizado em
ratos fémeas com artrite induzida por CFA na articulagdo tibio-tarsica. O grupo
controle (grupo agua; n=6) recebeu dgua. Utilizou-se teste t de student, p<0.05.

GRAFICO 24 - Efeito da administragio de aminoglutetimida (50mg/kg; grupo
amino, n=6) no edema articular, durante o exercicio progressivo realizado em ratos
fémeas com artrite induzida por CFA na articulacdo tibio-tarsica. O grupo controle
(grupo agua; n=6) recebeu agua. Utilizou-se teste t de student, p<0.05.

GRAFICO 25 - Efeito da administragdo de aminoglutetimida (50mg/kg; grupo
amino, n=6) na migra¢ao de leucocitos durante o exercicio progressivo realizado em
ratos fémeas com artrite induzida por CFA na articulacdo tibio-tarsica. O grupo
controle (grupo dgua; n=6) recebeu dgua. Utilizou-se teste t de student, p<0.05.
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ACRONIMOS E ABREVIACOES

ACR - Colégio Americano de Reumatologia
AINE - antiinflamatorios nao esterdides
APC - antigen-presenting cell

A.R. Artrite reumatdide

BC — Base da cauda

CAYV — Centro de Ciéncias Agroveterinarias

CEFID — Centro de Ciéncias da Saude e do Esporte

CETEA — Comite de ética em experimentagdao animal da UDESC
CEUA- Comissao de ética no uso de animais (UFSC)

CFA - Adjuvante Completo de Freund

CT — Células Totais

DA - Diametro articular
DMARDS - Disease Modifying Anti Rheumatic Drug (drogas anti-reumaticas

modificadoras da doenga)
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EA — Edema articular

EO — grupo que nao realiza o exercicio de 1 minuto (grupo controle)
E00 — grupo que ndo realiza o exercicio progressivo (grupo controle)
E1 — grupo que realizau o exercicio de 1 minuto

EDTA - Acido etilenodiamino tetra-acético

EP — grupo que realiza o exercicio progressivo

E.P.M — Erro padrao da média

EXP - experimento

F — fémeas

HSP - heat shock protein

IA — Incapacitacdo articular

IASP - International Association for the Study of Pain
i.art. — inje¢do intra-articular

i.d. — inje¢do intra-dérmica

IFA - adjuvante incompleto de Freund

IL-1 - interleucina 1

LABIN - Laboratério de Instrumentagao
LANEN - Laboratério de Neurobiologia da Nocicepcao



M - machos

Mb — Micobacterium butyricum

MHC - major histocompatibility complex
Mt — Micobacterium Tuberculosis

MON — Células mononucleares

p — probabilidade de significancia

PMN — Células polimorfonucleares

r.p.m — rotagdes por minuto

rad/s — radianos por segundo

Salina ou SF- solugao fisiologica (0,9 %)

TEP- Tempo de elevagdo da pata
TFN - fator de necrose tumoral
TF — articulagao Tibio-femural

TT- articulagdo Tibio-Tarsica
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1 INTRODUCAO
1.1 PROBLEMA

A artrite reumatoide (A.R.) ¢ a doenga auto-imune mais comum, de prevaléncia
mundial estimada de 1 % a 1,5 % (KHURANA; BERNEY, 2005), que ocorre em todas as
partes do mundo e em todas as etnias (BRANDAO; FERRAZ; ZERBINI, 1997), com
incidéncia de 36:100000 mulheres ¢ de 14:100000 homens (MINISTERIO DA SAUDE,
2002), com maior freqiiéncia entre a faixa etaria de 30 a 50 anos (CARVALHO et.al.,
2000). Doenca de carater progressivo, os individuos acometidos com A.R. desenvolvem
incapacidades funcionais e deformidades (LAURINDO et.al., 2002). Esta realidade
provoca importante impacto social e econdmico devido ao afastamento do trabalho e pelo
gasto das entidades publicas e privadas (BRESSAN, 2005).

Doenca cronica, sistémica, inflamatoria e de etiologia desconhecida (KHURANA;
BERNEY, 2005) ¢ caracterizada por sinovite, presenga de auto-anticorpos e pela formacgao
do tecido de granulacdo denominado pannus que invade e destrdi as estruturas proximas a
articulacdo, tais como a cartilagem articular, o osso subcondral, os tenddes e os ligamentos
(FIRESTEIN, 2003). Em geral, esta afec¢do acomete grandes e pequenas articulacdes, de
forma simétrica, em associagdo com manifestacdes sistémicas, como rigidez matinal, fadiga
e perda de peso, com um curso clinico flutuante, com periodos de melhora e exacerbacao
dos sintomas articulares (MINISTERIO DA SAUDE, 2002). O edema na sindvia e nas
estruturas periarticulares contribuem para a rigidez na artrite reumatoide por interferir na
mecanica normal da articulagdo (KHURANA; BERNEY, 2005). Quando envolve outros
orgaos, a morbidade e a gravidade da doenga sdo maiores, podendo diminuir a expectativa
de vida em cinco a dez anos (LAURINDO et.al., 2002).

A fisioterapia atua para restabelecer o maior grau funcional possivel através de
medidas analgésicas e exercicios terapéuticos de fortalecimento e alongamento da
musculatura, com orientacdo e programas terapéuticos dirigidos a protecdo articular e a
manutengdo do estado funcional do aparelho locomotor e do sistema cardio-respiratorio.
Contudo, na fase aguda, geralmente se inicia o tratamento apenas com medidas analgésicas
e, apos a diminui¢cdo dos sintomas de dor e edema, fases subaguda e crdnica, inicia-se a

fase de fortalecimento com cuidados na protecdo articular, que devem garantir o
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fortalecimento da musculatura periarticular ¢ um adequado programa de flexibilidade,
evitando o excesso de movimento e privilegiando as cargas moderadas. A falta de
prescricao do exercicio desde o inicio do tratamento se deve a conceitos pré-concebidos de
que o movimento articular pode agravar a dor e aumentar o edema dos pacientes com A.R.
Apenas numa fase tardia o paciente inicia o recondicionamento fisico (LAURINDO et. al.,
2002). Porém, devido ao medo da sensagdo de dor, alguns pacientes dificilmente aderem
aos programas de atividade fisica (SHIH et.al., 20006).

A natureza cronica da artrite reumatoide contribui para a reducao da forca e
resisténcia muscular, podendo gerar descondicionamento ¢ fadiga (CARVALHO et.al.,
2000). A pratica de exercicios regulares em pacientes com A.R. estd sendo encorajada por
pesquisadores (ABELL et.al., 2006; BENHAMOU, 2007; CARVALHO et.al., 2000; SHIH
et.al., 2006) com o objetivo de prevenir comorbidades. A inclusdo da atividade fisica com o
objetivo de promover saude e prevenir doengas e incapacidades foi tema de conferéncias
realizadas nos Estados Unidos, como o Health People 2010 ¢ a Conferéncia de Exercicio e
Atividade fisica promovida pelo Centro de Reabilitacdo e Pesquisa do Missouri, Colégio
Americano de Reumatologia e pela Associacdo de Profissionais de Saude de Reumatologia.
Na Conferéncia de Exercicio e Atividade fisica foi desenvolvido o Painel Especialista em
Artrite e Atividade Fisica em 2002, o qual recomenda que individuos com artrite devem
realizar, com seguranca, 30 minutos de atividade fisica de intensidade moderada de, no
minimo, trés vezes por semana (WORK GROUP RECOMMENDATIONS, 2003).
Contudo, reumatologistas tradicionalmente ndo recomendam exercicios para pacientes com
A.R., ou recomendam exercicios limitados sem utilizacdo de pesos e dentro do limite de
movimento, baseados em conceitos de que o movimento pode gerar dor, agravar a
inflamacdo articular e acelerar os danos a articulagdo destes pacientes (BENHAMOU,
2007).

Estudos experimentais em animais permitem-nos analisar mais profundamente o
progndstico da artrite e observar as mudangas ocasionadas pela doenga durante o
tratamento por exercicios. Modelos experimentais que representem a artrite reumatdide
humana tém sido desenvolvidos durante anos (YU et.al., 2002). A artrite por adjuvante
Completo de Freund é um modelo de doenga auto-imune mediada por células T que se

assemelha a artrite reumatoide (ZHANG et.al., 1999), pois mimetiza os sinais e sintomas
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da doenga, incluindo as mudancas histopatologicas, a infiltragcdo celular, a
hipersensibilidade ¢ edema da articulagdo afetada (BARTON et.al., 2007). Este modelo
experimental ¢ bastante utilizado na busca de tratamentos farmacologicos adequados para a
artrite reumatdide (WHITEHOUSE, 2007).

Admitindo um grande acometimento da regido articular e mais precisamente da
membrana sinovial na articulacdo do joelho ou tornozelo de animais com artrite induzida
por CFA, questiona-se: A realizacdo de atividade fisica pode diminuir a dor, o edema
articular e a migracao de leucécitos para o fluido sinovial em ratas com artrite induzida por
adjuvante de Freund? H4 influéncia da liberagdo endogena de corticoides, decorrente de
stress, na incapacitagdo articular, edema articular e migragdo de leucdcitos em ratas com

artrite induzida por CFA durante a realizacao do exercicio?

1.2 JUSTIFICATIVA

A Artrite Reumatodide foi considerada pelo centro de prevencdo e controle de
doengas dos Estados Unidos como um dos maiores problemas de saude publica (CENTER
FOR DESEASE CONTROL AND PREVENTION. DEPARTMENT OF HEALTH AND
HUMAN SERVICES, 2001). Em 2002, afetou mais de 43 milhdes de adultos (somente nos
EUA), com custos atribuidos em 86 bilhdes de dolares (SHIH et.al., 2006). A A.R. é uma
condi¢do clinica potencialmente grave, ndo s6 pela morbidade associada a dor, a limitagado
funcional e a repercussdao na qualidade de vida dos pacientes, mas também pela maior
mortalidade, gerada pelas comorbidades associadas a doencga, em relagdo a populagdo geral
(PINTO et. al.,, 2006). Com a progressio da doenga, estes individuos desenvolvem
incapacidade para realizacdo de suas atividades tanto de vida diaria quanto profissionais
(LAURINDO et. al., 2002) e apresentam mais dias sem saude fisica e mental comparados a
individuos sem artrite (ABELL et. al., 2005). Individuos com artrite procuram duas vezes
mais os centros de saude que individuos ndo artriticos (RESNICK, 2001) e, dentre os
artriticos, aqueles que nao realizam atividade fisica apresentam duas vezes mais
incapacidades funcionais que aqueles que praticam exercicios regulares (SHIH et.al.,2006).

Uma pesquisa recente realizada por Shih et.al. (2006) revelou que individuos com
artrite sdo geralmente idosos, predominantemente mulheres, com baixa instru¢do, peso

corporal acima do normal, apresentando freqiiente ansiedade e depressdo, limitagdes
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funcionais e sociais, comorbidades associadas (tais como cardiopatias e osteoporose) € nao
realizam atividade fisica. Ekdhal et.al. (1989) demonstraram em estudo realizado na
Suécia, que 80% dos pacientes com A.R. apresentavam alteracdes na resisténcia muscular e
na coordenagdo dos membros inferiores e, que esta reducdo na capacidade fisica tem
conseqiiéncias graves com relacdo a auto-estima, sendo isto um fator desencadeador de
depress@o. A qualidade de vida relacionada a satide ¢ um bom indicador do impacto da
doenca, porque a A.R. raramente causa mortes, porém ocasiona dor e afeta
substancialmente a funcionalidade.

Até pouco tempo atrds, profissionais da satide (médicos, fisioterapeutas e outros)
sugeriam que seus pacientes com A.R. evitassem exercicios € mantivessem o repouso
(BENHAMOU, 2007). Entretanto, ainda se aconselha nao realizar exercicios durante as
crises (CAILLIET, 2001). No entanto, a inatividade pode acarretar fraqueza muscular,
rigidez articular e limitagdo dos movimentos articulares (CARVALHO et.al., 2000).

Estudos publicados por Vlieland (2003) sugerem que pacientes com artrite
reumatoide podem se beneficiar com seguranga de atividades fisicas. O exercicio fisico
regular esta associado a baixas propor¢des de morte de adultos em qualquer idade, sempre
que apenas niveis moderados de atividade fisica forem realizados (U.S. DEPARTMENT
OF HEALTH AND HUMAN SERVICES, 2002). A pratica de exercicios ajuda a regular a
pressdo sanguinea, aumenta for¢a muscular e 6ssea, aumenta a massa magra ¢ diminui a
massa gorda, melhora o bem-estar psicoldgico, reduz o risco de depressdo e melhora o
humor. Em idosos, a atividade fisica pode reduzir o risco de quedas e ajudar a manter
independéncia nas suas atividades de vida didria (U.S. DEPARTMENT OF HEALTH
AND HUMAN SERVICES, 2002). Shih et.al. (2006) argumentam que a pratica da
atividade fisica tem mostrado beneficios para individuos com A.R. por diminuir
significativamente a dor, melhorando a marcha e a funcao geral. Sendo assim, a atividade
fisica estd associada a uma melhor qualidade de vida entre individuos com artrite (ABELL
at. al., 2005). Porém, pacientes com artrite ndo costumam se engajar em programas de
atividade fisica, devido a falta de aconselhamento por profissionais da satide ou por medo
de sentir dor (SHIH et.al.,2006).

Considerando o grau de comprometimento fisico e mental, o potencial incapacitante

da artrite reumatdide e a melhora da qualidade de vida gerada pela pratica de atividade
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fisica, tornam-se necessarias pesquisas que verifiquem qual a influéncia do exercicio no
quadro clinico funcional de pacientes com esta afec¢dao. Pesquisas realizadas em humanos
sao dificeis de serem controladas, pois testes repetidos tornam-se extenuantes e a adesdo de
pacientes para a coleta de dados se torna dificil pelo fato de que estes sentem medo de que a
movimentacao desde o inicio do tratamento, numa fase de exacerbagdo da doenca, possa
agravar a dor. Estudos in vivo, realizados em animais, podem gerar maiores informagdes
sobre esta problematica. A utilizagdo de um modelo de artrite induzida em animais tem a
vantagem de poder fornecer dados sobre os efeitos reais do exercicio na incapacitagao,
edema articular e migragdo de leucocitos, o que em humanos seria dificil o controle diario
dos pacientes, sobre seu comportamento ou pela possivel ingestdo de medicamentos que
poderiam mascarar a situacao, além da impossibilidade de alguns testes invasivos.

Através deste estudo pretende-se gerar dados que fornegam indicativos empiricos
para a proposicao de novos protocolos para o tratamento de A.R. por fisioterapeutas e
educadores fisicos. Constatando-se que pode nao haver risco do exercicio realizado na fase
aguda da doenga, médicos e fisioterapeutas seriam convencidos dos beneficios da atividade
fisica desde o inicio do tratamento, ou seja, na fase aguda da doenga, isto levaria a uma

maior aderéncia dos pacientes ao tratamento.

1.3 OBJETIVOS
1.3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da atividade fisica nos parametros de dor, edema e migragao de
leucocitos na articulagdo do joelho ou tornozelo de ratas com artrite induzida, sobre a agao
nociceptiva e antiedematogénica do exercicio no modelo experimental de artrite por
Adjuvante Completo de Freund, como também verificar se a possivel liberagdo endogena

de corticoides durante o exercicio podem influenciar na nocicepg¢ao e no edema.
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1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Padronizar um modelo de indugdo de artrite por injecdo de adjuvante completo
de Freund nas articulacdes do joelho e tornozelo em ratos que melhor se adeque

aos objetivos propostos neste estudo;

» Comparar as medidas de dor, edema articular e migragdo de leucdcitos do joelho
de ratas artriticas submetidas a exercicios didrios de um minuto com as do joelho

de ratas que nao realizam exercicio;

* Comparar as medidas de dor, edema articular e migracdo de leucocitos do
tornozelo de ratas artriticas submetidas a exercicios diarios de um minuto com as

do tornozelo de ratas que nao realizam exercicio;

» Comparar as medidas de dor, edema articular e migragdo de leucdcitos do joelho
de ratas artriticas submetidas ao exercicio progressivo com as do joelho de ratas

que nao realizam exercicio;

* Comparar as medidas de dor, edema articular e migracdo de leucocitos do
tornozelo de ratas artriticas submetidas ao exercicio progressivo com as do

tornozelo de ratas que ndo realizam exercicio;

* Verificar a possivel influéncia da liberacdo enddgena de corticoides durante a
realizagdo do exercicio, na incapacitacdo articular e no edema articular em ratas

com artrite induzida por CFA.

1.4 HIPOTESES

1.4.1 HIPOTESE GERAL

A hipoétese geral deste trabalho baseia-se na possibilidade de que a atividade fisica

durante 10 dias pode diminuir a dor, o edema e a migragdo de leucdcitos na articulagdo do
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joelho ou tornozelo de ratas com artrite induzida por adjuvante de Freund, sem a influéncia

da liberagdo enddgena de corticoides sobre a nocicepgao e edema durante o exercicio.

1.4.2 HIPOTESES ESPECIFICAS

» As medidas de dor, edema articular e migracdo de leucécitos do joelho de ratas
com artrite induzida por CFA submetidas a exercicios diarios de um minuto sao
menores que as do joelho de ratas com artrite induzida por CFA que nao realizam

0 exercicio;

* As medidas de dor, edema articular e migragdo de leucécitos do tornozelo de
ratas com artrite induzida por CFA submetidas a exercicios didrios de um minuto
sdo menores que as do tornozelo de ratas com artrite induzida por CFA que nao

realizam o exercicio;

* As medidas de dor, edema articular e migracao de leucécitos do joelho de ratas
com artrite induzida por CFA submetidas ao exercicio progressivo sao menores
que as do joelho de ratas com artrite induzida por CFA que nao realizam o

exercicio;

» As medidas de dor, o edema articular e a migragdo de leucocitos do tornozelo do
grupo de ratas com artrite induzida por CFA submetidas ao exercicio progressivo
sdo menores que as do tornozelo de ratas com artrite induzida por CFA que nao

realizam o exercicio;

* Nao ha influéncia da liberagdo endogena de corticdides na incapacitagdo articular
e edema articular em ratas com artrite induzida por CFA durante a realizagdo do

exercicio.
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1.5 VARIAVEIS EXPERIMENTAIS

* Variavel Independente: indugdo de artrite por adjuvante completo de Freund;
* Variaveis de Controle: atividade fisica (exercicio de 1 minuto e o exercicio
progressivo); avaliagdo do corticoide enddgeno;

* Variaveis Dependentes: dor, edema articular, migragao de leucoécitos.

1.5.1 DEFINICOES CONCEITUAIS E OPERACIONAIS DAS VARIAVEIS

A seguir serdo descritas conceitualmente e operacionalmente as varidveis analisadas

no estudo:

Artrite induzida por adjuvante: A artrite por adjuvante ¢ um modelo experimental de
doenga auto-imune mediada por células T que se assemelha a artrite reumatdide humana
(ZHANG et.al., 1999). O adjuvante completo de Freund (CFA) ¢ composto por 6leo de
parafina contendo mono-oleato de manitol como um surfactante em suspensdo com uma
micobactéria morta (BILLIAU; MATTHYS, 2001). As micobactérias que usualmente sdo
utilizadas por pesquisadores para induzir artrite sdo o Mycobacterium tuberculosis ou
butyricum. Operacionalmente, a indugao da artrite foi realizada por duas inoculagdes de 50
uL do adjuvante completo de Freund (0,5 mg/mL, DIFCO) contendo a Mycobacterium
butyricum. A primeira injegdo foi intradérmica na base da cauda de animais “naive” e, apds

21 dias, a segunda injegdo, intra-articular, no joelho ou tornozelo direito de ratas Wistar.

Atividade fisica: Caspersen et.al. (1985) definiram atividade fisica como qualquer
movimento corporal, produzido pela musculatura esquelética, que resulta em gasto
energético, podendo ser exemplificada por jogos, lutas, dangas, esportes, exercicios fisicos,
atividades laborais e deslocamentos. Estes autores definiram exercicio como um
subconjunto da atividade fisica, o qual ¢ planejado, estruturado e repetitivo que tem a
finalidade de melhorar ou manter o condicionamento fisico. Neste trabalho resolveu-se
adotar o termo exercicio para os protocolos escolhidos, admitindo estes como um

subconjunto de atividade fisica, a qual no presente estudo representa a atividade de
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deambulagdo. Operacionalmente realizaram-se dois protocolos: A) exercicio diario de 1
minuto, no qual os animais realizaram 1 minuto de deambulagdo por dia, durante 10 dias
consecutivos; B) exercicio progressivo, no qual os animais realizaram o exercicio de
deambulacdo com aumento de 1 min por dia, perfazendo no décimo dia (consecutivo) dez
minutos. Ambos os protocolos de atividade fisica foram realizados em um cilindro de aco
inox, com velocidade continua de 3 r.p.m. Em cada protocolo, os animais foram

subdivididos nos grupos: experimental e controle. O grupo controle nao realizou exercicios.

Dor: Uma desagradavel experiéncia sensorial e emocional associada a real ou potencial
dano tecidual, ou descrita em termos de tais danos (ASSOCIACAO INTERNACIONAL
PARA O ESTUDO DA DOR, 1983). A dor ¢ mensurada pela medida de Incapacitacao
Articular proposta por Tonussi e Ferreira (1992), utilizada para mensuracdo de dor
espontanea através da avaliacdo do estado funcional da articulagdo, que utiliza como
parametro o Tempo de Elevagdo da Pata (TEP), medido em segundos. O teste consiste em
colocar os animais para deambular sobre um cilindro de ago inox, que se movimenta em
rotagdo continua com velocidade pré-determinada de 3 r.p.m. Sapatilhas metalicas sdo
ajustadas na pata traseira de cada animal e conectadas a porta de entrada de dados do
computador. Segundo Tonussi (1999), em animais sem estimulo articular o TEP varia em
torno de 10 s. No presente trabalho, os animais, previamente treinados, foram submetidos a
marcha for¢cada por um tempo de 60 s, registrando-se o tempo total que a pata posterior

direita ficou sem tocar a superficie do cilindro (TEP).

Edema Articular: Perceptivel acimulo de fluidos em excesso na articulagao (LOPES,
2005). No presente estudo, a avaliagdo do edema do joelho foi realizada através da medida
do didmetro articular, em centimetros (cm), com o auxilio de um paquimetro nao digital
(BRESSAN; CUNHA; TONUSSI, 2006). Para isso, os animais foram imobilizados,
delicadamente, dentro de um cone de polietileno de maneira que fosse possivel ter acesso
apenas ao joelho que se desejava analisar. A avaliacdo do edema de pata ou edema do
tornozelo foi realizada com o auxilio de uma balanga eletronica de precisdo na qual foi
adaptada uma cubeta preenchida com uma solugdo aquosa de sulfato de lauril (2,5 %)

(DAHER; MELO; TONUSSI, 2005). A pata do animal foi submersa dentro da cubeta, até a
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regido imediatamente superior a articulagdo tibio-tarsica e o volume de pata, em mL, foi
mensurado pelo deslocamento da coluna liquida dentro da cubeta. Cuidados foram tomados
para que as medidas fossem realizadas sempre no mesmo local, através da realizagdo de

uma marcac¢ao com caneta a prova d’agua.

Migracao de leucdcitos para o fluido sinovial: Quantidade de leucécitos por milimetro
cubico que migram para o fluido sinovial (definida pelo autor). A contagem diferencial de
leucécitos foi realizada através da coleta de 2 a 5 pL de fluido sinovial puro para a
confec¢do de laminas de vidro para leitura em microcopio Optico. Imediatamente apds a
coleta do fluido sinovial puro foi realizada uma lavagem da cavidade articular com 100 uL
de solugdo fisiologica 0,9% e EDTA (5%) para a contagem total de leucocitos com auxilio

de uma camara de Neubauer e microscopio 6tico (BRESSAN; CUNHA; TONUSSI, 2006).

Avaliacdo do corticdide enddgeno: Consiste em avaliar o efeito do pré-tratamento com
aminoglutetimida (inibidor da sintese enddgena de corticoides) sobre a agao antinociceptiva
e antiedematogénica durante o exercicio no modelo de artrite induzida pelo CFA (definido
pelo autor). Operacionalmente, consistiu em administrar aminoglutetimida por via oral e na
dose de 50 mg/kg durante os 10 dias consecutivos, ou seja, nos mesmos dias em que 0s
animais realizaram o exercicio (n=6), que para esta avaliacdo escolheu-se o exercicio
progressivo. O tratamento didrio foi realizado 1 hora antes do exercicio. O grupo controle

(n=6) recebeu apenas veiculo (agua destilada, via oral; 0,1 mL/100g).

1.6 DELIMITACAO DO TEMA

Este estudo avalia a influéncia da atividade fisica, através do exercicio de
deambulacdo de 1 minuto diario e progressivo, durante dez dias, na incapacitacdo, edema
articular e na migracdo de leucocitos do joelho ou tornozelo de ratas com artrite induzida
por adjuvante, como também, o efeito do pré-tratamento com inibidor da sintese endogena
de corticoides sobre a acdo antinociceptiva e antiedematogénica do exercicio no modelo de

artrite induzida pelo CFA.
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1.7 LIMITACOES DO ESTUDO

* O experimento serd realizado em ratos e ndo em humanos;

* A indugdo da artrite sera realizada em apenas uma articulacdo, joelho ou
tornozelo e somente na pata traseira direita;

* Apenas foram utilizados dois protocolos de exercicios de deambulacido, ndo
sendo utilizados outros tipos de atividade fisica;

» Nao foi controlado o ciclo estral dos ratos Wistar fémeas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AARTRITE REUMATOIDE

A artrite reumatoide ¢ uma doenca inflamatoria sistémica de carater auto-imune
caracterizada pela presenga de poliartrite cronica, de ordem simétrica e erosiva, podendo
causar manifestagdes extra-articulares multiplas, deformidades e reducao da funcao
articular (CARVALHO et. al., 2000).

Esta doenca afeta de 1 a 1,5 % da populacdo mundial (KHURANA; BERNEY,
2005) sendo mais freqiiente na populagdo adulta (40 a 60 anos), porém pode acometer
individuos de qualquer idade (BRANDAO; FERRAZ; ZERBINI, 1997). As estimativas sdo
de que em 2030 essa prevaléncia aumente consideravelmente (ABELL et. al., 2005). A
avaliagdo da qualidade de vida relacionada a saide tem sido utilizada como um bom
indicador do impacto da artrite, uma vez que esta afec¢do raramente leva a morte, porém
causa sintomas como dor, edema e rigidez articulares que afetam significativamente a
funcionalidade. Pessoas com artrite apresentam mais dias sem saude fisica e mental
comparados a individuos sem artrite (ABELL et. al., 2005).

A artrite reumatoide ¢ uma das doencas cronicas auto-imunes que predominam nas
mulheres (KHURANA; BERNEY, 2005). A taxa de incidéncia entre mulheres e homens ¢
de aproximadamente 2 a 4 mulheres para cada homem (SILMAN, 2001). O motivo para
esta diferenga entre os sexos ¢ desconhecido, mas pressupoe-se estar relacionado com
questdes hormonais e fungdes imunologicas (KHURANA; BERNEY, 2005). Pesquisas
recentes realizadas através de levantamento de dados por entrevistas nos Estados Unidos
revelaram que entre os individuos com artrite encontram-se principalmente as mulheres
idosas, com menor instru¢ao, com peso corporal acima do normal ou obesas, apresentando
freqlientemente ansiedade e depressdo. Estas mulheres também apresentam limitagdes
funcionais e sociais, necessidade do uso de equipamentos especiais, comorbidades
associadas (cardiopatias e osteoporose) e ndo realizam atividade fisica (SHIH et.al., 2006).
Com isso, as pacientes com artrite reumatéide apresentam maior risco para a redugao e/ou

perda da capacidade e da habilidade funcional (BENHAMOU, 2007).
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A caracteristica principal da artrite reumatoide € a simetria poliartritica que afeta
principalmente as maos, os punhos e os pés. Porém, a maioria das articulagdes diartroidiais
também ¢ acometida (MACGREGOR, 1995). As grandes articulagdes geralmente tornam-
se sintomaticas apOs as pequenas articulagdes. Apresentagdes assimétricas, com simetria
desenvolvida no curso da doenga, nao sdo muito comuns (KHURANA; BERNEY, 2005).

A artrite reumatdide acomete as estruturas articulares, periarticulares e os tenddes,
porém a estrutura anatomica mais afetada é a membrana sinovial (CRUZ; BRANCO,
2002). A sindvia normal, membrana que envolve as articulagdes, apresenta trés camadas de
células e estroma subsinovial avascularizado. Na artrite aguda, a membrana sinovial esta
espessada, hiperémica e edematosa (GOLDING, 1998) e apresenta seis a dez camadas, com
aumento de células do tipo A e B, dilatacdo venosa, alteracdes vasculares focais e
segmentares, obstrugcdo capilar, areas de trombose, hemorragia perivascular ¢ o estroma
subsinovial entulhado por células mononucleares (SKARE, 1999). Em condigdes normais,
o fluido sinovial ndo pode ser removido facilmente da cavidade articular do joelho de
humanos. No joelho artritico, volumes significativos podem ser aspirados da articulagao:
cerca de 70 mL (SCHAIBLE; GRUB, 1993). Em humanos, o liquido sinovial normal
contém 10-200 células por mm® e o aspecto do liquido é claro e amarelado, em individuos
com artrite reumatdide o liquido sinovial contém em média 20000 células por mm’ e o
fluido € escuro, turvo ou opaco e apresenta cor esverdeada (GOLDING, 1998).

A inflamagdo da sindvia tem duracdo minima de seis semanas, segundo os critérios
de classificagao do Colégio Americano de Reumatologia (ACR) (MACGREGOR, 1995). O
diagnoéstico da artrite reumatdide ¢ realizado através de testes clinicos, pela atividade da
doenga, ¢ laboratoriais, por marcadores laboratoriais como a Proteina C Reativa e
velocidade de Eritrossedimentagdo, como também por estudos radioldgicos (CAILLIET,
2001; LAURINDO et.al.,2002; MINISTERIO DA SAUDE, 2002). O curso da A.R. pode
ser variavel, desde acometimento leve e intermitente até forma mais grave e progressiva.
Em (55-65) % dos casos inicia insidiosamente, de semanas para meses (BRANDAO;
FERRAZ; ZERBINI, 1997). De (8-15) % dos pacientes tem o inicio agudo dos sintomas,
que atingem o ponto maximo em poucos dias (BRANDAO; FERRAZ; ZERBINI, 1997).

As queixas principais dos pacientes com artrite reumatoide sdo dor e rigidez em

multiplas articulagdes, além dos sinais flogisticos locais e da limitacio do movimento
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articular. O enrijecimento das estruturas periarticulares e o edema sinovial impdem grave
incapacidade as articulagdes envolvidas (BRANDAO; FERRAZ; ZERBINI, 1997). A
rigidez aparece mais acentuada no periodo matutino, em parte devido a redistribui¢ao do
liquido sinovial durante o sono (KHURANA; BERNEY, 2005). A dor ¢ o edema
promovem o repouso da articulagdo afetada pelo paciente artritico, causando uma limitagao
da amplitude de movimento (PERRY, 2005). Outra queixa comum na artrite reumatoide ¢ a
fraqueza muscular, a qual interfere na habilidade do paciente em contrair os musculos
(KHURANA; BERNEY, 2005). A dor, a rigidez articular, o edema e a fraqueza muscular
sao fatores que geram problemas biomecanicos futuros por promover deformidades
funcionais e estruturais. Segundo Perry (2005), uma deformidade funcional existe quando
os tecidos nao permitem mobilidade passiva suficiente para atingir as posturas e amplitudes
de movimento normais requeridas para uma marcha normal.

Em adicdo as manifestagdes articulares, o envolvimento sistémico pode causar
sintomas constitucionais (tal como perda de peso, niveis baixos de febre, mal estar),
nddulos reumatodides e vasculite. Longo periodo de uso de corticosterdides, pelo paciente
artritico, pode também causar atrofia e fraqueza muscular, uma condi¢do conhecida como
miopatia esteroide (KHURANA; BERNEY, 2005). Estas manifesta¢des extra-articulares da
artrite reumatodide estdo associadas com a mortalidade excessiva (TURESSON et al., 2003).
A severidade desta doenga pode variar ao longo do tempo, mas normalmente a artrite
reumatoide cronica resulta em desenvolvimento progressivo de varios graus de destruicao
articular, deformidade, significativa perda de fungdes e¢ morte prematura (KHURANA;
BERNEY, 2005).

Mesmo apds décadas de pesquisas, a patogénese desta doenca ainda ndo estd
completamente elucidada. Admite-se que os fatores que a desencadeiam sejam multiplos,
incluindo fatores imunes, genéticos e ambientais (KANNAN; KIMPBEL; ORTMANN,
2005). Estudos tém demonstrado que uma porcentagem elevada de individuos que
desenvolvem artrite reumatdide apresenta o antigeno de histocompatibilidade da classe II
HLA-DR4 ou HLA-DRBI. Desta forma, a presenga deste antigeno tem sido reconhecida
como um fator de risco genético ao desenvolvimento da doenca (KHURANA; BERNEY,
2005). Outras pesquisas indicam que o sistema imune inato pode estar envolvido no

desenvolvimento da artrite reumatdide (através da ativag@o de receptores reconhecidos por
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bactérias), o qual seria responsavel pelo recrutamento de células inflamatoérias para a
cavidade articular culminando com a liberag¢ao de fatores como citocinas e prostaglandinas
que contribuem para a perpetuacio da inflamagio (MULLER-LADNER, 2005). Alguns
estimulos ambientais como infecgdes, vacinas e traumas emocionais também parecem estar
implicados com o desenvolvimento da artrite reumatéide (KHURANA; BERNEY, 2005).
O antigeno leucocitario especifico ao gene humano HLA-DR reside no complexo de
histocompatibilidade (major histocompatibility complex - MHC), que participa na
apresentacdo do antigeno. A célula apresentadora de antigenos (antigen-presenting cell,
APC) reconhece o HLA-DR e apresenta para os linfocitos T. Estes linfocitos ativados
proliferam e dao origem aos clones de células T. Na membrana sinovial, os linfécitos
TCD4 positivos secretam mediadores inflamatorios, como a interleucina 1 (IL-1) e fator de
necrose tumoral (TFN), provavelmente pela possivel persisténcia do estimulo antigénico. A
reacdo se amplia com a producdo destas e de outras citocinas pelos macréfagos,
sinoviocitos, fibroblastos e células endoteliais (LAURINDO; TORIGOE, 2002). A sindvia
apresenta-se edematosa, com infiltrado linfocitdrio proeminente, formando foliculos
linfoides, rico em linfocitos T e plasmoécitos. Macrofagos induzem a formagao de uma rede
extensa de vasos sanguineos, angiogénese, na membrana sinovial. Linfécitos circulantes,
principalmente os linfocitos T aderem-se ao endotélio de vénulas pos-capilares e migram
através de suas paredes, alojando-se em vasos abaixo da sindvia. Os linfécitos T ativam as
células B que se proliferam e se diferenciam em plasmocitos que produzem fatores
reumatoides. Estes formam complexos imunes que aumentam a permeabilidade vascular e
promovem o acumulo de células polimorfonucleares (SKARE, 1999). Sob a acdo dos
fatores de crescimento e proliferagdo dos fibroblastos e angiogénese, ha a formagdo de um
tecido granulomatoso, em particular na regido de contato entre a membrana sinovial,
cartilagem e osso, denominado pannus, com caracteristicas tumorais, capaz de invadir e
destruir a articulagdo (LAURINDO; TORIGOE, 2002). Seus mediadores agem degradando
a cartilagem e inibindo a reabsor¢do Ossea, promovendo erosdo. Aspereza, afinamento e
necrose focal da cartilagem sdo decorrentes da erosdo provocada por enzimas provenientes
do pannus (colagenases), das células do liquido sinovial (proteinases) e da propria

cartilagem (elastases) (GOLDING, 1998). O pannus se organiza formando tecido fibroso
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espesso que pode gerar anquilose fibrosa da articulagdo, causando assim deformidades

estruturais (GOLDING, 1998).

2.1.1 OJOELHO E O TORNOZELO NA ARTRITE

A articulagdo tibio-femoral é formada pela extremidade distal do fémur e pelas
superficies proximais da tibia (CAILLIET, 2001). Uma articulacdo sinovial tipica apresenta
suas duas superficies articulares opostas cobertas de cartilagem e ¢ fechada por uma
capsula que contém fluido sinovial, secretado pela sinovia. Este lubrificante ndo ¢ um 6leo,
¢ um fluido viscoso e tixotropico constituido por moléculas bastante grandes e ¢ um
excelente absorvedor de choques devido a sua propriedade viscoelastica. A capsula
articular do joelho humano é grande e tem pouca profundidade. E uma membrana fibrosa
fina refor¢ada pelos ligamentos colaterais que estabilizam o joelho. Os ligamentos sdo
responsaveis por quase todo o suporte da articulacdo, enquanto os musculos provém agao
cinética. A estabilidade dindmica do joelho depende das cargas impostas a ele, assim como
da acdo resultante dos musculos sobre a articulagdo (CAILLIET, 2001).

O joelho ¢ comumente afetado na artrite reumatdide, apresentando inchago, dor e
calor (KHURANA; BERNEY, 2005). Muitos tecidos parenquimatosos sao envolvidos, tais
como: pequenas artérias, tenddes, ligamentos e capsulas articulares (CAILLIET, 2001). O
acumulo de liquidos é uma caracteristica comum nos joelhos acometidos pela doenga. Os
liquidos reumatoides sdo escuros, turvos ou opacos, de baixa viscosidade, que se acumulam
distendendo a articulagdo. A dor articular provém principalmente desta distensao da capsula
e ligamentos. A atrofia muscular ¢ comum na artrite reumatoide e ¢ mais pronunciada na
musculatura inflamada (GOLDING, 1998). Restri¢do dos movimentos (particularmente a
flexdo), instabilidade e fraqueza ligamentar, que levam a deformagdo e atrofia do
quadriceps, sdo freqlientemente observados. Esta restricdo em flexao do joelho e o edema
de moderado a grave aumentam a pressdo intra-articular, que, por sua vez, podem causar
um tracionamento de componentes posteriores do joelho, produzindo um cisto de Baker ou
cisto popliteo, o qual pode ser a causa de uma intensa trombose venosa (KHURANA;
BERNEY, 2005). As capsulas articulares e estruturas de suporte enfraquecidas e

distendidas pelo tecido inflamado tornam esta articulagdo susceptivel ao desenvolvimento
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de frouxiddo e incapacidade (HAMILL; KNUTZEN, 1999). De modo semelhante, os
tenddes sofrem um processo de dissolugdo fibrosa, alongamento e eventual ruptura. A
medida que a doenga progride, surgem deformidades devido a desequilibrios musculares e
ligamentares. No estagio tardio, a cartilagem articular e o osso subjacente tornam-se
erodidos, havendo destruicdo da cartilagem, promovendo o estreitamento do espaco
articular (ADAMS; HAMBLEN, 1994).

A biomecanica do pé e do tornozelo ¢ complexa e estdo intrinsecamente associadas.
A articulacdo do tornozelo ou tibio-tarsica ¢ do tipo troclear e constitui a articulagdo mais
importante de todo um complexo articular da parte posterior do pé¢ (KAPANIJI, 1980). Este
complexo de juntas consiste nas juntas tibiotalar, fibulotalar e tibiofibular. O pé ¢ formado
por 28 ossos intimamente relacionados e pelas articulagdes subtalar, talonavicular,
calcaneocubdide, tarsometatarsal e intertarsal (NORDIN; FRANKEL, 2003). Todas as
articulagdes da regido posterior do tarso (tibiotalar, fibulotalar, subtalar, talonavicular e
calcaneocubdide) formam um conjunto funcional indissociavel cujo papel ¢ de adaptar a
orientacdo e¢ a forma da abobada plantar inteira (KAPANIJI, 1980). A estabilidade do
tornozelo depende da congruéncia articular e dos ligamentos medial, lateral e sidesmoticos
(NORDIN; FRANKEL, 2003).

O envolvimento do pé ¢ comum na doenca precoce da artrite reumatoide,
freqlientemente ocorrendo erosdes prematuras na base dos cinco metatarsos. As erosoes
prejudicam os ligamentos afrouxando-os, favorecendo o desvio lateral dos dedos do pé e
subluxagdo plantar da cabeca dos metatarsos (KHURANA; BERNEY, 2005). A subluxagao
plantar torna-se particularmente importante, uma vez que, se for bastante severa, a cabeca
do metatarso pode sobressair-se através da pele plantar e tornar-se infecciosa. O
envolvimento dos tarsos ¢ das inser¢des dos tendoes associados é também comum, levando
a dor ao movimento de inversao e eversao do p¢, ao edema difuso e ao eritema no dorso do
pé¢ (KHURANA; BERNEY, 2005). O paciente reumatico pode apresentar dificuldade de
caminhar ou levantar o pé, dedos em flexdo, queda do arco anterior com retificacdo do
antepé, queda do arco longitudinal, halux valgus progressivo, dor nos calcanhares e

tendinite do tendao de Aquiles (GOLDING, 1998).
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2.1.2 DOR E INFLAMACAO NA ARTRITE

A maior sensacdo que ¢ atribuida a articulacdo ¢ a dor (SCHAIBLE; GRUBB,
1993). Esta sensagdo ¢ caracterizada por hiperalgesia e dor espontanea (dor em repouso).
Segundo a IASP (International Association for the Study of Pain), hiperalgesia é definida
como uma resposta aumentada a um estimulo doloroso e, a dor ¢ definida como uma
experiéncia sensitiva e emocional desagradavel associada a danos reais ou potenciais do
tecido (MESKEY; BOGDUK, 1994). Uma sensibilidade dolorosa intensificada resulta da
sensibiliza¢do do sistema nociceptivo.

Sherrington definiu os nociceptores como sendo fibras nervosas especificas, que
agem como sistema de alarme, capaz de detectar danos teciduais ou estimulos
potencialmente nocivos (MCMAHON; KOLTZENBURG, 1990). Estes nociceptores
respondem a estimulos multiplos, tais como estimulos mecénicos, de calor, de frio e
estimulos quimicos (RAJA et.al., 1999). Sao classificados de acordo com a mielinizagdo
(fibras aferentes nao-mieclinizadas e fibras aferentes mielinizadas, fibras C e A,
respectivamente), com o estimulo que provoca a resposta (térmico, mecanico e quimico) e
pela caracteristica da resposta (coceira, ardéncia ou “agulhadas”). Os nociceptores também
sao classificados de acordo com a sensibilidade, pressdo e ao movimento: a) unidades de
baixo limiar que sdo excitadas por pressdes inofensivas e pelo movimento articular; b)
unidades de alto limiar que sdo ativadas apenas por pressdes nocivas ou movimentos além
do normal da articulagdo; ¢) unidades que respondem a fortes pressdes na articulagdo, mas
ndo respondem ao movimento, e d) unidades que ndo respondem a estimulos mecanicos,
denominados nociceptores silenciosos (RAJA et.al., 1999).

Os nociceptores da articulagdo estdo localizados na cépsula articular, ligamentos,
0ss0S, peridsteo € proximo aos vasos, mas, provavelmente, ndo proximo a cartilagem
articular. Estes sdo sensiveis a pressao e ao movimento articular. Em articulagdes normais,
um estimulo doloroso seria evocado em extremos de movimento articular. Em artrites
induzidas experimentalmente, estas respostas estdo aumentadas e sdo observadas em todos
os tipos de fibras aferentes (SCHAIBLE; SCHIMIDT, 1984). Esta sensibilizacdo pode
gerar a ativacdo de aferentes por movimentos no limite de amplitude de movimento

articular e ativagao por pressdo (RAJA et.al., 1999).
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A inflamagdo na articulagdo causa sensibilizagdo periférica, ou seja, aumento da
sensibilidade de fibras de neurdnios aferentes nociceptivos, e sensibilizacdo central pela
hiperexcitabilidade de neurdnios nociceptivos do sistema nervoso central (SCHAIBLE;
GRUBB, 1993). A inflamacdo ¢ uma resposta ou reacdo de protecdo critica a irritagao,
injaria ou infec¢do, caracterizada por rubor, calor, inchaco, perda da funcdo e dor
(LEVINE; REICHLING, 1999). A inflamacdo envolve uma cascata de eventos que
asseguram uma resposta rapida a lesdes. Mediadores inflamatorios (bradicinina, fator
ativador de plaquetas, citocinas e quimiocinas) agem em alvos especificos causando
liberagao local de outros mediadores de leucocitos (mastocitos e basofilos) e atraem outros
leucécitos para o local da inflamagdo, por exemplo, neutréfilos (LEVINE; REICHLING,
1999). Os mediadores inflamatorios agem nos nociceptores aferentes primarios causando
dor por também induzir a atividade em nociceptores ou aumentar a resposta nociceptora
evocada por outro estimulo (LEVINE; REICHLING, 1999).

A dor constitui um importante sintoma da artrite (YU et.al., 2002). Segundo
Schaible e Grubb (1993), a hiperalgesia em artrite ocorre quando a articulacdo ¢
movimentada na sua amplitude de movimento ou quando leve pressdo ¢ aplicada na
articulagdo. Por outro lado, uma pesquisa desenvolvida por Shih et.al. (2006), revelou que a
dor esta associada com a inatividade em pessoas com artrite, pois individuos que
apresentam dor ndo procuram se engajar em programas de atividade fisica. Estes autores
afirmam ainda que a dor ¢ significantemente melhorada na parcela de individuos com

artrite que se engajam em atividades fisicas.
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2.2 ARTRITE INDUZIDA POR ADJUVANTE COMPLETO DE FREUND (CFA)

O entendimento dos mecanismos pelos quais a artrite reumatoide se desenvolve
baseia-se em estudos clinicos (BUCKLEY, 2003; FIRESTEIN, 2003; KHURANA;
BERNEY, 2005; MULLER-LADNER, 2005) e em modelos experimentais em animais
(BARS et.al, 2001; KANNAN, ORTMANN; KIMPEL., 2005; SCHAIBLE; GRUBB,
1993). A indugdo de artrite em animais tem sido realizada através da administragdo de
agentes artritogénicos como o pristane (VINGSBO, et.al., 1996; ZHENG, et.al., 2002),
zymosan (GUERRERO et.al., 2006) o adjuvante completo (BARTON et.al., 2007,
BILLIAU; MATTHYS, 2001; CAI etal, 2006; COOK; MOORE, 2005; COSTA
et.al.,1981; NAGAKURA etal.,, 2003; WHITEHOUSE, 2007; YU etal, 2002) e
incompleto de Freund (CFA) (CANNON et.al., 1993; ZHANG et.al., 1999), entre outros.

2.2.1 HISTORICO DO CFA

A artrite induzida por adjuvante foi descrita primeiramente por Pearson em 1956,
como uma doenga induzida em ratos com susceptibilidade genética por uma inoculacao
simples de micobactéria (Mycobacterium) suspensa em o6leo, substdncia conhecida como
Adjuvante Completo de Freund (CFA) (WAUBEN, 1994). Carl Pearson foi um médico
americano que pesquisou sobre as doencas musculares degenerativas. Durante a tentativa
de induzir uma polimiosite através da injecao intramuscular de CFA, Pearson percebeu o
desenvolvimento de uma artrite cronica nos animais. Com o auxilio de Fae Wood, Pearson
padronizou um modelo experimental de artrite induzida por CFA. Este modelo reproduzia
sinais e sintomas semelhantes aos da artrite reumatéide em humanos (PEARSON, 1956;
TAUROG et al., 1988).

Por mais de meio século, o adjuvante completo e o incompleto de Freund tem sido
utilizados para a indugdo de artrite em animais. O adjuvante incompleto de Freund (IFA) ¢é
composto por 6leo de parafina contendo mono-oleato de manitol como surfactante. J& o
adjuvante completo de Freund (CFA) contém os mesmos componentes do IFA com adi¢do

de uma micobactéria morta (BILLIAU; MATTHYS, 2001). As micobactérias que
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usualmente sdo utilizadas por pesquisadores para induzir artrite sdo o Mycobacterium
tuberculosis ou butyricum.

Estudos realizados por Whitehouse et.al. (1974) no laboratério de Pearson
estabeleceram que o desenvolvimento da artrite por adjuvante se deve tanto pela natureza
do oleo utilizado para preparar o adjuvante, como também pela presenca da peptidioglicana
na parede celular da micobactéria que, segundo estes autores, constitui uma combinagao
que favorece o desenvolvimento da artrite.

A caracteristica autoimune da artrite induzida por adjuvante foi primeiramente
descrita por Pearson, quando este retirou clones de células T dos linfonodos de animais que
receberam injecdo de CFA e transferiu para animais naive, os quais desenvolveram
subseqiientemente uma poliartrite (CARVALHO et. al., 2002). Estudos posteriores
demonstraram que a artrite induzida por adjuvante envolve a ativagdo de linfocitos T
(YOSHINO; CLELAND, 1992). Outros estudos tém demonstrado que uma proteina
presente na parede bacteriana seria a responsavel por essa ativagdo das células T.
Especificamente a HSP de 65 kDa (heat shock protein) estaria envolvida na patogénese
desta artrite autoimune (GASTON et. al. 1989; HOLOSHITZ et.al, 1986; HOLOSHITZ
et.al., 1984; MOUDGIL et.al, 1997; QUAYLE et.al., 2002; VAN EDEN et.al., 1988,
WAKSMAN, 2002).

Estudos de Gaston et.al. (1990) tém sugerido que existe uma seqiiéncia determinada
na proteina HSP, a seqiiéncia de aminodcidos 180 a 188, que estaria especificamente
envolvida na ativacdo das células T. Outras especulacdes ainda sugerem que a HSP das
micobactérias apresentaria uma homologia na seqiiéncia de aminoacidos com a HSP de 60
kDa humana. Isso poderia explicar uma reacao cruzada entre HSP de espécies diferentes, o
que daria origem a hipotese de uma possivel participacdo destes microorganismos na
etiopatogenia da artrite reumatdide (TSOULFA, 1989; RES, 1988).

A inducdo da artrite por CFA em animais tem revelado extensas variagdes na
freqliéncia e severidade de lesdes de acordo com as diferentes ragas. Os camundongos
geralmente ndo sdo susceptiveis a indugao de artrite por adjuvante (WHITEHOUSE, 1974).
Por outro lado, os ratos desenvolvem com maior facilidade a artrite induzida por CFA. No
entanto, também ocorrem variagdes entre as diferentes espécies de ratos. Estudos que

analisaram a severidade da artrite por adjuvante em quatro diferentes espécies de ratos tanto
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machos como fémeas e revelaram que a espécie Holtzmann apresenta maior
susceptibilidade ao desenvolvimento da doenga enquanto que a espécie Buffalo foi a menos
susceptivel. Esta comparacao foi realizada dentre as espécies Sprague-Dawley, Holtzmann,
Charles River e Buffalo (SWINGLE et al., 1969).

Banik et.al. (2002) compararam a suscetibilidade para a artrite por adjuvante entre
as racas Lewis, Wistar e Sprague-Dawley e constataram que os animais da raga Lewis
desenvolvem os sinais artriticos mais precocemente € com maior severidade que os animais
das demais espécies, seguido dos animais da raca Wistar e finalmente pelos Sprague-
Dawley.

Estudos de Wauben et.al. (1994) demonstraram que nao ha diferengas significativas
na suscetibilidade ao desenvolvimento de artrite por adjuvante quando comparados ratos
machos e fémeas. Por outro lado, estudos mais recentes (COOK ¢ MOORE, 2006) revelam
diferengas no comportamento nociceptivo entre machos e fémeas submetidos a indugdo de
artrite por CFA. Cai etal. (2002) observaram que machos da raga Sprague-Dawley
desenvolveram uma artrite mais severa, tanto em relagdo ao escore artritico quanto ao
desenvolvimento de edema de pata.

Em relacdo a idade, as diferengas sdo em relagdo a indugao de artrite. Ratos jovens,
de até 7 dias de nascimento, ndo sdo considerados suscetiveis a doenga, apenas animais
com mais de 21 dias de vida. Por outro lado, animais mais velhos (com 9 meses ou mais),
foram considerados relativamente resistentes ao desenvolvimento da artrite por adjuvante
(GLENN; GRAY, 1965). A idade cuja susceptibilidade ¢ maior parece ser o periodo entre 6
¢ 12 semanas apos o nascimento dos animais (WAUBEN, 1994).

A justificativa para o uso do modelo de artrite induzida por adjuvante em animais
reside na semelhanca que este modelo apresenta com a doenga reumatoide em humanos
(BILLIAU; MATTHYS, 2001; CAI et.al, 2006; COOK; MOORE, 2005; NAGAKURA
et.al., 2003; PEARSON, 1956; TAUROG et al., 1988, WHITEHOUSE, 2007; YU et.al,
2002). Tais semelhangas incluem as mudancas histopatoldgicas, a infiltracdo celular, a
hipersensibilidade e o edema da articulagdo afetada (DONALDSON et.al, 1993; WILSON,
et.al., 2006.). O modelo de artrite induzida por adjuvante permite o estudo da etiopatogenia
da artrite autoimune, o progndstico da doenga e possibilita a o estudo da efetividade do

tratamento (WHITEHOUSE, 2007).
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2.2.2 INDUCAO DA DOENCA

A doenga ¢ induzida com a micobactéria, morta, em 6leo adjuvante, que consiste em
o0leo de parafina contendo monooleato de manitol como surfactante (BILLIAU;
MATTHYS, 2001). A concentragdo ideal para causar uma artrite severa, segundo Wauben
(1994) ¢ de 10,0 mg/mL e quando 0,1 mL da suspensdo ¢ injetado. Para casos menos
severos uma concentra¢ao da micobactéria de 1,0 mg/mL a 5,0 mg/mL em o6leo ¢ adequada
(WAUBEN, 1994). Porém, comumente sdo comercializados por laboratorios especializados
nas concentragdes de 0,5 mg/mL, 1,0 mg/mL e 5,0 mg/mL, entretanto esta ultima
dificilmente ¢ encontrada. Doses maiores devem ser manipuladas através de técnicas
apropriadas. Pesquisa recente realizada por Cai et.al. (2006) demonstrou que animais
injetados com 100 pL contendo uma suspensdo de 500 pg de CFA manipulado
desenvolveram sinais artriticos a partir do 9° dia, enquanto que animais injetados com 100
uL contendo 5 mg/mL de CFA comercializado apresentaram sinais artriticos apenas a partir

do 18° dia.

2.2.3 VIAS DE IMUNIZACAO

A via preferencial de imunizag@o ¢ a intradérmica, na base da cauda (WAUBEN,
1994). Outra via comumente utilizada € a injecdo intracutanea na pata traseira e intra-
articular nas articulagdes tibio-femural e tibio-tarsica (IIGO et. al., 1991). A vantagem,
segundo Wauben (1994), para a imuniza¢do na cauda, em contraste com a pata, ¢ que todas
as quatro patas sdo utilizadas para avaliar artrite. Esta inje¢ao ¢ dada, geralmente, na regido
dorsal da base da cauda ou subcutaneamente na terceira porgao distal da cauda. Entretanto,
geralmente, injecdes intraperitoneais, intramusculares e intravenosas de adjuvante nao
produzem artrite ou produzem menos freqlientemente (WAUBEN, 1994). Na imunizagao
intradérmica, ap6s a inje¢ao, o local de inoculagdo torna-se necrotico em trés a sete dias
(WAUBEN, 1994).

A indica¢do do volume de adjuvante a ser administrado varia entre os autores, pois
cada pesquisador padroniza o tipo de inducdo adequado aos objetivos de suas pesquisas.

Nagakura et. al. (2003) e Cook e Moore (2006) injetaram 100 pL de CFA, contendo 5,0
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mg/mL de Micobacterium butyricum, intra-plantar em ratos; Por sua vez, Zhang et.al.
(1999), injetou 100 pL de CFA, contendo 0,5 mg/mL de Micobacterium tuberculosis, intra-
dérmica na base da cauda de ratos; Yu et.al. (2002) utilizaram uma tnica inoculac¢do de 125
uL de CFA, contendo 250 pg de Micobacterium butyricum, intra-articular no joelho de
ratos; Naeini et. al. (2005) injetaram 25 pL de CFA, contendo 135 pg/mL de
Micobacterium butyricum, intra-articular na articulagao tibio-tarsica e Zheng et. al. (2002)
empregaram 100 pL de adjuvante, contendo 10 mg/mL de Micobacterium tuberculosis,
intradérmico na base da cauda. Buttler et. al. (1991) desenvolveu pesquisa semelhante ao
presente trabalho e administraram seis inje¢cdes de 0.05 mL de CFA contendo 300 mg de
Micobacterium butyricum. Todos obtiveram uma indugdo de artrite por adjuvante

satisfatoria padronizada de acordo com seus propoésitos.

2.2.4 CURSO DA DOENCA

A artrite induzida geralmente surge entre 10 a 12 dias apds a estimulagdo
intradérmica de adjuvante na base da cauda, e entra em remissdao por volta de 6 a 10
semanas, para este modelo descrito por Carvalho et.al. (2002). Ap6s a indugdo ativa da
doenca, sua progressio e severidade podem ser quantificadas fisicamente,
histologicamente, radiograficamente e por ressonancia magnética (WAUBEN, 1994). A
severidade pode ser observada na primeira ou segunda semana e cessa nas trés semanas
subseqiientes. O edema e deformidades podem ser vistas por um longo periodo,
especialmente na articulagdo do tornozelo, onde geralmente as deformidades sao
irreversiveis (WAUBEN, 1994).

No exame fisico o que se verifica, geralmente, ¢ o edema, pelo volume de pata ou
espessura da articulagdo (geralmente joelho ou tornozelo), e o grau de artrite, pelo grau de
eritema, edema periarticular e deformidade. Para avaliar o grau de artrite podem ser
utilizados escores de 0 a 4 para cada avaliagdo (TRENTHAN et.al., 1997).

Na analise histologica, articulagdes com inflamagdes precoces mostram mudangas,
como a dilatacdo vascular, suave infiltrado de neutrofilos e células mononucleares,
hiperplasia precoce de células de revestimento sinovial e tecido de granulacao focal. No

espago articular ha infiltrado inflamatdrio. Sinais inflamatoérios estdo presentes desde o
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inicio da indugdo, mesmo quando o edema ainda nao ¢ evidente na articulagdo (TERRIER
et.al., 1985).

Na artrite por adjuvante severa, héd intensa difusdo, infiltrado celular inflamatério
denso composto por células mononucleares, polimorfonucleares e neutrofilos. A sindvia e o
tecido conectivo subsinovial ¢ marcadamente edematoso com area focal de necrose. A
sindvia edematosa invade o espago articular. O tecido de granulag¢do reativo, ou pannus,
estende-se para o tecido periarticular, como também para o osso subcondral, com
destruicdo da cartilagem articular e invasdo para o espaco medular do osso (TERRIER
et.al., 1985). Na analise histologica de artrite tardia, observa-se o pannus estender-se
através da superficie da cartilagem articular, resultando em fibroanquilose. Observa-se
também remodelamento dsseo e peridsteo (WAUBEN, 1994).

Artrite induzida por adjuvante em ratos tem sido um modelo muito utilizado para
estudar inflamagdo (COSTA et.al., 1981; PEARSON, 1956). Entretanto, como a artrite por
adjuvante tem remissdo espontanea, a possibilidade para utilizar o modelo para
intervengdes terapéuticas ¢ limitada. Assim que a doenga ¢ estabelecida, a imunoregulagao
¢ ativada como parte da resposta fisioldgica do anfitrido para suprimir a doenga. O tempo
adequado para adicional manipulagdo €, conseqlientemente, pequeno. Por outro lado, a
natureza insidiosa e agressiva da doenca, cuja destrui¢do da articulagdo ¢ completa e resulta
numa anquilose dssea, o restabelecimento articular ndo ¢ total, e assim, ndo € muitas vezes

ideal para testar e avaliar discretas intervengoes terapéuticas (WAUBEN, 1994).
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2.3 TRATAMENTO DA ARTRITE REUMATOIDE

O diagndstico precoce € o inicio imediato ao tratamento sdo fundamentais para o
controle da atividade da doenga e para a preven¢do de incapacidade funcional e lesdes
articulares irreversiveis (LAURINDO et.al., 2002). Ainda ndo existe cura para a A.R., mas
ha agentes que temporariamente diminuem os sintomas articulares e a gravidade da
destruicao articular (CAILLIET, 2001). Desse modo, os objetivos do tratamento, segundo
Laurindo et.al. (2002), sdo prevenir ou controlar a lesdo articular, prevenir a perda da
funcionalidade, diminuir a dor e assim, melhorar a qualidade de vida do paciente com
artrite reumatoide.

O tratamento inicia com a educacao do paciente e seus familiares sobre a doenga e o
tratamento, com seus riscos ¢ beneficios. O paciente deve ser constantemente avaliado,
preferencialmente, por uma equipe multidisciplinar. O tratamento farmacoldgico varia de
acordo com o estagio da doenga, sua atividade e severidade, devendo o tratamento ser mais
rigido, quanto mais severa for a doenga (MINISTERIO DA SAUDE, 2002). Para casos
leves, reumatologistas comumente prescrevem antiinflamatdérios nao esteroides (AINE),
analgésicos comuns, drogas modificadoras da doenca (DMARDS) e fisioterapia. Em alguns
casos, 0 uso de corticosterdides e/ou intra-articular de baixa dose se faz necessario. Em
casos avancados da doenga, combina-se metotrexato com leflunomida ou com ciclosporina
ou sulfalazina, além do uso de analgésicos e/ou antidepressivos triciclicos, ou até mesmo
opidides (LAURINDO et.al., 2002). O tratamento com antiinflamatorios deve ser mantido
enquanto se observarem sinais inflamatorios ou o paciente apresentar dores articulares,
porém o uso de drogas modificadoras da doenca deve ser mantido indefinidamente
(MINISTERIO DA SAUDE, 2002).

Em casos avangados, pode haver indicagdo de um tratamento cirurgico. Em casos
de lesdo estrutural, os reumatologistas recomendam, se necessario, diferentes tipos de
tratamento cirargico, tais como: a sinovectomia (para sinovite persistente por mais de seis
meses), correcdes de tenddes, colocagdo de proteses, artrodese e artroplastia total
(CAILLIET, 2001; MINISTERIO DA SAUDE, 2002).

Os pacientes com artrite reumatdide, segundo o protocolo clinico e diretrizes

terapéuticas publicado pelo Ministério da Satide em 2002, devem ser orientados a:
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participar de grupos de apoio a pacientes artriticos, principalmente aqueles reconhecidos
pelo Ministério da Saude; participar de programas de protecdo articular orientados por
fisioterapeutas e terapeutas ocupacionais, realizar exercicios, no periodo entre as crises,
orientadas por fisioterapeutas ou educadores fisicos; € manter repouso articular durante as
crises, realizando aplicacao de gelo.

Apesar do aconselhamento sobre o repouso durante as crises, exercicios regulares
em pacientes com artrite reumatoide estdo sendo encorajados por diversos pesquisadores
com o objetivo de prevenir morbidades (ABELL et.al., 2006; BENHAMOU, 2007,
CARVALHO et.al., 2000; SHIH et.al., 2006). Contudo, reumatologistas tradicionalmente
nao recomendam exercicios para pacientes com artrite ou recomendam exercicios limitados
sem utilizacdo de pesos e dentro do limite de movimento, devido a conceitos de que o
movimento pode agravar a inflamagdo articular e acelerar os danos a articulagdo destes
pacientes (BENHAMOU, 2007). Cailliet (2001) defende o repouso admitindo que em uma
condi¢do inflamatéria aguda, o movimento repetitivo deve ser evitado, pois provoca
estresse e agrava a inflamagdo. Por outro lado, Benhamou (2007) afirma que a unica
resposta positiva do tratamento com repousos ¢ em relagdo a pacientes com maior atividade
da doencga. O papel do repouso e do exercicio, segundo Laurindo et.al. (2002), deve ser
enfatizado, reconhecendo-se que a degeneragdo articular na artrite reumatdide ¢ maior

quando o repouso ¢ prolongado.

2.3.1 TRATAMENTO FISIOTERAPEUTICO DA ARTRITE REUMATOIDE

“O tratamento fisioterapico da disfun¢do articular depende da compreensao clara
da fun¢do mecanica de cada articulagdo e dos tecidos relacionados a ela.” (CAILLIET,
2001, p.18). A fisioterapia objetiva restabelecer a funcionalidade através de medidas
analgésicas e exercicios terapéuticos de fortalecimento e alongamento da musculatura
(LAURINDO et.al., 2002). Considerando o potencial incapacitante da artrite reumatoide, o
acompanhamento destes pacientes deve ocorrer desde o inicio da doenga.

Na pratica fisioterapica, o paciente inicia o tratamento na fase aguda apenas com

medidas analgésicas e, apds a diminui¢do dos sintomas de dor e edema inicia-se a fase de
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fortalecimento com cuidados na protecdo articular. Estes exercicios devem garantir o
fortalecimento da musculatura periarticular ¢ um adequado programa de flexibilidade,
evitando o excesso de movimento e privilegiando as cargas moderadas. Depois, o paciente
passa para a fase de condicionamento fisico, que envolve atividade aerdbia, exercicios
resistidos, alongamentos e relaxamento (LAURINDO et. al., 2002).

Na reabilitagdo, o tratamento ¢ focado primariamente nas conseqiiéncias
funcionais da doenca (VLIELAND, 2003). Em pacientes com disfungdes musculo-
esqueléticas cronicas, o fisioterapeuta tem a funcdo de monitorar o funcionamento e a
performance fisica, como também educar o paciente em relagdo aos cuidados diarios e
encoraja-los a se engajarem em atividades fisicas apropriadas. Esta atitude tem o objetivo
de reduzir o risco de comorbidades associadas com o sedentarismo, que ¢ freqliente em

pessoas com artrite (FRANSEN, 2004).

2.3.2 A ATIVIDADE FISICA E EXERCICIOS NA ARTRITE REUMATOIDE

Tradicionalmente, o objetivo mais importante da terapia com exercicios em
pacientes com artrite reumatoide era preservar a mobilidade articular e a manutengdo de
forga muscular (VAN DEN ENDE et.al., 1998). Desde 1985, um grande niimero de estudos
tem sido conduzido para a questdo dos beneficios da atividade fisica regular. Com isso, o
Colégio Americano de Reumatologia recentemente admitiu no guia de tratamento para
pacientes com artrite reumatodide, a implantagdo de programas de exercicios regulares
(BENHAMOU, 2007).

O painel de Ottawa, guia de exercicios terapéuticos para o tratamento da artrite
reumatodide, afirma que boas evidéncias existem em relagdo a inclusdo de exercicios
terapéuticos no tratamento destes pacientes, incluindo exercicios de fortalecimento
funcionais especificos e de fortalecimento de todo o corpo. Os beneficios podem variar,
dependendo da agudicidade e o tempo de duracdo da doenga. Esses beneficios sdo a
diminui¢do da dor, aumento da for¢a de preensdo manual e melhora do status funcional.
Porém, segundo este painel, na presenga da doenga inflamatéria, programas de exercicios
de baixa intensidade favorecem a reducdo da dor e uma melhora da funcionalidade quando

comparados a programas de exercicios de alta intensidade, os quais podem exacerbar o
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processo inflamatério e o risco de danos as articulagdes afetadas (OTTAWA PANEL,
2004).

A atividade fisica ¢ uma das maiores intervencdes nao-farmacologicas para tratar
artrite e ¢ considerada um indicador de Satide do Health People 2010, conferéncia realizada
nos Estados Unidos em 2000. Esta conferéncia teve como objetivo a promog¢ao de saude,
prevengao de doengas e incapacidades e a reducdo do niimero de mortes prematuras.
Recomendagdes foram listadas com relacdo a atividade fisica nesta conferéncia, entre elas:
1) Reduzir a propor¢do de adultos que ndo se engajam em atividade fisica; 2) Aumentar a
propor¢ao de adultos que se engajam regularmente, de preferéncia diariamente, em
moderada atividade fisica por até 30 minutos por dia; 3) Aumentar a proporcao de adultos
que se engajam em atividade fisica vigorosa que promove o desenvolvimento e manutencao
da atividade cardiorrespiratoria, trés ou mais dias por semana com duragdo de 20 ou mais
minutos por dia; 4) Aumentar a propor¢do de adultos que realizam atividade fisica que
incrementa ou mantém a forca e a resisténcia muscular (U.S. DEPARTMENT OF
HEALTH AND HUMAN SERVICES, 2000). Dois anos depois, em 2002, foi realizada
uma conferéncia sobre atividade fisica e artrite, patrocinada pelo Centro de Reabilitacao e
Pesquisa do Missouri, Colégio Americano de Reumatologia e pela Associagdo de
Profissionais de Saude de Reumatologia dos Estados Unidos. Neste encontro, foi
desenvolvido o Painel Especialista em Artrite e Atividade fisica, o qual recomenda que
individuos com artrite devem realizar, com seguranga, 30 minutos de atividade fisica com
intensidade moderada (ou seja, 50-70 % da freqiiéncia cardiaca maxima), de no minimo
trés vezes na semana (SHIH et.al., 2006; WORK GROUP RECOMMENDATIONS, 2003).

A atividade fisica regular esta associada com baixas propor¢des de morte de adultos
em qualquer idade, sempre que apenas niveis moderados de atividade fisica sdo realizados
(U.S. DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES, 2002). O exercicio ajuda
a regular a pressdao sanguinea, aumenta forca muscular e 6ssea, aumenta a massa magra e
diminui a massa gorda, melhora o bem-estar psicoldgico, reduz o risco de depressdo e
melhora o humor. Em idosos, a atividade fisica pode reduzir o risco de quedas e ajudar a
manter independéncia nas atividades da vida diaria (U.S. DEPARTMENT OF HEALTH
AND HUMAN SERVICES, 2002). Desse modo, a atividade fisica est4 associada a melhora
da qualidade de vida entre individuos com artrite (ABELL et. al., 2005).



49

Estatisticas demonstram que individuos que apresentam incapacidades sao menos
ativos que individuos sadios (U.S. DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN
SERVICES, 2002). Do mesmo modo, uma pesquisa realizada por Shih e colaboradores
(2006) afirma que individuos com artrite parecem se engajar menos em programas de
atividade fisica que individuos sem artrite. Isto se deve em parte a conceitos erroneos sobre
o potencial dano as articulagdes e pelo medo de sentir dor.

Vlieland (2003) e Van Den Ende et.al., (1998) afirmaram através de seus estudos
que pacientes com A.R. podem se beneficiar com seguranga de atividades fisicas.
Benhamou (2007) sugere que exercicios de baixa intensidade podem ser realizados com
seguranca em pacientes com A.R. em qualquer estigio da doenga, com um programa
individualizado e supervisionado por profissionais qualificados. Esta supervisdo ¢
necessaria, pois o programa deve ser adequado ao estado de saude do paciente. Pacientes
com a doenca reumatoide estavel e com pouco acometimento articular podem se adequar a
programas de atividade fisica a serem realizados na comunidade, desde que seja
supervisionado periodicamente.

A natureza cronica da doenga reumatdide leva a periodos de inatividade, que resulta
em reducgdo da forga, da resisténcia muscular e da capacidade aerdbia. A diminui¢ao da
resisténcia muscular se dé pela hipotrofia dos musculos e tecidos periarticulares. A
presenca constante de dor e inflamagdo gera a inibigdao reflexa da contracdo muscular.
Outro sintoma comum em pacientes com artrite ¢ a fadiga muscular. Em geral, a
capacidade vascular de pessoas com artrite reumatdide ¢ em média 40 % inferior a de
individuos sadios (CARVALHO et.al., 2000). Segundo Shih et.al. (2006), a falta de
atividade fisica pode contribuir para o descondicionamento, prejuizo funcional, déficit de
saude mental, aumentar o risco de obesidade, além de estes individuos terem mais gastos
médicos que pessoas ativas. Outro sintoma associado a falta de atividade fisica € a presenca
freqiiente de ansiedade e depressdo (SHIH etal.,, 2006). Individuos com artrite,
principalmente mulheres possuem alta prevaléncia de depressao e ansiedade (DICKENS
etal.,, 2002). Lin etal. (2003) em suas pesquisas constataram que cuidados com a
depressao em individuos com artrite tém melhorado a dor, a funcionalidade e a qualidade
de vida destes pacientes. Do mesmo modo, praticantes de atividades fisicas apresentam

menor probabilidade de desenvolverem problemas de satde fisica e mental quando
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comparados a individuos inativos, e isso € significante tanto entre individuos com artrite
quanto sem artrite (ABELL et. al., 2005).

Mudangas fisioldgicas nas concentragdes de opidides no plasma sdo encontradas
apos a atividade fisica (OTTAWA PANEL, 2004). O exercicio fisico causa a liberacao de
B-endorfinas (EKDHAL et.al., 1990) e ainda, segundo FIEDMANN (1996), é uma
modalidade que deve ser utilizada no tratamento de dor dos pacientes com A.R., trazendo
beneficios na mobilidade articular. O exercicio com carga, quando adequado, produz um
estresse Osseo que estimula a absor¢do de calcio, contrapondo-se aos efeitos danosos
decorrentes da imobilizacdo e de medicamentos como os corticosterdides (CARVALHO
et.al., 2000).

Modos de exercicios comumente utilizados para melhorar a capacidade
cardiorrespiratoria de portadores de artrite reumatdide sdo o ciclismo, a caminhada, a
corrida, a hidroterapia ou exercicios aquaticos e danca aerobica (VLIELAND, 2003). Na
caminhada, utiliza-se um movimento basico automatizado pelo ser humano: a marcha. Os
praticantes desta atividade fisica procuram a manuten¢do e o aprimoramento da condi¢ao
basica de satde. Esta modalidade ¢ classificada como atividade de baixo impacto e
apresenta riscos reduzidos do sistema cardiocirculatorio. Este esfor¢o fisico quando
utilizado em baixa intensidade induz a liberagdo de endorfinas (LIMA, 1998).

Por outro lado, pesquisa semelhante ao presente trabalho foi realizada em ratos por
Buttler et. al. (1991). Estes autores administraram seis inje¢cdes de 0.05 mL de CFA
contendo 300 mg de Micobacterium butyricum na articulagao tibio-tarsica e submeteram os
animais ao nado com freqiiéncia de trés vezes por semana, aumentados de 5 a 15 minutos,
durante 4 semanas. Os autores relataram que com relacdo ao edema e mobilidade nao
houve alteragdes, porém em relagdo ao limiar de dor em resposta ao teste de pressao da pata

houve diminui¢ao quando comparado ao grupo controle.



51

3 METODOLOGIA

Neste capitulo serdo apresentados os materiais € métodos utilizados na elaboragao
desta pesquisa, bem como a caracterizacdo dos grupos analisados e as etapas de
desenvolvimento do estudo a fim de alcangar os objetivos propostos. A etapa de coleta de
dados desta dissertacdo foi realizada no Laboratério de Neurobiologia da Nocicepg¢ao
(LANEN) do Departamento de Farmacologia da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC). A etapa de analise dos dados foi realizada no Laboratério de Instrumentacao

(LABIN) da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC).

3.1 CARACTERISTICA DA PESQUISA

O delineamento experimental deste estudo seguiu as orientagdes citadas por Vieira
(1989) sendo caracterizado por experimentos inteiramente ao acaso em que as unidades,
neste caso ratos, foram similares entre si. Isso quer dizer que os ratos tinham a mesma
espécie, sexo e idade e, considerando-se o peso, este era bastante semelhante entre os
individuos do mesmo grupo. Além disso, os experimentos tiveram nimero diferente de
unidades para cada grupo variando entre 5 e 6. Todos os experimentos foram conduzidos
com grupo teste acompanhados de seus respectivos grupos controle e os parametros

avaliados, bem como as condigdes gerais do estudo foram sempre semelhantes para ambos.

3.2 ANIMAIS

Os procedimentos experimentais foram realizados utilizando ratos Wistar, com
idade aproximada de 2 meses e peso variando entre 200 e 250 gramas. Os animais foram
criados, até¢ o desmame, pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina e
mantidos, até o uso, no biotério do Laboratorio de Neurobiologia da Nocicepcdo sob
condi¢des controladas de temperatura (22 + 1 °C) e luz (ciclo claro/escuro de 12 horas
cada), dispondo de livre acesso a adgua e ragdo. Os animais foram removidos do biotério do

LANEN para ambientacdo pelo menos 1 hora antes de quaisquer procedimentos
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experimentais, sendo que os mesmos foram realizados durante o periodo matutino e
vespertino.

Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com as diretrizes €ticas da
Associagdo Internacional para Estudo da Dor (IASP, 1983) e previamente aprovado pelo
comité de ética local para uso de animais (CEUA — UFSC, protocolo nimero 1160066, e
CETEA/CAV — UDESC, protocolo nimero 1.26/06). Todos os esforgos foram realizados
para minimizar a0 maximo o nimero de animais utilizados neste estudo bem como o seu
sofrimento.

Os experimentos do estudo foram realizados em trés etapas: (1) na primeira
realizou-se a padronizagdo do modelo de artrite induzida por adjuvante completo de Freund
(CFA). Para isso, foram utilizados 48 ratos Wistar sendo 30 fémeas e 18 machos; (2) apds a
padronizacdo do modelo, outro grupo de animais (naive), 24 fémeas, foi utilizado para a
inducdo de artrite por CFA e, posteriormente, submetido a atividade fisica. Nesta fase, o
grupo experimental realizou exercicio de deambulacao for¢ada de duracao de 1 minuto e,
para isso, utilizou-se 24 Wistar fémeas; (3) na terceira etapa do estudo, ap6s a indugao de
artrite por CFA, o grupo experimental realizou exercicio de deambulagdo progressiva e,
para isso, foram utilizados 26 ratos Wistar fémeas.

Nestas duas ultimas etapas, os animais foram classificados de acordo com a
articulagdo que recebeu a inje¢do de CFA em grupo tibio-femural (TF) ou grupo tibio-
tarsica (TT) e de acordo com a realizacdo da atividade fisica em E1 ou EP (El para
exercicio de 1 minuto e EP para exercicio progressivo) ou nao realizacdo do exercicio em
EO e EO0 (EO para o grupo controle do grupo E1 e E00 para o grupo controle do grupo EP).

Ainda na terceira etapa, realizou-se um teste para a complementacao do estudo, o
qual teve como intuito a verificacdo de uma possivel influéncia da liberagdo endogena de
corticoides durante a realizagdo do exercicio. Para isso, utilizou-se 12 ratos Wistar fémeas

com artrite induzida por CFA na articulagdo tibio - tarsica.

3.2.1 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Os animais que apresentaram sinais de necrose no membro que recebeu a inje¢ao de
CFA foram eutanasiados e conseqlientemente excluidos da pesquisa. Apenas animais com

as caracteristicas citadas no item 3.2 foram incluidos neste estudo.
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Os reagentes, drogas e equipamentos utilizados nas diferentes etapas de execucdo

dos procedimentos experimentais estao listados na Tabela 1.

Tabela 1

Drogas, reagentes e equipamentos utilizados nos procedimentos experimentais.

Drogas

Adjuvante completo de Freund contendo a Mycobacterium butyricum morta (0,5 mg/mL; 10 mL; Difco)

Adjuvante completo de Freund contendo a Mycobacterium tuberculosis morta (1 mg/mL; 10 mL; Sigma)

Cloral hidratado 15% (Vetec)

Halotano 250 mL, 1:1 v/v, 2 a 4% diluido em oxigénio hospitalar (Cristalia)

Orimeten®™ (aminoglutetimida, 250 mg, Laboratério Ciba)

Reagentes

Solugéo isotdnica de cloreto de sodio 0,9 % (Aster)

Eter etilico (éter sulfirico para analise, 98%, Synth,)

Alcool iodado 1% (Rialcool)

Alcool etilico hidratado 92,8° (INPM)

Solugdo aquosa de sulfato de lauril 2,5 %

EDTA sal dissodico para analise (Nuclear)

Corantes May-Grinwald e Giemsa

Equipamentos

Termometro Full Gauge (TI- 02) para controle da temperatura ambiente

Balanca eletronica (BP-15, Filizola) para pesagem dos animais

Instrumentagdo para dissecagdo (bisturi, tesouras, pingas)

Paquimetro ndo-digital para medigdo do didmetro articular (precisdo de 0,05 mm)

Sapatilhas metalicas para a medi¢do da incapacita¢do confeccionadas pelo laboratério

Balanga eletronica de precisdo (Acculab, V-121, capacidade de 120 g) para a medi¢ao do edema de pata.

Aparelho de medicdo da incapacitagdo articular construido pelo professor Carlos R. Tonussi/LANEN/UFSC.

Computador para recepcdo do sinal com software desenvolvido especificamente para analise do TEP.

Laminas para microscopia otica.

Pipeta LabMate capacidade 10-100 pL e 2-20 pL.

Microscopio Optico (StudarLab).

Camara de Neubauer Bright- Line (Optik Labor)




54

3.3.2 METODOS

3.3.2.1 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

O protocolo experimental ¢ apresentado através de um diagrama em blocos, para
visualizagdo das diferentes etapas da pesquisa e melhor compreensdo dos procedimentos
descritos ao longo deste capitulo.

Na etapa 1, realizou-se a padronizacdo do modelo de artrite por CFA que objetivou
definir a espécie de micobactéria morta contida no CFA (se Mycobacterium butyricum ou
Mycobacterium tuberculosis), definir o numero de inje¢des e o intervalo entre as mesmas,
determinar o sexo dos animais (se utilizaria machos ou fémeas), determinar a articulagdo de
inducdo da monoartrite (se tibio-femural ou tibio-tarsica), bem como conhecer a curva de
nocicep¢ao deste modelo (Figura 1).

Apés a padronizagdo do modelo de atrite por CFA realizou-se, na etapa 2, o
exercicio de deambulagdo forcada com duracdo de 1 minuto, durante dez dias e em animais
com artrite induzida por CFA. Neste momento do estudo, analisou-se o efeito desta
atividade fisica nas varidveis de incapacitacdo articular, migracdo de células e edema
articular (Figura 2).

Finalmente, na etapa 3, foi realizado o exercicio de deambulagdo progressiva, onde
foram acrescidos a cada dia 1 minuto de deambulagdo forcada, iniciando com 1 minuto e
finalizando, no décimo dia, com dez minutos de exercicio. Durante os dez dias de atividade
fisica, foram analisadas as variaveis de incapacitacdo articular, edema articular e migracao

de leucocitos do liquido sinovial (Figura 3).
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Etapas da pesquisa

Etapa1
Padronizagdo do modelo
de artrite por CFA

! ! ; !

Definir o nimero de injegdes
e o intervalo entre as mesmas
para a indugéo da artrite

Determinar a articulagao
(tibio-femural ou tibio-tarsica)
que sera induzida a monoartrite

Determinar o sexo
(macho ou fémea)
dos animais

Definir espécie
de micobactéria

1 1 | f

Resultados/Conclusao

Figura 1. Etapa 1 do estudo: a padronizagdo do modelo de artrite por CFA.

Etapa 2
Efeito do exercicio fisico
diario de um minuto
nas variaveis do estudo

! | !

Grupo Controle TT Grupo experimental TT Grupo experimental TF
Grupo Controle TF
(sem exercicio) Execugdo do
exercicio de um minuto
l digrio por 10 dias

Andlise de edema diariamente
durante os 10 dias do

tratamento com exercicio;
Analise de incapacitagao
apenas no 1°, 5° e 10° dias.

Anédlise de incapacitagéo e
edema durante os 10 dias de
tratamento com exercicios

;

:

10° dia

Eutanasiados e dissecados

!

Coleta de Células

!

Resultados/Conclusao

Figura 2. Etapa 2 do estudo: Apos indugdo de artrite por CFA, foi realizado o exercicio de
1 minuto diario e realizadas as analises de incapacitacdo e edema articulares e coleta do

liquido sinovial.
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Etapa 3
Efeito do exercicio
fisico progressivo
nas variaveis do estudo

! ' }

Grupo Controle TT
Grupo Controle TF
(sem exercicio) Execugdo do exercicio
progressivo com aumento
l de 01 minuto didrio por 10 dias

| Grupo experimenla\TTl | Grupo experimental TF

Anélise de edema diariamente
durante os 10 dias do

tratamento com exercicio;
Analise de incapacitagao
apenas no 1°, 5° e 10° dias.

Anélise de incapacitagéo e
edema durante os 10 dias de
tratamento com exercicios

! !

Eutanasiados e dissecados
10° dia

!

Coleta de Células

!

Resultados/Conclusao

Figura 3. Etapa 3 do estudo: Apds indugdo de artrite por CFA, foi realizado o exercicio
progressivo e realizadas as analises de incapacitagdo e edema articulares e coleta do liquido
sinovial.

As etapas estdo também descritas nas tabelas 2, 3 e 4. A primeira etapa, de
padronizacdo do modelo de artrite por CFA, foi realizada através dos 5 experimentos
listados na tabela 2, que serdo descritos detalhadamente no capitulo de resultados deste
estudo.

As etapas 2 e 3, nas quais foram realizados os exercicios de deambulagdo de 1
minuto e progressivo respectivamente, estdo listadas nas tabelas 3 e 4 quanto a classificacao
dos grupos (grupo experimental ou controle), tamanho da amostra (n) e local de indugdo da

monoartrite (se tibio-femural — TF ou tibio tarsica — TT).
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Tabela 2
Etapa 1: experimentos realizados para a padroniza¢do do modelo de artrite induzida por
adjuvante completo de Freund (CFA). M, machos; F, fémeas; Mt, Mycobacterium
tuberculosis; Mb, Mycobacterium butyricum; TF, articulagédo tibio-femural; TT, articula¢do

tibio-tarsica; BC, base da cauda; SF, solugao fisioldgica 0,9 %.

Experimentos To_tal Qe Micobactéria Local da injecéo de Presenca de grupo
(exp) animais CFA controle
1% 2* inje¢oes CFA: TF
exp 1 06 M Mt (interjvalo: 8 dias)
1*injecao CFA: BC
exp 2 06 M Mt 2% injecao CFA: TF nao
(intervalo: 21 dias)
1*injecao CFA: BC

nao

exp 3 06 M Mt 2% injecdo CFA:TT nao
(intervalo: 21 dias)
1*inje¢do CFA: BC sim
exp 4 12 F Mb 2% injecdo CFA:TT 1* inje¢do: CFA (BC)
(intervalo: 21 dias) 2% injecdo: SF (TT)
sim

controle 1: 1* injecdo: CFA
1*injecao CFA: BC (BC) e 2% injecao: SF (TF)

exp 5 18 F Mb 2* injecdo CFA: TF
(intervalo: 21 dias) controle 2: 1* injecdo: SF
(BC) e 2* injecao: SF (TF)
Tabela 3

Etapa 2: divisdo e classificagdo dos grupos participantes do exercicio de 1 minuto apods a
padronizacdo do modelo de artrite por adjuvante (etapa 1). TF, articulacdo tibio-femural;
TT, articulagdo tibio-tarsica; E1: grupo que realizou exercicio de 1 minuto; EO: grupo que

nao realizou o exercicio de 1 minuto.

e Total de animais Prética de . LocaJ de
Grupos Classificacéo o inducéo de
no grupo exercicios .
artrite
TF E1 experimental 06 sim TF
TF EO controle 06 nao TF
TT El experimental 06 sim TT

TT EO controle 06 nao TT
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Tabela 4
Etapa 3: divisdo e classificagdo dos grupos participantes do exercicio progressivo. TF,
articulag@o tibio-femural; TT, articulacdo tibio-tarsica; EP: grupo que realizou exercicio

progressivo; E00: grupo que ndo realizou o exercicio progressivo.

Total de - Local de
e A Prética de . ~
Grupos Classificacao animais no . inducdo
exercicios .
grupo de artrite
TF EP experimental 06 sim TF
TF E00 controle 06 nao TF
TT EP experimental 06 sim TT
TTEO00 controle 06 nao TT

A finalizagdo da terceira etapa deste estudo ocorreu com a realizagdo de um
experimento que objetivou a verificagdo do efeito do pré-tratamento com aminoglutetimida
(inibidor da sintese enddgena de corticoides) sobre a agdo antinociceptiva e
antiedematogénica do exercicio no modelo de artrite induzida pelo CFA. Para isso, a
aminoglutetimida foi administrada por via oral e na dose de 50 mg/kg durante os 10 dias
consecutivos, ou seja, nos mesmos dias em que os animais realizaram o exercicio (n=6). O
tratamento diario foi efetuado 1 hora antes do exercicio. O grupo controle (n=6) recebeu

apenas veiculo (agua destilada, via oral; 0,1 mL/100g).

3.3.2.2 INJECAO INTRADERMICA

A injecdo intradérmica (i.d.) de CFA foi realizada na base da cauda de animais
naive previamente anestesiados com halotano (3 %). Para isso, a area que receberia a
injecdo foi depilada. Apds, aplicou-se uma soluc¢do de alcool iodado (1 %) para assepsia
da regido. Em seguida, procedeu-se a injecao de CFA com auxilio de uma seringa de 1 mL
e agulha 13 x 4,5 mm. A agulha foi inserida aproximadamente 1 cm subcutaneamente na
base da cauda e, imediatamente apos, injetou-se o CFA. Aguardou-se 10 segundos antes
de retirar a agulha para evitar efluxo do liquido injetado. Este procedimento de injecao
intradérmica de CFA consistiu no primeiro estimulo artritogénico que os animais

receberam, 21 dias antes de uma segunda estimulagao realizada por via intra-articular.
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3.3.2.3 INJECAO INTRA-ARTICULAR

A inje¢do intra-articular (i.art.) de CFA foi realizada na articulagao tibio-femural (na
regido do ligamento suprapatelar) ou tibio-tarsica (na regido lateral posterior direita) dos
animais, 21 dias apds a inje¢do intradérmica de CFA. Para isso, os animais foram
previamente anestesiados com halotano (3 %), a 4rea que recebeu a inje¢ao foi depilada e
uma solucao de alcool iodado (1 %) foi aplicada. Em seguida, procedeu-se a injecao de
CFA com auxilio de uma seringa de 1 mL e agulha 13 x 4,5 mm. Aguardou-se 10 segundos
antes de retirar a agulha para evitar efluxo do liquido injetado. Este procedimento de
injecao de CFA consistiu no segundo estimulo artritogénico que os animais receberam, 21

dias ap0s a primeira estimulagao realizada por via intradérmica.

3.3.2.4 PADRONIZACAO DO MODELO DE ARTRITE INDUZIDA POR
ADJUVANTE COMPLETO DE FREUND (CFA)

O modelo de artrite induzida por CFA foi escolhido por se tratar de um modelo que
reproduz sinais e sintomas semelhantes aos que sdo observados na artrite reumatdide em
humanos. Foram realizados cinco experimentos em 2006 (marco a dezembro) com o
objetivo de padronizar qual a espécie de micobactéria morta a ser utilizada, o local do
primeiro e segundo estimulos com CFA, o sexo dos animais, os intervalos de tempo entre
os estimulos e permitir o conhecimento das curvas de incapacitacdo e edema articulares. A
inducdo da artrite foi realizada através de uma injecao inicial de 50 pL de CFA na base da
cauda de cada animal. Apos 21 dias, os animais receberam uma segunda injecdo de CFA
(50 uL) na articulacdo do joelho (TF) ou tornozelo (TT) direito. Para a padronizagdao do
modelo, foram utilizados 18 ratos Wistar machos e 30 fémeas. Também se utilizaram dois
tipos distintos de adjuvante completo de Freund, um contendo a Mycobacterium butyricum
(Mb) e outro contendo a Mycobacterium tuberculosis (Mt) mortas. Os experimentos
realizados para a padroniza¢do do modelo serdo descritos detalhadamente no capitulo de

Resultados deste estudo.
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Apo6s a realizacdo destes experimentos e constatagdo do protocolo de inducao que
atenderia os objetivos de induzir uma artrite cronica que perduraria por um periodo em que
fosse possivel a realizagdo de um tratamento com exercicios, padronizou-se o modelo.
Concluiu-se que seriam utilizados ratos Wistar fémeas, devido a maior disponibilidade no
biotério central, realizando duas inje¢des de CFA contendo Mycobacterium butyricum (0,5
mg/mL; 50 pL) morta, onde a primeira inje¢do seria intradérmica na base da cauda e, apos
21 dias, os animais receberam uma segunda inje¢do de CFA na articulagdo tibio-femural ou
tibio-tarsica. Optou-se por realizar a monoartrite tanto no tornozelo quanto no joelho em
grupos distintos, pois os mesmos atenderam aos objetivos de uma artrite cronica que

perdurou por mais de dez dias.

3.3.2.5 PROTOCOLOS DE ATIVIDADE FISICA

A atividade fisica consistiu na deambulagdo for¢ada dos animais, a qual foi
realizada no mesmo aparato utilizado para o teste de incapacitagdo articular (cilindro de ago
inox, 30 cm de largura, 30 cm de diametro e velocidade de rotacdo de 3 r.p.m). A
velocidade de rotacao do cilindro para a realizagdo dos exercicios foi definida como sendo
a mesma utilizada para a analise do tempo de elevacdo da pata proposta por Tonussi e
Ferreira (1992). A superficie do cilindro ¢ dividida em trés trilhos iguais, de modo que
permitiu que até trés animais realizassem a atividade fisica simultaneamente. Previamente a
realizacdo do segundo estimulo com CFA (24 horas antes), os animais foram treinados
quanto a deambulagdo no cilindro a fim de realizarem de maneira correta a atividade fisica.
Os exercicios iniciaram 24 horas ap6s a segunda injecdo de CFA e perduraram por 10 dias
consecutivos. Realizou-se primeiramente o exercicio de 1 minuto (2° etapa) e apds
finalizado iniciou-se o exercicio progressivo (3° etapa).

Os grupos que participaram do protocolo de exercicios, segunda e terceira etapas do
estudo, foram subdivididos em: (a) animais que realizaram o exercicio de 1 minuto didrio
durante um periodo de 10 dias consecutivos (E1); (b) animais que ndo realizaram exercicio
de 1 minuto (E0); (c) animais que realizaram o exercicio progressivo (EP) e (d) animais que
ndo realizaram exercicio progressivo (E00). Na segunda etapa deste estudo, a atividade
fisica consistiu na deambulagdo de 1 minuto diariamente desde o primeiro dia apds a

segunda inje¢do de CFA. Durante dez dias, foram realizadas as avaliagdes da incapacitacao
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¢ edema articulares diariamente. No décimo dia de avaliagdo, os animais foram
eutanasiados para posterior coleta do fluido sinovial. Na terceira etapa, a atividade fisica
realizada foi o exercicio de deambulagdo progressiva, onde os animais iniciaram no
primeiro dia com 1 minuto de deambulagdo forcada e a cada dia foi acrescido 1 minuto de
exercicio totalizando no final de dez dias de avaliacdo, da incapacitacdo e edema
articulares, 10 minutos de atividade fisica. Realizou-se, também, a eutanasia e a coleta do
fluido sinovial no décimo dia.

Estes protocolos foram determinados por experimentos preliminares. Os grupos
foram classificados conforme o local de injecdo em: TT (tibio-tarsica) ou TF (tibio-
femural). Cada grupo experimental foi formado por 6 animais identificados conforme
descrito no paragrafo anterior: E1, EO, EP e E00. A atividade fisica foi realizada ap6s cada
medida didria do tempo de elevacdo da pata no LANEN (do Departamento de

Farmacologia da Universidade Federal de Santa Catarina).

3.3.2.6 AVALIACAO DA INCAPACITACAO ARTICULAR

A incapacitacdo articular foi mensurada através do tempo de elevagdo da pata (TEP)
direita dos animais, em segundos, com o auxilio do sistema de registro proposto por
Tonussi e Ferreira (1992), o qual permite avaliar a nocicep¢do declarada pelos animais.
Neste sistema de registro, os animais sdo submetidos a deambulagdo forgcada em um
cilindro de ago inox (30 cm de largura e 30 cm de didmetro) em rotacdo continua a uma
velocidade constante de 3 r.p.m. e por um periodo de 60 segundos. Sapatilhas metalicas sdo
ajustadas nas patas traseiras, sendo que, apenas a sapatilha da pata direita ¢ conectada a um
computador que registra o tempo total que esta pata fica sem tocar a superficie do cilindro
no periodo de 60 segundos. O TEP de animais naive, ou seja, ssm nenhum tratamento intra-
articular ¢ de aproximadamente 10 segundos. O aumento do TEP apds a inje¢do intra-
articular de agentes flogisticos indica desenvolvimento de incapacitacdo articular
(TONUSSI; FERREIRA, 1992).

O registro do TEP basal, medida do membro ipsilateral antes da indugdo da artrite,
foi realizado imediatamente antes da segunda inje¢do de CFA. As medidas do TEP apos a

indugdo da artrite foram realizadas diariamente durante 10 dias. As sapatilhas foram
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acopladas as patas dos animais por um periodo minimo de 1 hora antes da realizagdo dos
registros para habituacdo com as mesmas. A atividade fisica foi realizada imediatamente
apo6s o registro do TEP. Os animais que ndo realizaram exercicio foram colocados, com as
sapatilhas nas patas, no cilindro de registro em repouso por 1 minuto para simular as
mesmas condigdes as quais foram expostos os animais que realizaram exercicio. O registro
do TEP dos animais controle correspondente ao grupo de animais que fizeram exercicio de
1 minuto e progressivo foi realizado apenas no primeiro, quinto ¢ décimo dias apds a
injecdo de CFA. Este procedimento foi adotado, pois a deambulagdo a qual os animais sdo
submetidos para a medida do TEP constitui o proprio exercicio fisico de 1 minuto. A figura
4A demonstra a sapatilha metdlica acoplada a pata do rato e a figura 4B, o aparelho de

registro do TEP e os animais realizando a deambulagao.

Figura 4. (A) sapatilhas metalicas acopladas na pata traseira do rato; (B) aparelho para

deambulagao forcada (esquerda) e sistema de registro da incapacitacao articular (direita).

3.3.2.7 AVALIACAO DO EDEMA ARTICULAR

A avaliagdo do edema da articulagdo tibio-femural foi realizada com o auxilio de
um paquimetro ndo digital. Registrou-se a variacdo do diametro articular (DA, cm). Para
i1sso, os animais foram imobilizados, dentro de um cone de polietileno, para fins de que
fosse possivel o acesso apenas ao joelho para obtengdo da medida. Ja a avaliagdo do edema

de pata ou edema da articulagdo tibio-tarsica foi realizada com o auxilio de uma cubeta
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plastica preenchida com sulfato de lauril em agua (2,5 %) e acoplada a uma balanga
eletronica de precisao (Acculab, V-121). Para este procedimento o animal foi contido com
auxilio de um cone de polietileno e a pata foi submersa até imediatamente acima da
articulagdo tibio-tarsica. Registrou-se o deslocamento da coluna liquida dentro da cubeta,
em mililitros. Cada 1 grama de peso da pata corresponde a 1 mL de liquido deslocado na
cubeta. Logo, a grandeza de medida utilizada para representar o edema da articulagao tibio-
tarsica foi o volume em mililitros (EA, mL). Para garantir que as medidas fossem feitas
exatamente no mesmo ponto da articulagdo realizou-se uma marcagdo didria com caneta a
prova d'agua. A medida do edema foi realizada apos a cada mensuracdo do TEP ou da
realizagdo do exercicio fisico. A figura SA demonstra a medida do diametro articular da
articulacao tibio-femural com auxilio de um paquimetro e a figura 5B, a medida do edema

de pata com auxilio da cubeta acoplada a balanga de precisao.

Figura 5. Edema articular das articulagdes tibio-femural ¢ tibio-tarsica. A) Medida do
diametro da articulagdo tibio-femural; B) Medida do edema de pata da articulagdo tibio-

tarsica.

3.3.2.8 EUTANASIA DOS ANIMAIS

Ap6s o término dos protocolos experimentais os animais foram eutanasiados para

posterior coleta de células do fluido sinovial. A eutandsia foi realizada através da injeg¢ao
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intra-peritoneal de hidrato de cloral (15 %; 3 mL/animal), seguido de deslocamento

cervical, para certificar-se do 6bito dos animais.

3.3.2.9 LEUCOGRAMA DO FLUIDO SINOVIAL

O leucograma do fluido sinovial foi realizado com o objetivo de avaliar
quantitativamente a migrag¢ao de leucdcitos para o fluido sinovial tanto da articulacdo tibio-
tarsica quanto tibio-femural. Este procedimento foi realizado no décimo dia ap6s a segunda
injecdo de CFA e apos as medidas do TEP, edema e realizacdo do exercicio fisico. Apds
eutandsia dos animais, a cipsula articular foi exposta para a coleta de 5 pL de fluido
sinovial e confeccdo de um esfregaco em lamina de vidro. Confeccionou-se um esfregaco
do fluido sinovial coletado de cada animal o qual foi, posteriormente, corado com os
corantes May-Grinwald e Giemsa e utilizado para a contagem diferencial de leucocitos
(MON, mononucleares; PMN, polimorfonucleares) em microscdpio Optico (com aumento
de 100x). Imediatamente ap6s a coleta do fluido sinovial puro, foi realizada uma lavagem
da cavidade articular com 100 pL de solugdo fisiologica 0,9 % contendo EDTA (5 %). Este
lavado foi utilizado para a contagem total de leucécitos com auxilio de uma camara de
Neubauer e microscopio optico (com aumento de 40x).

Os dados foram expressos como contagem total de células por milimetro ctbico de
fluido sinovial + E.P.M (erro padrio da média) (células totais, CT/mm’). O calculo da
quantidade relativa de MON e PMN foi realizado a partir da contagem total e os dados
foram expressos como média relativa de MON ou PMN + E.P.M. A figura 6 ilustra
leucocitos mononucleares (MON) e polimorfonucleares (PMN) em lamina confeccionada

para a contagem diferencial com auxilio de microscopio Optico (aumento de 100x).
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Figura 6: Leucodcitos mononucleares (MON) e polimorfonucleares (PMN) em lamina

confeccionada para a contagem diferencial.
3.3.2.10 AVALIACAO DO CORTICOIDE ENDOGENO

A avalia¢do do corticoide endogeno tem como objetivo verificar se o efeito do
exercicio sobre o processo inflamatorio articular pode ser devido ao aumento da liberagao
de corticoides enddgenos. Para isso, utilizou-se aminoglutetimida na concentragdo de 50
mg/kg, via oral, diluido em 4gua destilada. Preparou-se uma solucao de 50 mg/mL e foi
administrado 0,1 mL para cada 100 g do peso do animal. Os animais (n=12) com artrite
induzida por CFA na articulagdo tibio-tarsica foram submetidos ao exercicio progressivo
durante dez dias. Seis animais receberam diariamente aminoglutetimida por gavagem,
método de administragdo de fArmacos por via oral em animais, € o grupo controle recebeu
agua (n = 06). Uma hora apds a gavagem, os animais foram avaliados quanto a

incapacitacao articular, edema articular e migragao de leucdcitos.
3.4 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica e a elaboracao dos graficos foi realizada através dos programas
SPSS 14.0 e GraphPad Prism 3.0. Inicialmente verificou-se a distribuicio normal dos

dados, bem como os célculos de assimetria e curtose. Os dados da etapa 1, de padronizagao
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do modelo de artrite, foram analisados apenas através de parametros de estatistica
descritiva, tais como a média e o desvio padrao. Os dados de TEP, edema articular e
migragdo de células, das etapas 2 e 3, foram analisados por estatistica descritiva como
média £ desvio padrao (ou erro padrio da média — E.P.M.) de seis animais, e para
comparacgdo entre os grupos que realizaram exercicios e seus respectivos grupos-controle
(ndo realizaram exercicios) realizaram-se testes de comparacao para dados independentes.
Para tanto, utilizaram-se os testes t de Student e U de Mann Whitney, quando necessario.
Para medidas repetidas utilizou-se o teste t de Student pareado. Valores de p (probabilidade
de significancia) menores que 0,05 (p<0,05), 0,01 (p<0,01) e 0,001 (p<0,001) foram

considerados indicativos de significancia.
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4 RESULTADOS

Os resultados serdao apresentados em trés etapas. Na primeira, serdo apresentados os
dados dos cinco experimentos realizados para cumprir os objetivos da padronizagdo de um
modelo de artrite induzida por CFA, sem a qual ndo seria possivel a continuidade das
etapas subseqiientes. Na segunda e terceira etapas do estudo, onde foram realizados os
protocolos de exercicios de 1 minuto e progressivo respectivamente, serdo apresentados os
dados com relagdo a incapacitagdo articular, ao edema articular e a migracao de leucdcitos
para o fluido sinovial. Ainda na etapa 3, para complementacdo do nosso estudo, sera
realizado um experimento para avaliar a influéncia do corticdide endogeno na

incapacitagdo e edema articular durante o exercicio progressivo.

4.1 PRIMEIRA ETAPA: PADRONIZACAO DO MODELO DE ARTRITE POR
CFA

Os experimentos realizados para a padronizagdo do modelo de inducdo de artrite
por CFA foram:

(a) Experimento 1 (EXP 1): Seis ratos machos receberam duas injegdes de CFA
contendo Mycobacterium tuberculosis (1 mg/mL; 50 uL) na articulagdo tibio-femural com
um intervalo de 8 dias entre cada injecdo. O TEP e DA foram avaliados diariamente
durante 29 dias (GRAFICOS 1 e 2, respectivamente).

A administracao intra-articular de CFA promoveu aumento significativo do TEP e
DA. A elevagao maxima do TEP ocorreu no segundo dia (27,40 + 4,23 s) e do DA em
torno da sexta hora do mesmo dia (0,44 + 0,03 cm) apos a primeira injecdo de CFA. Apods
este periodo observou-se queda progressiva da incapacitagdo retornando proxima aos niveis
basais por volta do sexto dia para o TEP (8,83 + 0,33 s). O edema articular diminuiu em
torno do sétimo dia para o DA (0,25 £ 0,03 cm), mas ndo havia ainda retornado aos niveis
basais, porém demonstrando uma tendéncia a diminuir. Por este motivo optou-se por
realizar duas injecdes de CFA com um intervalo de oito dias. O objetivo seria obter TEP e

DA elevados e que perdurassem por um periodo mais longo, superior a 10 dias.
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GRAFICO 1 - (EXP 1) Efeito de duas administragdes intra-articulares (0 e 8° dia) na TF, com 50 pL (1
mg/mL) de CFA contendo Mycobacterium tuberculosis, na incapacitagdo articular de ratos machos (n=6).

Dados expressos como média = E.P.M (erro padrao da média).
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GRAFICO 2 - (EXP 1) Efeito de duas administragdes intra-articulares (0 e 8° dia) na TF, com 50 pL (1
mg/mL) de CFA contendo Mycobacterium tuberculosis, no didmetro articular de ratos machos (n=6). Dados

expressos como média = E.P.M (erro padrao da média).
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O segundo estimulo com CFA promoveu aumento significativo do TEP méaximo
na sexta hora apos o segundo estimulo (43,30 + 6,58 s) e do DA méaximo 24 horas apos o
segundo estimulo (0,45 + 0,03 cm). A elevagdo do TEP perdurou até o 15° dia (9,26 + 0,88
s), ndo atingindo, assim, o objetivo de duragdo por dez dias. O DA perdurou até o 29° dia

(0,10 £ 0,02 cm) apos a reestimulacao.

(b) Experimento 2 (EXP 2): Seis ratos machos receberam uma injegdo de CFA
contendo Mycobacterium tuberculosis (1 mg/mL; 50 pL) na base da cauda e outra na
articulagdo tibio-femural com um intervalo de 21 dias entre cada injecdo. O TEP e DA
foram avaliados diariamente durante 42 dias ap6s a primeira estimulagio (GRAFICOS 3 ¢
4).

A segunda estimulacdo com CFA promoveu aumento progressivo do TEP e DA. A
elevacdo do TEP ocorreu em torno de 24 horas (42,70 = 3,98 s) e do DA em torno de 48
horas (0,58 + 0,03 cm) apods a aplicacao do segundo estimulo de CFA. Apds este periodo
observou-se queda progressiva da incapacitacdo e do edema articulares retornando
préoximos aos niveis basais em torno do 33° dia para o TEP (10,98 + 0,58 s) e em torno do
42° dia para o DA (0,13 £ 0,01 cm).

O diferencial entre este experimento e o EXP 1 foi que, neste, tanto o aumento do
TEP quanto do DA perdurou por mais tempo apos o segundo estimulo com CFA além de
apresentar picos com valores maiores que o observado no EXP 1, cumprindo os objetivos
estabelecidos quanto a duracdo do TEP e DA por mais de dez dias. Também ¢ importante
salientar que a inje¢do intradérmica de CFA na base da cauda, por si s6 ndo promoveu
alteragdo significativa do TEP e DA durante os 21 dias que antecederam o segundo
estimulo.

Desta forma, este experimento definiu que o primeiro estimulo com CFA seria
realizado na base da cauda e o segundo na articulagdo e, o intervalo entre cada estimulo

seria de 21 dias.
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GRAFICO 3 - (EXP 2) Efeito da administragio de 50 pL (1 mg/mL) de CFA contendo Mycobabterium
tuberculosis, o 1° estimulo na base da cauda e o 2° estimulo na articulagdo TF, na incapacitagdo articular de

ratos machos (n=6). Dados expressos como média + E.P.M (erro padrdo da média).
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GRAFICO 4 - (EXP 2) Efeito da administragio de 50 pL (1 mg/mL) de CFA contendo Mycobabterium
tuberculosis, o 1° estimulo na base da cauda e o 2° estimulo na articulagdo TF, no didmetro articular de ratos

machos (n=6). Dados expressos como média + E.P.M (erro padrao da média).
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(c) Experimento 3 (EXP 3): Seis ratos machos receberam uma inje¢do de CFA
contendo Mycobacterium tuberculosis (I mg/mL; 50 uL) na base da cauda. Apos 21 dias os
animais receberam um segundo estimulo de CFA contendo Mycobacterium tuberculosis
(50 pL) na articulagao tibio-tarsica. O TEP e edema foram avaliados diariamente durante
21 dias apos a segunda estimulagdo (GRAFICOS 7 e 8).

A segunda estimulacdo por CFA na articulagdo tibio-tarsica promoveu aumento
progressivo do TEP e do edema. A elevagdo do TEP iniciou-se em torno da quarta hora
(33,60 £ 6,84 s) e do edema em torno da primeira hora (0,18 £ 0,06 mL). Este aumento foi
progressivo e atingiu valores maximos em torno do segundo dia apds o segundo estimulo
(TEP: 35,58 + 8,23 s; Edema: 1,09 £+ 0,13 mL). Observou-se queda progressiva do TEP e
edema a partir do dia quarto dia (TEP: 23,18 + 6,98 s; Edema: 0,89 = 0,18 mL). Ao fim
deste experimento o TEP e o edema retornaram proéximos aos niveis basais (19° dia apos o
reestimulo (TEP: 17,4 + 1,22 s; Edema: 1,09 +£ 0,13 mL).

Por observagao visual notou-se edema com aspecto necrotico nos animais e, por este
motivo, trés dentre os seis animais do grupo foram eutanasiados antes da conclusdo do
experimento. Sendo assim, pelo fato de o Mycobacterium tuberculosis aplicado na
articulacdo tibio-tarsica nao induzir aumento persistente do TEP e edema decidiu-se
abandonar a utilizagdo desta espécie de micobactéria. Portanto, a proxima etapa de

padronizac¢do do modelo foi realizada utilizando o Mycobacterium butyricum.
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GRAFICO 5 - (EXP 3) Efeito da administragio de 50 pL (1 mg/mL) de CFA contendo Mycobacterium
tuberculosis, na base da cauda (1° estimulo) e na articulagdo TF (2° estimulo), no edema articular de machos

(n=6). Dados analisados a partir da reinjecdo e expressos como média + E.P.M (erro padrdo da média).
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GRAFICO 6 - (EXP 3) Efeito da administragdo de 50 pL (1 mg/mL) de CFA contendo Mycobacterium
tuberculosis, na base da cauda (1° estimulo) e na articulagdo TF (2° estimulo), na incapacita¢do articular de
machos (n=6). Dados analisados a partir da 2° injecdo e expressos como média = E.P.M (erro padrio da

média).
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(d) Experimento 4 (EXP 4): Doze ratos fémeas receberam uma injegdo de CFA
contendo Mycobacterium butyricum (0,5 mg/mL; 50 uL) na base da cauda. Apds 21 dias as
ratas foram subdivididas em dois grupos de seis animais cada. Um grupo recebeu um
segundo estimulo de CFA contendo Mycobacterium butyricum (50 pL), grupo CFA / CFA,
e o outro grupo recebeu solugdo fisioldgica (0,9 %; 50 uL), grupo controle, ambos na
articulagdo tibio-tarsica (GRAFICOS 5 ¢ 6).

A segunda estimulacdo com CFA na articulagdo tibio-tarsica promoveu aumento
progressivo do TEP e do edema em relagdo ao grupo controle. A elevagdo do TEP iniciou-
se em torno da sexta hora (TEP do grupo controle: 13,41 + 1,46 s; TEP do grupo CFA /
CFA: 36,76 + 5,54 s) e do edema em torno da primeira hora (Edema do grupo controle:
0,05 = 0,03 mL; Edema do grupo CFA / CFA: 0,20 = 0,04 mL). Este aumento foi
progressivo e atingiu valores maximos em torno de 48 horas (TEP do grupo controle: 12,23
+ 1,11 s; TEP do grupo CFA / CFA: 54,80 + 1,40 s) assim como o edema (Edema do grupo
controle: -0,06 = 0,01 mL; Edema do grupo CFA / CFA: 1,02 + 0,05 mL) apds a segunda
injecdo de CFA. Apos o 24° dia o TEP comegou a reduzir chegando aos niveis basais no
fim dos 42 dias de avaliagdo.

Por outro lado, o edema apresentou um platé de elevacao entre o primeiro (Edema
do grupo controle: -0,005 * 0,010 mL; Edema do grupo CFA / CFA: 0,91 = 0,05 mL) e o
quarto dia (Edema do grupo controle: -0,15 + 0,01 mL; Edema do grupo CFA / CFA: 0,98
*+ 0,07 mL) apos o segundo estimulo, seguido de uma queda e formagdo de um segundo
platd que durou do 11° (Edema do grupo controle: 0,081 + 0,020 mL; Edema do grupo
CFA / CFA: 0,75 £ 0,07 mL) ao 18 ° dia (Edema do grupo controle: 0,080 + 0,008 mL;
Edema do grupo CFA / CFA: 0,71 £ 0,04 mL). Observou-se uma maior variagdo do edema
no primeiro platd em relagcdo ao segundo. No entanto, mesmo sendo menor a variacdo do
edema no segundo platd, esta foi duradoura e diferente em relagdo ao grupo controle, ndo
retornando aos niveis basais até o fim do experimento.

Estes resultados demonstram que parte dos objetivos deste estudo foi alcangada, ou
seja, obteve-se um protocolo experimental em que o CFA induziu aumento persistente de
pelo menos um dos parametros avaliados, o edema articular. Porém, testou-se uma espécie
diferente de micobactéria. O segundo estimulo com CFA foi numa articulagao distinta dos

Experimentos 1 e 2 e o sexo dos animais também diferiu neste experimento.
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GRAFICO 7 - (EXP 4): Efeito da administragdo de 50 pL (0,5 mg/mL) de CFA contendo Mycobabterium
butyricum, na base da cauda (1° estimulo) e na articulagdo TT (2° estimulo), no edema articular de fémeas
(n=6; O). O grupo controle recebeu CFA na base da cauda (1° estimulo) e solucgdo fisiologica (0,9%) na

articulagdo TT (2° estimulo) (n=6; M). Dados expressos como média + E.P.M (erro padrdo da média).
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GRAFICO 8 - (EXP 4): Efeito da administragdo de 50 pL (0,5 mg/mL) de CFA contendo Mycobabterium
butyricum, na base da cauda (1° estimulo) e na articulagdo TT (2° estimulo), na incapacitagdo articular de
fémeas (n=6; O). O grupo controle recebeu CFA na base da cauda (1° estimulo) e solugéo fisiologica (0,9%)

na articulagdo TT (2° estimulo) (n=6; B). Dados expressos como média £ E.P.M (erro padrao da média).
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Estes resultados sugerem que o Mycobacterium butyricum apresenta potencial em
induzir nocicep¢do ¢ edema maior ¢ mais persistente que o Mycobacterium tuberculosis
mesmo levando em consideracdo que os experimentos em que se testou o Mycobacterium
tuberculosis foram realizados em uma articulagao distinta. Por observagdo visual notou-se
que houve um dano na estrutura articular no final do experimento com a Mycobacterium
butyricum, porém nao tio severa quanto o dano ocasionado pelo Mycobacterium
tuberculosis. Além disso, sugere-se que fémeas podem ser utilizadas neste estudo em

substituicao aos machos, devido a maior disponibilidade destas no biotério central.

(e) Experimento 5 (EXP 5): Doze ratos fémeas receberam uma injegdo de CFA
contendo Mycobacterium butyricum (0,5 mg/mL; 50 puL) na base da cauda. Apds 21 dias as
ratas foram subdivididas em dois grupos de seis animais cada. Um grupo recebeu um
segundo estimulo de CFA contendo Mycobacterium butyricum (50 pL), grupo CFA / CFA
e o outro apenas solucao salina (0,9 %; 50 pL), grupo CFA / salina, ambos na articulagao
tibio-femural. Utilizou-se um terceiro grupo de animais que recebeu ao invés de dois
estimulos de CFA, dois estimulos de solugdo fisiologica (0,9 %), grupo salina / salina,
sendo o primeiro na base da cauda e o segundo na articulagdo tibio-femural. O TEP e
edema foram avaliados diariamente durante 23 dias ap6s a segunda estimulacdo
(GRAFICOS 9 e 10).

A segunda injecdo de CFA na articulagdo tibio-femural promoveu aumento
progressivo do TEP e do edema em relagdo ao grupo CFA / salina. Os resultados do grupo
CFA / salina também foram maiores para o TEP e DA em relagdo ao grupo salina / salina.
A elevagao do TEP iniciou-se em torno da quinta hora (TEP do grupo salina / salina: 11,93
+ 1,01; TEP do grupo CFA/ CFA: 24,15 £ 2,78 s; TEP do grupo CFA/ salina: 11,75 + 1,70
s) e, do edema em torno da sexta hora (edema do grupo salina / salina: 0,05 + 0,01 cm;
edema do grupo CFA / CFA: 0,24 + 0,01 cm; edema do grupo CFA / salina: 0,08 + 0,01
cm) apos a segunda inje¢do de CFA. Este aumento foi progressivo e atingiu valores
maximos em torno de 48 horas (TEP do grupo salina / salina: 12,10 + 1,71 s; TEP do grupo
CFA/ CFA: 51,30 + 6,22 s; TEP do grupo CFA/ salina: 11,75 £+ 2,07 s; edema do grupo
salina / salina: 0,07 + 0,01 cm; edema do grupo CFA / CFA: 0,53 + 0,04 cm; edema do
grupo CFA / salina: 0,09 + 0,02 cm). Observou-se queda progressiva do TEP a partir do
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quarto dia até o final do experimento. O edema obteve uma queda no terceiro dia, porém no
dia subseqiiente aumentou, chegando a um segundo pico no décimo dia (edema do grupo
salina / salina: 0,09 + 0,01 cm; edema do grupo CFA / CFA: 0,43 + 0,06 cm; edema do
grupo CFA / salina: 0,09 + 0,01 cm), o qual decresceu até o final do experimento, 23 dias
apos a reestimulag@o, porém nao retornando aos niveis basais.

O grupo que recebeu CFA como primeiro estimulo e solugdo fisiologica como
segundo estimulo, grupo CFA / salina, ndo apresentou alteracdes do TEP e do edema
demonstrando, assim, o potencial de uma segunda estimulacdo com CFA contendo

Mycobacterium butyricum em alterar de maneira duradoura tais parametros.
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GRAFICO 9 - EXP 5: Efeito da administragio de 50 pL (0,5 mg/mL) de CFA contendo Mycobabterium
butyricum, na base da cauda (1° estimulo) e na articulagdo TF (2° estimulo), na incapacitagdo articular de
fémeas, grupo CFA / CFA (n=6; O). Um grupo controle recebeu CFA na base da cauda (1° estimulo) e
solugdo fisiologica (0,9%) na articulagdo TF (2° estimulo), grupo CFA / salina (n=6; M). Outro controle
recebeu os dois estimulos com solugdo fisioldgica (0,9), grupo salina / salina (n=6; V). Dados expressos como

média + E.P.M (erro padrdo da média).
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GRAFICO 10 - EXP 5: Efeito da administragdo de 50 pL (0,5 mg/mL) de CFA contendo Mycobabterium
butyricum, na base da cauda (1° estimulo) e na articulagdo TF (2° estimulo), no didmetro articular de fémeas,
grupo CFA / CFA (n=6; O). Um grupo controle recebeu CFA na base da cauda (1° estimulo) e solugéo
fisiologica (0,9%) na articulagdo TF (2° estimulo), grupo CFA / salina (n=6; B). Outro controle recebeu os
dois estimulos com solugdo fisiologica (0,9), grupo salina / salina (n=6; V). Dados expressos como média +

E.P.M (erro padrido da média).

4.2 ETAPA 2: PROTOCOLO DE 1 MINUTO DE EXERCICIO DIARIO

Ap6s a padronizagdo do modelo de artrite por CFA e o conhecimento das curvas de
incapacitacdo e edema articulares dos animais com artrite induzida, passou-se a registrar os
dados de IA, DA e EA apenas imediatamente antes do segundo estimulo com CFA (medida
basal) e diariamente durante 10 dias. Os dados de DA e EA foram expressos como a
diferenca entre a medida basal e as medidas tomadas a cada dia durante os 10 dias de
avaliacdo. Os dados de A foram expressos tal qual foram mensurados, de modo que o “dia
zero” corresponde a medida basal e os dias subseqiientes correspondem aos dez dias de
tratamento por exercicios. A coleta do leucograma do fluido sinovial foi realizada apenas
no 10° dia e os dados foram expressos em mononucleares/mm’, polimorfonucleares/mm’ e
leucocitos/mm’.

De acordo com os resultados, o exercicio de 1 minuto didrio promoveu uma
diminui¢ao do TEP, mas nao significativa para p < 0,05, observada a partir do quinto dia de

avaliacdo para a articulagdo tibio-femural (TEP 5° dia grupo EO: 34,70 + 5,41 s; TEP 5° dia
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grupo El: 26,20 + 6,63 s; TEP 10° dia grupo EO0: 20,70 £ 5,76; TEP 10° dia grupo El:
16,89 + 3,68) e tibio-tarsica (TEP 5° dia, grupo EO: 35,40 £ 4,01 s; TEP 5° dia grupo El:
28,60 £+ 4,80 s; TEP 10° dia grupo EO: 28,90 + 6,56 s; TEP 10° dia grupo E1: 17,80 + 2,56
s) (GRAFICOS 11 e 12). E interessante ressaltar que o El realizado desde o 1° dia de
artrite ndo aumentou o TEP, o qual tendeu a reduzir durante os dez dias. O exercicio de 1
minuto também promoveu uma redugdo significativa do DA na articulagdo tibio-femural (p
<0,001) e do EA na articulagdo tibio-tarsica (p < 0,001) (GRAFICOS 13 ¢ 14).

O exercicio ndo produziu alteragdes estatisticamente significativas na migragao de
leucocitos na articulacdo TF (MON grupo EO0: 2608,4 + 1074,3 e MON grupo E1: 4053,0 +
35,13 mononucleares/mm3; PMN grupo EO: 4481,0 = 1109,0 e PMN grupo E1: 3156,6 +
1351,7 polimorfonucleares/mm®; CT grupo E0: 7090,0 + 1103,1 e CT grupo El: 7210,0 +
2023.2 leucécitos/mm’), porém demonstrou tendéncia em células MON para p<0,06.
Entretanto, na articulacdo TT observou-se que houve diferenca entre os grupos E1 e EO na
migracao de leucécitos (p <0.05; MON grupo EO: 10446,1 + 2439,7 e MON grupo El:
5386,5 + 458,8 mononucleares/mm3; p <0.01, PMN EO: 15170,3 = 2284,3 ¢ PMN grupo
El: 6462,8 + 1694,4 polimorfonucleares/mm3; p <0,01, CT grupo EO: 25616,6 + 4009,5 e
CT grupo E1: 11850.0 + 1875.8 leucécitos/mm’) (GRAFICOS 15 e 16).
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GRAFICO 11 - Efeito do exercicio de 1 minuto na incapacitagdo articular da articulagio tibio-femural de
ratos fémeas (CFA TF El, n=6) com artrite induzida por CFA (0,5 mg/mL, Mycobabterium butyricum, 50
puL). O grupo controle (CFA TF EO; n=6) nao realizou o exercicio. Ambos os grupos receberam CFA (n=12).
Utilizou-se teste t de Student para p<0,05.
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GRAFICO 12 - Efeito do exercicio de 1 minuto na incapacitagio articular da articulagio tibio-tarsica de ratos
fémeas (CFA TT El, n=6) com artrite induzida por CFA (0,5 mg/mL, Mycobabterium butyricum, 50 uL). O
grupo controle (CFA TT EO; n=6) ndo realizou o exercicio. Ambos os grupos receberam CFA (n=12).

Utilizou-se teste t de Student para p<0,05.
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GRAFICO 13 - Efeito do exercicio de 1 minuto no didmetro articular da articulagio tibio-femural de ratos
fémeas (CFA TF El, n=6) com artrite induzida por CFA (0,5 mg/mL, Mycobabterium butyricum, 50 uL). O
grupo controle (CFA TF EO; n=6) ndo realizou o exercicio. Ambos os grupos receberam CFA (n=12).

Utilizou-se teste t de Student, p<0,001 (***).
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GRAFICO 14 - Efeito do exercicio de 1 minuto no edema de pata da articulagio tibio-tarsica de ratos fémeas
(CFA TT El, n=6) com artrite induzida por CFA (0,5 mg/mL, Mycobabterium butyricum, 50 uL). O grupo
controle (CFA TT EO; n=6) nao realizou o exercicio. Ambos os grupos receberam CFA (n=12). Utilizou-se

teste t de Student, p<0,001 (***).
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GRAFICO 15 - Efeito do exercicio de 1 minuto didrio na migragdo celular na articulagdo tibio-femural de

Células

ratos fémeas (CFA TF El, n=6) com artrite induzida por CFA (0,5 mg/mL, Mycobabterium butyricum, 50
puL). O grupo controle (CFA TF EO; n=6) nao realizou o exercicio. Ambos os grupos receberam CFA (n=12).
Utilizou-se teste t de Student para p<0,05.
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GRAFICO 16 - Efeito do exercicio de 1 minuto diario na migragio celular da articulagio tibio-tarsica de
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ratos fémeas (CFA TT El, n=6) com artrite induzida por CFA (0,5 mg/mL, Mycobabterium butyricum, 50
pL). O grupo controle (CFA TT EO; n=6) ndo realizou o exercicio. Ambos os grupos receberam CFA (n=12).
Utilizou-se teste t de Student, p<0,05(*) e p<0,01 (**).

4.3 ETAPA 3: PROTOCOLO DE EXERCICIO PROGRESSIVO

Ap6s a finalizacao da segunda etapa, iniciaram-se os experimentos da terceira etapa
que consistiu na realizagdo do exercicio progressivo. Os dados foram expressos de forma
semelhante aos dados da segunda etapa, com relagdo a IA, DA, EA e migracdo de
leucocitos.

Os resultados obtidos revelaram que o exercicio progressivo promoveu uma reducao
do TEP, significativa para p < 0,01, no décimo dia de avaliagdo para a articulagdo tibio-
femural (TEP 10° dia grupo E00: 20,32 + 2,16; TEP 10° dia grupo EP: 11,91 + 1,06). Na
articulacdo tibio-tarsica observou-se diminuicao significativa do TEP para p < 0,01 a partir
do quinto dia de avaliagao (TEP 5° dia, grupo E00: 46,00 + 3.00 s; TEP 5° dia grupo EP:
34.17 £ 3.67 s; TEP 10° dia grupo E00: 31.04 +3.31 s; TEP 10° dia grupo EP: 19,00 + 3.72
s) (GRAFICOS 17 e 18).



82

De acordo com os resultados, o exercicio progressivo também promoveu uma
reducdo significativa do DA na articulagdo tibio-femural (p <0,001) e do EA na articulacao
tibio-tarsica (p < 0,001) (GRAFICOS 19 e 20).

O exercicio progressivo reduziu significativamente a migragdo de leucdcitos na
articulacdo TF (p<0,05, MON grupo E00: 5990,2 + 1539,7 ¢ MON grupo EP: 2700,0 +
2492 rnononucleares/mm3; p<0,01, PMN grupo E00: 14239,8 + 2696,3 ¢ PMN grupo EP:
6391,6 + 553,7 polimorfonucleares/mrn3; p<0,01, CT grupo E00: 20230,0 + 3774,4 ¢ CT
grupo EP: 9091,6 + 696,3 leucécitos/mm’).Todavia, com relagio a articulagio TT o
exercicio progressivo nao promoveu reducdo significativa para a migragao de leucdécitos,
demonstrando apenas uma tendéncia a reducao de células mononucleares (MON grupo
E00: 8842,2 + 1686,5 ¢ MON grupo EP: 5956,1 + 765,7 mononucleares/mm3; PMN grupo
E00: 12343,2 + 2162,8 ¢ PMN grupo EP: 12493,2 + 2440,1 polimorfonucleares/mm3; CT
grupo E00: 21185,7 + 1712,4 e CT grupo EP: 18450,0 + 25424 leucocitos/mm’)
(GRAFICOS 21 e 22).
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GRAFICO 17 - Efeito do exercicio progressivo na incapacitagio articular da articulagio tibio-femural de
ratos fémeas (CFA TF EP, n=6) com artrite induzida por CFA (0,5 mg/mL, Mycobabterium butyricum, 50
puL). O grupo controle (CFA TF E00; n=6) nao realizou o exercicio. Ambos os grupos receberam CFA

(n=12). Utilizou-se teste t de Student, p<0,01 (**).
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GRAFICO 18 - Efeito do exercicio progressivo na incapacitagio articular da articulagio tibio-tarsica de ratos
fémeas (CFA TT EP, n=7) com artrite induzida por CFA (0,5 mg/mL, Mycobabterium butyricum, 50 uL). O

grupo controle (CFA TT EO00; n=7) ndo realizou o exercicio. Ambos os grupos receberam CFA (n=14).

Utilizou-se teste t de Student, p<0,01 (**).
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GRAFICO 19 - Efeito do exercicio progressivo no didmetro articular da articulagdo tibio-femural de ratos
fémeas (CFA TF EP, n=6) com artrite induzida por CFA (0,5 mg/mL, Mycobabterium butyricum, 50 uL). O
grupo controle (CFA TF E00; n=6) ndo realizou o exercicio. Ambos os grupos receberam CFA (n=12).

Utilizou-se teste t de Student, p<0,001 (***).
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GRAFICO 20 - Efeito do exercicio progressivo no edema de pata da articulagio tibio-tarsica de ratos fémeas
(CFA TT EP, n=7) com artrite induzida por CFA (0,5 mg/mL, Mycobabterium butyricum, 50 puL). O grupo
controle (CFA TT E00; n=7) ndo realizou o exercicio. Ambos os grupos receberam CFA (n=14). Utilizou-se

teste t de Student, p<0,001 (***).
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GRAFICO 21 - Efeito do exercicio progressivo na migragio celular da articulagdo tibio-femural de ratos
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fémeas (CFA TF El, n=6) com artrite induzida por CFA (0,5 mg/mL, Mycobabterium butyricum, 50 uL). O
grupo controle (CFA TF EO; n=6) ndo realizou o exercicio. Ambos os grupos receberam CFA (n=12).

Utilizou-se teste t de Student, p<0,05(*) e p<0,01 (**).
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GRAFICO 22 - Efeito do exercicio progressivo na migracdo celular da articulagdo tibio-tarsica de ratos
fémeas (CFA TT El, n=7) com artrite induzida por CFA (0,5 mg/mL, Mycobabterium butyricum, 50 uL). O
grupo controle (CFA TT EO; n=7) ndo realizou o exercicio. Ambos os grupos receberam CFA (n=14).

Utilizou-se teste t de Student, p<0,05.

Realizou-se um experimento complementar, para avaliar a possivel influéncia de
corticoides enddgenos decorrente de estresse, nos resultados do estudo. Para isso, induziu-
se monoartrite na articulacao tibio-tarsica de 12 animais que foram submetidos ao exercicio
progressivo. Os resultados obtidos demonstraram que nao houve diferengas entre o grupo
que recebeu aminoglutetimida (n=06) e o grupo que recebeu dgua (controle; n=06) em
relagdo ao TEP, edema e migracio de leucdcitos, para p < 0,05 (GRAFICOS 23, 24 ¢ 25).
Observou-se através do grafico 25, onde o grupo controle realiza o exercicio progressivo e
recebe apenas agua, que os resultados de células apresentou quantidades diferentes para o

mesmo tamanho da amostra do grupo experimental EP do grafico 22.
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GRAFICO 23 - Efeito da administragdo de aminoglutetimida (50mg/kg; grupo amino, n=6) na incapacitago

articular durante o exercicio progressivo realizado em ratos fémeas com artrite induzida por CFA (0,5

mg/mL) na articulagdo tibio-tarsica. O grupo controle (grupo agua; n=6) recebeu agua. Utilizou-se teste t de

Student, p<0,05.
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GRAFICO 24 - Efeito da administracdo de aminoglutetimida (50mg/kg; grupo amino, n=6) no edema
articular, durante o exercicio progressivo realizado em ratos fémeas com artrite induzida por CFA (0,5
mg/mL) na articulagdo tibio-tarsica. O grupo controle (grupo agua; n=6) recebeu agua. Utilizou-se teste t de

Student, p<0,05.
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GRAFICO 25 - Efeito da administragio de aminoglutetimida (50mg/kg; grupo amino, n=6) na migrago de

leucocitos durante o exercicio progressivo realizado em ratos fémeas com artrite induzida por CFA (0,5
mg/mL ) na articulagdo tibio-tarsica. O grupo controle (grupo agua; n=6) recebeu agua. Utilizou-se teste t de

Student, p<0,05.
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5. DISCUSSAO

Os cinco experimentos realizados permitiram estabelecer a padronizacdo do modelo
de indugdo de artrite por CFA, que forneceram informagdes indispensaveis para o
conhecimento das curvas de incapacitacdo e edema necessarias para a continuagdo do
estudo. A escolha do tipo de CFA contendo a Mycobabterium butyricum foi realizada apos
a constatacdo da severidade e perda de ratos por aspecto necrdtico da pata, relatados no
terceiro experimento, no qual se utilizou CFA com a Mycobacterium tuberculosis. Desse
modo, optou-se por utilizar a Mycobabterium butyricum, pelo fato desta espécie induzir
uma artrite menos severa. Como este estudo teve como objetivo a indugdo de artrite
duradoura, optou-se por fazer a inoculacdo do CFA primeiramente por via sistémica
(injecdo intradérmica na base da cauda) e, posteriormente uma reinjecao local (intra-
articular, TT ou TF) com intervalo de 21 dias entre as duas inje¢cdes de CFA. Observou-se o
desenvolvimento de artrite severa e prolongada em ambas as articulagdes, TT e TF. Sendo
assim, resolveu-se utilizar dois modelos experimentais. Observou-se também que nao
houve diferengas significativas nas respostas a indugdo da artrite relacionadas ao sexo dos
animais. Deste modo, optou-se por fémeas devido a maior disponibilidade destas no
Biotério Central da UFSC.

O modelo de artrite induzida por CFA em fémeas desenvolvido neste estudo
resultou em desenvolvimento de monoartrite restrita a articulacdo de inoculagdo e
caracterizada por inflamagao, presenca de edema articular e intensa migragao celular para a
cavidade articular. Este modelo desenvolvido para este estudo, servird para outras pesquisas
que estao sendo realizadas no LANEN- UFSC.

Observou-se de acordo com os resultados apresentados que o exercicio de 1 minuto
e progressivo, durante 10 dias tiveram efeito nas varidveis do estudo. Os resultados
apresentados com relagdo a incapacitacao articular demonstram que o exercicio progressivo
diminuiu a nocicep¢do dos animais, tanto para a articulacdo tibio-tarsica quanto tibio-
femural. O exercicio didrio de 1 minuto demonstrou uma tendéncia em diminuir a
incapacitacado articular, para a articulagdo tibio-tarsica, porém nao foi significativa.

Estes resultados concordam com pesquisas desenvolvidas por Abell et.al., (2006);

Benhamou, (2007), Carvalho et.al., (2000); Fransen (2004); Rall ¢ Roubenoff (2000); Shih
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etal., (2006); Van den Ende et.al.(1998) ¢ com o OTTAWA PANEL (2004) que
demonstraram que a atividade fisica diminui a dor em pacientes com artrite reumatoide.
Pesquisas como a de Astrand (1987) tém sugerido que a atividade fisica ¢ uma modalidade
de tratamento para o alivio da dor em pacientes com artrite reumatéide, trazendo beneficios
na mobilidade de estruturas periarticulares, incluindo capsula articular, tenddoes e musculos.

Ekdhal et.al. (1990) sugeriram que este efeito hipoalgésico é decorrente da liberagio
de B-endorfinas promovida pelo exercicio. Porém, em nosso experimento nao verificamos
esta possibilidade de liberagdo de endorfinas. Constatamos, todavia, que ndo houve
influéncia do corticoide endogeno, proveniente de stress, na diminui¢do do TEP durante a
realizagdo do exercicio. A administracdo de aminoglutetimida, agente inibidor da sintese do
cortisol (ALHEIRA; BRASIL, 2005), suprime a producao de corticdéide endogeno. O nosso
estudo demonstrou que ndo houve diferengas na incapacitagdo articular entre o grupo que
recebeu aminoglutetimida e o grupo que recebeu agua.

Pesquisas de Raja et.al. (1999) afirmam que a mobilizagdo dentro do limite de
amplitude de movimento numa articulagdo inflamada pode gerar sensibilizagdo de
nociceptores aferentes primarios, € apenas um movimento leve da articulacdo pode gerar
dor. Schaible e Grubb (1993) concordam com este achado experimental admitindo que na
doenga associada a dor articular, esta sensacdo ¢ induzida ou agravada durante o
movimento. Considerando que o teste de incapacitagdo articular ¢ um teste que avalia dor
espontanea a mobilizacdo, os resultados obtidos neste estudo contrariam estas pesquisas,
demonstrando que a nocicep¢do é reduzida em animais que realizam o movimento em
relagcdo ao controle. Nos dois protocolos de exercicio, ndo houve aumento de dor decorrente
da movimentagdo. Este achado ¢ importante, visto que muitos pacientes se afastam da
atividade fisica pelo medo da sensacdo de dor (SHIH et.al., 2006).

E interessante considerar que os animais utilizados neste experimento possuem uma
postura quadrupede e ndo uma postura bipede, como a humana. O animal quadrapede tem
boa estabilidade, pois ao caminhar, desloca a projecao do seu centro de gravidade em uma
base retangular, formada pelos quatro membros. J4 o centro de gravidade do ser humano
quando caminha, se desloca apenas poucos centimetros, pois os pés se localizam proximos

a linha média do corpo, possuindo menos estabilidade na marcha, e assim, exigindo mais
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dos musculos e das articulagcdes dos membros inferiores (BORGES FILHO; ALMEIDA,
2004).

Considerando também que, neste estudo, foi realizada uma monoartrite, ou seja, a
inducdo de artrite apenas em uma pata, durante a deambulagdo os animais permaneceram
com trés patas “livres de dor” para o apoio (ndo é possivel afirmar que estes animais nao
sentiram dor nas outras patas). Em humanos, isto ndo seria possivel, pelo apoio bipodal e
pela caracteristica simétrica da artrite reumatdide. Estas consideragdes dificultam a
inferéncia destes resultados para humanos, porém, acredita-se que mesmo com estas
diferencas a realizagdo de atividade fisica contribui efetivamente para uma melhoria clinica
da artrite reumatdide, visto o grande numero de publicacdes, com trabalhos em humanos,
que defendem esta pratica.

O exercicio atua em pacientes com artrite diminuindo a dor, regulando a pressao
sanguinea, aumentando a for¢a muscular e dssea, aumentando a massa magra e diminuindo
a massa gorda, melhorando o bem-estar psicologico, reduzindo o risco de depressdo e
melhorando o humor (U.S. DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES,
2002). Em mulheres com artrite a incidéncia de depressao e ansiedade ¢ aumentada
(DICKENS et.al., 2002). Lin et.al. (2003) em suas pesquisas constataram que cuidados
com a depressdo em individuos com artrite tém melhorado a dor também. E interessante
ressaltar, que a pratica de atividade fisica melhora a dor e a depressao de individuos com
artrite, e assim, promove melhoria na qualidade de vida destes pacientes (ABELL et. al.,
2005). O exercicio também produz um estresse 0sseo que estimula a absorcao de calcio,
contrapondo-se aos efeitos danosos decorrentes da imobilizagdo ¢ de medicamentos como
os corticosterdides (CARVALHO et.al., 2000). Outra preocupagdo ¢ a fraqueza muscular
decorrente da perda de massa muscular conhecida como caquexia reumatdide em que a
mais efetiva intervencao terapéutica conhecida até agora ¢ o exercicio fisico, por
normalizar o metabolismo protéico (WALSMITH; ROUBENOFF, 2002). Esses beneficios
ocorrem sem efeitos adversos na fungdo imune ou no estado da doenga (RALL et. al.,
1996).

O exercicio de 1 minuto e o exercicio progressivo demonstraram efeito na redugao
do edema para as duas articulagdes. Isto demonstra que o exercicio possui efeito na redugao

do exudato inflamatorio. O exercicio de 1 minuto didrio por até 10 dias consecutivos
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diminuiu a quantidade de leucdcitos apenas na articulagdo TT. O exercicio progressivo
reduziu a quantidade de leucocitos na articulagdo TF, demonstrando apenas tendéncia
estatistica para a articulacdo TT com relagdo a diminuicdo de células mononucleares. A
comparagdo dos graficos 22 e 25, grupo experimental (grafico 22) e o grupo controle
(grafico 25), demonstram que os resultados de células apresentaram quantidades diferentes
para o mesmo tamanho da amostra, justificando uma grande variabilidade para a migragao
celular.Acredita-se que o efeito do exercicio progressivo na migracao celular da articulagdo
tibio-tarsica tenha sido prejudicado pelo tamanho pequeno da amostra e pelo fato de que,
durante o experimento, ocorreu um edema mais severo e por isso houve exclusdo de
animais.

Apesar do programa de reabilitagdo conter exercicios terapéuticos no tratamento dos
sintomas da artrite reumatoide (KAVUNCU; EVCIK, 2004), até onde se sabe, ndo existem
pesquisas sobre a diminui¢do do edema e da migracao de leucécitos pelo exercicio fisico.
Alguns autores como Marques ¢ Kondor (1998) afirmam que o aumento do edema em
pacientes com osteoartrite ¢ indicativo de excesso de exercicio. Segundo Kavuncu e Evcik
(2004) a atividade de caminhada pode aumentar a pressao intra-articular em pacientes com
inflamac¢do e edema do joelho e, que esta atividade deve ser realizada apenas na fase de
remissao da doenca. Buttler et.al. (1991) administraram seis inje¢des de 0,05 mL de CFA
contendo 300 mg de Micobacterium butyricum na articulagao tibio-tarsica e submeteram os
animais ao nado com freqiiéncia de trés vezes por semana, aumentados de 5 a 15 minutos,
durante 4 semanas. Estes autores relataram que com relagdo ao edema e mobilidade nao
houve alteragdes, porém em relagdo ao limiar de dor em resposta ao teste de pressao da pata
houve diminui¢do quando comparado ao grupo controle. Estas pesquisas contradizem o
constatado nos resultados apresentados neste trabalho. Entretanto, o tipo de atividade fisica,
a intensidade do exercicio realizado ou at¢ mesmo a forma de avaliagdo escolhida podem
ter contribuido para tais diferengas. A avaliagdo do limiar de dor utilizado por Buttler e
colaboradores (1991) ndo ¢ um modelo que avalia dor espontanea ao movimento.

O protocolo de atividade fisica utilizado no presente estudo mostrou uma reducao
ndo apenas na dor, mas também no edema e na migragdo celular, demonstrando que a
atividade fisica traz melhorias na evolugdo do quadro da doenga. Esta redu¢cdo do edema

decorrente do exercicio ¢ uma inovagdo para o tratamento de artrite reumatodide, pois nao
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foram encontradas pesquisas em literatura que relatassem este efeito. Porém, neste estudo,
nao foi verificado o mecanismo pelo qual o exercicio diminui o edema.

O tipo de atividade fisica e a intensidade do exercicio podem interferir nos
resultados obtidos em pacientes com artrite reumatoide. De fato, exercicios fisicos muito
vigorosos nao sao recomendados para pacientes com a atividade da doenca ativa
(OTTAWA PANEL, 2004). Rall e Roubenoff (2000) sugerem que durante a fase ativa da
doenga, exercicios sem carregamento de pesos sao adequados e que quando houver controle
da doenca, atividades com carga podem ser prescritas. O Painel Especialista em Artrite e
Atividade fisica, desenvolvido em 2003 por especialistas, recomenda que individuos com
artrite devem realizar, com seguranca, 30 minutos de atividade fisica com intensidade
moderada de no minimo trés vezes na semana (SHIH et.al., 2006; WORK GROUP
RECOMMENDATIONS, 2003).

A deambulacdo, utilizada neste estudo, é classificada como atividade de baixo
impacto e, por isso, deve representar riscos reduzidos ao sistema cardio-circulatorio
(LIMA, 1998). A inclusdo destes pacientes nesta pratica ¢ importante, visto os beneficios
trazidos pelo exercicio. Para esta inclusdo, avaliacdes periddicas de uma equipe
multidisciplinar e o acompanhamento destes pacientes por fisioterapeuta e educadores
fisicos num programa individualizado de exercicios, traria seguranga a estes individuos
(WALSMITH; ROUBENOFF, 2002). Os pacientes devem ser orientados quanto a forma
correta de realizar suas atividades com seguranca (RALL; ROUBENOFF, 2000). De
acordo com nossos resultados, esta atividade pode ser prescrita desde o inicio do

tratamento, comegando com um tempo de atividade curto, aumentando progressivamente.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste estudo, conclui-se que o modelo de indugao
de artrite padronizado obteve os propdsitos do estudo de induzir uma artrite cronica e
duradoura, que permitiu o conhecimento das curvas de incapacitacdo e edema articulares
para que fosse possivel a realizagdo desta pesquisa, considerando que foram realizados
poucos trabalhos sobre atividade fisica em artrite induzida por CFA. A atividade fisica,
principalmente o exercicio progressivo, tem efeito na nocicep¢ao, no edema e na migragao
de leucocitos em animais com artrite induzida por CFA. O exercicio progressivo reduziu a
nocicep¢ao dos animais com artrite nas duas articulagdes avaliadas. O edema foi reduzido
nos dois protocolos de exercicios e nas duas articulagcdes, TF e TT. Este achado pode
contribuir significativamente para estudos posteriores, visto que até onde sabemos, ndo ha
pesquisas que revelem a diminuicdo do edema decorrente do exercicio em pacientes
artriticos. A migragdo celular apresentou efeito antiinflamatorio para alguns grupos (grupo
TT para o exercicio de 1 minuto e grupo TF para o exercicio progressivo), demonstrando
que o exercicio mostrou uma tendéncia em diminuir a quantidade de leucécitos presentes
na articulacdo. A diferenga no nimero de células entre grupos diferentes mostra uma
variabilidade neste parametro, justificando, desse modo, um aumento do tamanho da
amostra em futuros estudos.

A preocupacdo sobre a mobilizagdo melhorar a funcionalidade da articulagdo surgiu
com pesquisas realizadas com animais no Laboratorio de Instrumentagdo (LABIN —
UDESC) onde demonstrou-se que a imobilizacdo (auséncia de movimento) por si SO
prejudica a fungdo articular normal (INDALENCIO, 2007). A experiéncia com animais
favoreceu neste estudo, considerando a dificuldade de realizar os experimentos em
humanos, devido a concepg¢des de que o movimento agrava a dor. Sendo assim, o presente
estudo demonstrou que a realizagdo da deambulagdo desde o inicio da atividade da doenca
pode contribuir consistentemente para melhorar a dor, o edema e também apresentar um
efeito antiinflamatorio. Estes achados podem chamar a ateng¢do de profissionais da saude
quanto a necessidade de pesquisas em humanos com artrite reumatoide, pois se constatados
os resultados apresentados, novos métodos de tratamento serdo alcangados e

conseqiientemente uma maior adesdo em programas de atividade fisica e, com isso, uma
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melhoria na qualidade de vida destes pacientes. A esperanca de que estes resultados seriam
produzidos em humanos aumentam a seguranca do clinico para prescrever os exercicios
para os seus pacientes.

Ha muito trabalho a ser feito, desta forma, sugerem-se estudos em individuos com
artrite reumatdide com diferentes tipos de atividade fisica ou mesmo diferentes tempos de
caminhada ou diferentes intensidades, com avaliagdes constantes de dor ¢ edema,

realizados desde a constatagdo do diagndstico.
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