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Resumo

As articulagoes sinoviais tém como fungio a realizagio de
movimentos e, quando permanecem imobilizadas, sua integridade
fica prejudicada, mesmo em diferentes periodos de imobilizagio. O
objetivo deste estudo foi analisar o comportamento das estruturas
osteocartilaginosas da extremidade distal da tibia apds a imobilizagao
do tornozelo de ratos. Para isso, utilizou-se 15 ratos Wistar, que fo-
ram divididos em 3 grupos, com 5 animais cada, sendo submetidos
a imobilizagio por 14, 21 e 45 dias. Os controles dos experimentos
foram obtidos através dos membros direitos dos respectivos animais.
Estes foram eutanasiados e seus tornozelos foram submetidos &
rotina histoldgica. A seguir procedeu-se a documentagio em foto-
microscopia e as imagens foram analisadas de forma descritiva. Os
resultados revelaram redu¢io da massa éssea subcondral e aumento
dos espacos trabeculares em todos os periodos de imobilizacao. Nos
grupos experimentais de 21 e 45 dias houve diminui¢do da espessura
das cartilagens articular e epifisria. Notou-se ainda no experimento
de 45 dias um decréscimo no nimero de células cartilaginosas,
formagio de grupos iségenos e avango do osso subcondral para a
cartilagem articular. Com base nesses resultados, conclui-se que a
imobilizagdo por diferentes periodos provoca alteragoes estruturais
osteocartilaginosas da extremidade distal da tibia.

Palavras-chave: articulagdo do tornozelo, cartilagem hialina,
imobilizacéo.
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Abstract

'The synovial joints have as function to perform movements and,
when immobilized, their integrity gets impaired, even in different
periods of immobilization. Thus, the main objective of this study
was to analyze the behavior of osteochondral structures of distal
extremity of tibia after immobilization of rats’ ankle. 15 Wistar
rats were used on the study, which were divided into three groups,
each one with five rats, being immobilized for 14, 21 and 45 days.
The controlled experiments were obtained through the right side
limbs of the respective animals, which were euthanized and their
ankles underwent histological routine. Later, the documentation
by photomicrograph was carried out and the images analyzed in a
descriptive approach. Results revealed a reduction in subchondral
bone mass and an increase of trabecular spaces in all periods of
immobilization. On the 21 and 45-day experimental groups there
was a reduction of the joint and epiphyseal cartilage. Moreover, on
the 45-day experimental group, there was a decrease on the number
of cartilage cells, formation of isogenous groups and progress of the
subchondral bone to the articular cartilage. Based on the results, we
conclude that immobilization in different periods, causes alterations
in the osteochondral structures of distal extremity of the tibia.
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Introducédo

Para o tratamento clinico das lesées no desporto, das doen-
cas degenerativas articulares, das fraturas Gsseas, das rupturas
ligamentares ou das desnervagoes tém se buscado, a cada dia,
o aperfeicoamento de técnicas no intuito de proporcionar
maior funcionalidade ao individuo. Contudo, ainda existem
na prética médica situagdes em que se utiliza da imobilizagao
de um segmento corporal, mesmo com o reconhecimento dos
seus efeitos deletérios [1].

As consequéncias geradas no aparelho locomotor pela imo-
bilizagio de um membro ou, mais especificamente, de uma
articulagdo, podem ser evidenciadas como uma diminuigio da
elasticidade muscular, redugio da amplitude de movimento
e também como contraturas musculares e articulares [2-4].

Em geral, as articulagdes, como as sinoviais, sdo compos-
tas por cartilagem articular, membrana sinovial, cavidade
articular, ligamentos e liquido sinovial. Funcionalmente,
sdo caracterizadas por apresentarem movimento e produgio
do liquido sinovial (sindvia), que é indispensdvel para o seu
melhor desempenho. A sinévia é liberada conforme a movi-
mentagio da articulagdo e confere suprimento nutricional a
cartilagem articular [5].

A articula¢do sinovial do tornozelo é frequentemente
citada pela literatura como sendo uma das mais susceptiveis
a lesdes. Apesar de ser considerada mais estdvel do que moé-
vel, ela estd entre 15 a 25% das lesdes musculoesqueléticas,
geralmente apresentando-se como uma entorse de tornozelo,
ou entio, fratura maleolar [6,7].

Hamill e Knutzen [8] caracterizam a referida articulacao
como sendo constituida por ossos longos e curtos, cuja fungio
¢ fornecer suporte de peso e dissipagdo de cargas, respectiva-
mente. Quando um osso longo nao sofre forcas compressivas
ou tensivas, ele pode ser prejudicado no seu papel. Comu-
mente, a op¢do de tratamento para as lesdes das estruturas
do tornozelo é a imobilizagdo [6]. Sendo assim, a tibia que é
um osso longo, possivelmente torna-se mais vulnerdvel aos
efeitos deletérios, quando submetida ao desuso [8].

H4 autores que expéem em seus estudos, de forma mi-
nuciosa, as alteragées ocorridas no masculo esquelético, me-
diante os diferentes periodos de pds-imobilizagio. Porém as
modificagbes articulares também envolvidas na imobilizagao
sdo, muitas vezes, superficialmente descritas [2,9,10].

Quando uma articulacio é imobilizada, a efetividade da
manutencdo de sua cartilagem fica prejudicada, alterando a
sua integridade. Com a redugio da carga e do movimento,
as células de crescimento do osso subcondral sao acionadas,
desencadeando uma invasio vascular para a cartilagem,
acarretando fibrosamento, diminuicdo de proteoglicanos e
da espessura cartilaginosa [11].

Independentemente do tempo de imobilizacio, seja a
curto ou a longo prazo, as alteracdes articulares de um modo
geral sao bem evidenciadas. Brandt [12] relatou em seus
estudos que, em poucas semanas, a espessura da cartilagem

teve uma redugio de 50% em seu contetdo de proteoglicanos,
afetando as propriedades de rigidez e hidratagio da cartila-
gem articular. Por outro lado, Carlo ez al. [13] descrevem,
em seus experimentos com imobiliza¢do de ratos por 45
dias, que foram encontradas alteragoes como espessamento
e fibrosamento da cdpsula articular com proliferagao da
membrana sinovial (apresentando rigidez e diminui¢io da
amplitude de movimento articular), hiperplasia sinovial, o
que possivelmente foi ocasionado pela reducio da produgio
do fluido sinovial, gerando, consequentemente, a degeneragao
da cartilagem articular.

Com a redugio da movimentagio passiva e ativa da
articulagio, durante a imobilizacao, segundo Hagiwara ez
al. [4], pode-se desenvolver uma contratura articular. No
entanto, sua origem ¢ bem discutida, pois alguns pesquisa-
dores acreditam que ela seja causada por fatores artrogénicos
e outros por miogénicos. Neste ultimo, sio abordadas as
lesdes de musculos, tend6es e féscias. J4 no primeiro caso, as
alteracoes da cartilagem pela imobiliza¢io geram a limitagio
da movimentagio passiva e ativa, sendo um fator de maior
aceitagio em funcio da contratura articular.

Alievi ez al.[14] citam em seus experimentos com cies que,
ap6s 15 dias de imobilizagdo, jé existe uma perda estatisti-
camente significativa na flexdo e na extensdo da articulacio
tibio-tarsal e que, mesmo sendo uma imobilizacio tempordria,
ocorrem disfun¢des importantes na homeostase articular.
Além disso, salientam que os animais sentiram dores durante a
mobilizacio passiva da articulagio, possivelmente pelo tempo
de imobilizacdo, que resultou em atrofia muscular, contratura
da musculatura e da cdpsula articular, proliferagao de tecido
conectivo intracapsular ¢ formacao de aderéncias.

Conforme estudos realizados por Ferreira et al. [15],
em casos de luxagao subtalar, existe perda expressiva em
até 50% da mobilidade articular do pé e do tornozelo apds
imobilizacdo de 17 a 48 semanas. Os autores atribuiram
isso ao dano a cartilagem articular no momento da luxa-
¢do, a fibrose cicatricial periarticular e, principalmente, a
imobiliza¢io, que, nos traumas de maior energia, teve seu
periodo prolongado.

Existem pesquisas que analisam os efeitos da imobilizagao
¢ da remobilizagio de um membro para verificar as formas
que menos agridam os tecidos envolvidos durante o periodo
de desuso. Todavia, o programa de reabilitacio funcional do
membro imobilizado deve ser cuidadosamente estudado, sen-
do que uma remobiliza¢io mal estruturada pode desencadear
prejuizos a cartilagem articular, assim como foi descrito por
Portinho ez al. [16]. Entretanto, ainda hd poucos trabalhos
que descrevem detalhadamente os efeitos da imobilizagio
sobre as estruturas articulares, principalmente dos membros
inferiores, que estao mais sujeitos a descarga de peso.

Neste sentido, este estudo teve como objetivo analisar o
comportamento das estruturas osteocartilaginosas da extre-
midade distal da tibia apés a imobilizacdo do tornozelo de
ratos, por diferentes periodos, no intuito de contribuir para
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aadocio de terapéuticas melhor embasadas nas propriedades
biomecanicas do tecido 6sseo.

Material e métodos

O experimento foi realizado utilizando-se de 15 Rartus
navergicus albinus machos, variedade Wiszar (3 a 4 meses,
250-300 g), que ficaram divididos em trés grupos, com cin-
co animais cada (grupos I, I e III), sendo o primeiro grupo
submetido a imobilizag¢do por 14 dias, o segundo por 21
dias e o terceiro por 45 dias. O controle do experimento foi
obtido através do membro contralateral direito do respectivo
animal. O protocolo para esse experimento foi aprovado
pelo Comité de Bioética Animal do Centro Universitdrio de
Maringd (COBAC), sob o nimero 046/2008.

Os animais permaneceram no biotério do CESUMAR,
mantidos em gaiolas de polipropileno com 39 cm de com-
primento, 32 cm de largura e 16 cm de altura, forradas com
cepilho de madeira. Apds o experimento, os ratos ficaram
alojados em duplas nas gaiolas. O ambiente era higienizado de
acordo com os procedimentos do laboratério, com o controle
da temperatura a 25°C e da luminosidade (12 horas claro e 12
horas escuro). A dgua e a ragio estavam livremente acessiveis.

Para a realizagio do experimento, os animais foram anes-
tesiados com Ketamina (50 mg/kg") e Cloridrato de Xilazina
(10 mg/kg?), de forma associada, com o volume de 0,1mL
para cada 100 gramas de peso, por via intraperitoneal. A
imobiliza¢io era feita no membro posterior esquerdo, através
de uma tala de aluminio adaptada ao membro a ser imobili-
zado. A posicio escolhida para a imobilizagao foi a extensio
do joelho e a flexdo dorsal do tornozelo esquerdo em 90° do
respectivo segmento corporal [17,18].

Durante o periodo em que os ratos permaneceram imobi-
lizados, eles foram visitados diariamente, para que ocorresse o
acompanhamento do estado geral do membro com restricao
da mobilidade.

Apbs o periodo experimental, cada animal foi eutanasiado
de acordo com as suas fases de imobiliza¢io, utilizando uma
dosagem letal de Tiopental Sédico 45mg/kg de peso (1g)
diluido em dgua (22 ml), por via intraperitoneal. Em seguida,
ocorreu a desarticulagdo da articulagio coxo-femoral para a
coleta do material, que foi colocado em formol 10% para ser
levado ao tratamento histolégico. As articulagdes do tornozelo
direito (grupo controle) e esquerdo (grupo experimental) de
todos os animais foram coletadas e a preparagio do material
iniciou-se imediatamente apds sua coleta [17,18].

As pecas foram lavadas em solugio salina 0,9% e, em se-
guida, fixadas em solu¢do de formol a 10% durante 48 horas,
até o inicio do tratamento histoldgico de rotina. Apés, ocorreu
a desidratagio em série crescente de alcodis, a diafanizacio
com xileno e a inclusio de parafina. Foram utilizados cortes
de 6pm de espessura, seriados e orientados longitudinalmente
em relagdo ao maior eixo do osso. Os cortes obtidos foram
corados de forma alternada e em sequéncia, pelo método

Hematoxilina Eosina — HE, sendo depois fixados com resina
Permont.

Posteriormente, para o estudo histolégico, o material foi
analisado em microscdpio éptico Olympus BX40 e fotografa-
do em fotomicroscépio BX50, com equipamento fotografico
PM10AK, com o objetivo de observar as alteragdes celulares,
o aspecto trabecular do osso subcondral, as irregularidades da
cartilagem articular e da cartilagem epifisiria da extremidade
distal da tibia.

Em seguida, os achados histolégicos foram submetidos a
uma andlise descritiva.

Resultados

Foi observada, em todos os periodos de imobilizagio, a
redugio da massa 6ssea subcondral, com aumento sensivel dos
espacos trabeculares da extremidade distal da tibia (Figura 1).

Figura 1 - Fotomicrografias de seccoes longitudinais de 6 um das
epifises distais das tibias, com visualizacio dos espacos trabeculares
do osso subcondral (seta). a); c); ¢) Grupo controle dos animais
imobilizados 14, 21 ¢ 45 dias, respectivamente. b); d); ) Grupo
experimental dos animais imobilizados 14, 21 e 45 dias, respecti-
vamente. HE, 124X

Com relagio a cartilagem articular do grupo experimen-
tal, houve nos periodos de 21 e 45 dias de imobilizagio uma
pequena diminui¢io da espessura, se comparado ao grupo
controle. Nos periodos de 14 € 21 dias de imobilizagao nio
foram identificadas alteragdes pertinentes a constitui¢ao da
referida cartilagem. Sobretudo, na imobilizagao de 45 dias,
ocorreu uma diminui¢io no nimero de células cartilaginosas
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na regido préxima ao osso subcondral. No entanto, péde-se
observar um aumento dessas células na regido préxima a
face articular, formando grupos de condrécitos, conhecidos
também como grupos iségenos (Figura 2).

Figura 2 - Fotomicrografias de secces longitudinais de 6 \m das
epifises distais das tibias, com visualizagio do niimero de células
cartilaginosas (Nc), a matriz cartilaginosa (Mc) ¢ os condrécitos
(Cc). a) Grupo controle de 45 dias de imobilizagdo. b) Grupo
experimental de 45 dias de imobilizacio. HE, 620X.

Na cartilagem articular do grupo experimental de 45 dias,
notou-se um avanco da linha de transi¢ao osteocartilaginosa,
com progressio do osso subcondral para algumas regi6es dessa
cartilagem (Figura 3).

Figura 3 - Fotomicrografias de seccoes longitudinais de 6 \m das
epifises distais das tibias, com visualizagio da cartilagem articular:
gona superficial (Zs), zona intermedidria (Zi), zona radial (Zr),
linha de transigio (Lt) e zona de calcificagio (Zc); a) Grupo controle
de 45 dias de imobilizagio. b) Grupo experimental de 45 dias de
imobilizacdo. HE, 310X.

Quanto a cartilagem epifisdria ou de crescimento, nos
animais imobilizados por 21 e 45 dias, houve uma importante
reducio da espessura dessa cartilagem, com notdvel diminui-
¢io do niimero de condrécitos (Figuras 4 ¢ 5).

Figura 4 - Fotomicrografias de seccoes longitudinais de 6 um das
epifises distais das tibias, com visualizagio da espessura da cartilagem
epifisdria (trago) e concentragio de condrdcitos (circulo). a) Grupo
controle de 21 dias de imobilizacio. b) Grupo experimental de 21
dias de imobilizacio. HE, 310X.

e

Figura 5 - Fotomicrografias de secces longitudinais de 6 \m das

epifises distais das tibias, com visualizacio da cartilagem epifisiria

emaranhada ao osso esponjoso (setas). a) Grupo controle de 45 dias

de imobilizacdo. b) Grupo experimental de 45 dias de imobilizagdo.

HE, 310X
£
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Verificou-se também que essas células cartilaginosas
encontravam-se emaranhadas e distribuidas irregularmente
na regiio da metéfise, com maior evidéncia no experimento
de 45 dias (Figura 5).

Quando comparados os grupos experimentais de 21 e 45
dias de imobilizagdo, nota-se que o niimero de condrécitos e a
espessura da cartilagem epifisdria sofreram nitido decréscimo,
concomitante ao prolongamento do tempo em que os animais
ficaram imobilizados.

Discussao

As alteragoes observadas no grupo experimental de 14 dias,
no que se refere & massa Gssea subcondral, possivelmente de-
veu-se ao seu desuso durante o perfodo de imobilizagio, o que
pode ser sustentado por Trebacz ¢ Zdunek [19] em estudos
realizados com ratos adultos jovens, que foram imobilizados
por duas semanas, com a ocorréncia de alteragoes significa-
tivas na massa e na densidade 6ssea. Tal fato é corroborado
por Portinho ez al.[16], que também descrevem a diminuicio
de ostedcitos nos ossos do tornozelo de ratos, como o tinico
achado alterado por um periodo de imobilizagdo de 15 dias.

Nos experimentos de 21 dias e 45 dias, ocorreu uma perda
progressiva do osso subcondral, que se tornou cada vez menos
consistente e com um aumento do espago trabecular, carac-
terizando um desequilibrio entre a formagio e a reabsor¢io
4ssea. Nesse sentido, Valpon ez 4/. [20] imobilizaram ratos
por 28 dias e elucidaram a ocorréncia desse fato pela falta
de solicitacio mecinica durante o desuso do membro. Para
esses autores, o prolongamento do tempo de imobilizagio
¢ proporcional ao aumento do enfraquecimento do tecido
6sseo, desencadeado por uma reabsor¢do Gssea adaprativa.

Nao ocorreram alteragoes expressivas na cartilagem ar-
ticular dos animais de duas semanas de imobiliza¢io, assim
como citam Finsterbush e Friedman [21] e Paukkonen et 4/.
[22]. Nos estudos realizados pelos referidos autores, houve
a preservagio da superficie articular em grupos de animais
imobilizados por 5, 30 e 120 dias. No entanto, Bertolini ez
al. [17] relataram a diminuigio estatisticamente significante
da espessura da cartilagem articular do joelho de ratos imo-
bilizados por 7 e 14 dias. Vale ressaltar que estes achados
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foram referentes a articulagdo do joelho, com caracteristicas
biomecanicas diferentes do tornozelo.

Entretanto, no experimento de 45 dias, analisado no
presente estudo, observou-se grupos de condrécitos, que pos-
sivelmente revelam um estdgio mais avancado da histogénese
da cartilagem hialina, uma vez que Junqueira e Carneiro [23]
descrevem que a cartilagem ¢ formada a partir do mesén-
quima. Assim, ocorre uma multiplicagio celular, formando
um tecido rico em células que, devido a produgio da matriz
cartilaginosa, sofrem um afastamento. Estes condrécitos,
por sua vez, multiplicam-se por mitose, dando origem aos
grupos iségenos.

Carlo ez 4l. [13] também descrevem esse achado em suas
pesquisas, realizadas com ratos imobilizados por 45 dias,
salientando a presenca intensa de condrécitos nas zonas su-
perficial e intermedidrias dessa cartilagem observando também
a presenca de grupos iségenos nessas regioes.

Ao retirar a carga do membro com a imobilizagao, hd um
retardo da manutengio da cartilagem articular. Com isso, o
osso subcondral torna-se mais ativo, provocando invasoes
nessa cartilagem, seguindo em dire¢io ao espago articular,
desencadeando a degeneragio articular [24]. Outros autores,
como Amatuzzi e Carazatto [25] também consideram que a
eliminagio das cargas impostas sobre a articulagio prejudicam
as trocas metabdlicas, decisivas para a sobrevivéncia da carti-
lagem, o que leva a degradagio desse tecido, desenvolvendo
uma osteoartrose, provavelmente irreversivel. Nos periodos
de 14 e 21 dias de imobilizagdo, utilizados neste experi-
mento, nao foi possivel comprovar esse fato. No entanto,
a imobilizagdo de 45 dias apresentou uma razodvel invasio
de osso subcondral, sendo verificado pela incursdo da linha
de transi¢do osteocartilaginosa sobre a cartilagem articular.
Carlo ez al. [13] corroboram que a imobilizagdo prolongada,
especialmente acima de 45 dias, interfere negativamente na
nutri¢io sinovial & cartilagem articular, provocando a dege-
nera¢io da mesma.

Destaca-se, ainda, que a cartilagem epifisdria foi sen-
sivelmente prejudicada, com depreciagio da espessura, da
distribuicdo e populagio condral. Contudo, Bertolini ez a/.
[17] demonstram que houve um aumento da cartilagem epi-
fisdria em uma e duas semanas de imobilizagio. Os referidos
autores atribuem esses resultados a uma resposta protetora
da cartilagem, que realizou mais divisées mit6ticas do que o
normal, gerando grupos iségenos, com duas ou mais divisoes,
providas de um mesmo condrécito, no intuito de reparar o
dano gerado pelo desuso articular. Novamente, vale ressaltar
a utilizagdo do joelho por Bertolini ez a/. [17] no estudo ex-
perimental sobre a restri¢io da mobilidade e que os animais
de seus experimentos ficaram imobilizados por um periodo
de até 14 dias, assim como vale salientar que esses achados
revelaram uma resposta apenas imediata & imobilizacdo. Tal
fato também ¢é apresentado por Piermattei e Flo [26], que
consideram esse reparo como insignificante, conforme a
continuidade da injtria tecidual.

Com o adelgacamento ¢ a destruicdo da cartilagem epifisi-
ria demonstrados, presume-se que a imobilizagio, ao interferir
na conservagio da integridade cartilaginosa, promoveu dimi-
nuico de proteoglicanos, aumento da ossificagio subcondral,
desidratacio cartilaginosa [11] apoptose de condrdcitos,
atrofia e reabsor¢do da cartilagem [25], ocasionando assim
uma unifo precoce da didfise com a epifise distal, o que pode
comprometer o crescimento do membro.

Nesse contexto, a persisténcia da imobilizagdo por até
45 dias demonstrou prejuizos progressivos a articulagio, e
mesmo que a imobilizagio seja periddica ou de curta dura-
¢do, a mesma pode inferir em perdas articulares de cardter
cumulativo [25].

Conclusao

Com base nos resultados obtidos nesta pesquisa, pode-se
concluir que a imobilizacdo por diferentes periodos provoca
alteragdes estruturais osteocartilaginosas, evidenciadas pelo
aumento dos espacos trabeculares do osso subcondral, assim
como pela reducio das espessuras das cartilagens articular
e epifisiria, demonstrando assim os efeitos deletérios da
restricdo da mobilidade articular também para a articulacio
do tornozelo. Conclui-se, ainda, que a imobilizagao interfere
no processo de formacio dssea e na histogénese da cartilagem
hialina. Tendo em vista a calcificagio precoce da cartilagem
epifisdria em decorréncia da imobilizagdo, sugere-se a rea-
lizagdo de novas pesquisas que analisem o tecido dsseo da
metafise, frente as forgas tensivas e compressivas impostas ao
sistema esquelético pds-imobilizagio.
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