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RESUMO

Osteoartrite é conhecida como uma doencga articular cronica multifatorial com
predominéancia na articulagédo do joelho. Sua patologia esta relacionada a degradagao
da cartilagem articular, estreitamento do espacgo articular, remodelagcdo O&ssea,
processo inflamatorio e estresse oxidativo. O exercicio fisico possui forte indicacao
como tratamento desta doenga. Entretanto, sua dose (intensidade, duracdo e
frequéncia) ndo é totalmente esclarecida na literatura. Muitos estudos abordam tipos
ou intensidades da atividade, porém pouco ¢€ retratado sobre duracdo e,
principalmente, frequéncia. Desta forma, este estudo objetivou analisar os efeitos de
diferentes frequéncias de exercicio fisico moderado em esteira como tratamento de
um modelo de osteoartrite de joelho em ratos Wistar. Foram utilizados 60 ratos Wistar
machos, divididos randomicamente em 4 grupos: Controle (sham); Osteoartrite (OA);
OA + exercicio 3x/semana em dias alternados (OA+3x); OA + exercicio 5x/semana
em dias consecutivos (OA+5x). Foi utilizado o modelo quimico de OA por injec¢ao intra-
articular de monoiodoacetato de sodio (MIA) no joelho direito. No 15° dia apds
aplicacao de MIA, os grupos com tratamento iniciaram a realizagdo de 1 semana de
periodo de adaptagao, seguido de 8 semanas de periodo de treinamento aerdbio. Os
protocolos das terapias com exercicio consistiam em andar sobre esteira com
frequéncias de 3 ou 5x semanais, 30 min/dia, a uma velocidade de 13 m/min nas
primeiras 4 semanas e 16 m/min nas ultimas 4 semanas. Ao final dos protocolos, todos
os animais foram anestesiados e submetidos a eutanasia para retirada dos tecidos
intra-articulares e do musculo gastrocnémio. A partir das amostras foram realizadas
analises de atividade metabdlica, estresse oxidativo, citocinas, expressao génica de
metaloproteinase 13 (MMP13) e proteina morfogénica éssea 2 (BMP2), morfologia e
histologia dos tecidos, além de pesagens dos animais durante o periodo de
treinamento. Conforme resultados, as duas terapias com distintas frequéncias de
exercicio resultaram em caracteristicas de inibicdo da OA, porém o grupo OA+5x
apresentou melhor desfecho mediante aumento do consumo energético e diminuigéo
de peso, modulagdo do estresse oxidativo, diminuicdo do perfil pré-inflamatoério e
catabolico, aumento de parédmetros anti-inflamatérios e anabdlicos, diminuicdo dos
graus de lesdo, inibigao de diminuigdo da espessura da cartilagem e aumento da
medida de superficie de cartilagem. Em conclusdo, ambos os tratamentos indicam
exercer um perfil protetor da cartilagem, todavia evidenciou-se que realizar exercicio
fisico moderado 5x por semana consiste em uma dosagem de frequéncia com maiores
beneficios para o tratamento da OA.

Palavras-chave: Osteoartrite; Exercicio Fisico; Inflamagdo; Estresse Oxidativo;
Cartilagem.



ABSTRACT

Osteoarthritis is known as a chronic multifactorial joint disease with predominance in
the knee joint. Its pathology is related to the degradation of articular cartilage,
narrowing of the joint space, bone remodeling, inflammatory process and oxidative
stress. Physical exercise has a strong indication as a treatment for this disease.
However, its dose (intensity, duration, and frequency) is not fully clarified in the
literature. Many studies address types or intensities of activity, but little is reported on
duration and, mainly, frequency. Therefore, this study aimed to analyze the effects of
different frequencies of moderate physical exercise on a treadmill as a treatment for a
model of knee osteoarthritis in Wistar rats. Sixty male Wistar rats were used, randomly
divided into 4 groups: Control (sham); Osteoarthritis (OA); OA + exercise 3x/week on
alternate days (OA+3x); OA + exercise S5x/week on consecutive days (OA+5x). The
chemical model of OA was used, performed by intra-articular injection of sodium
monoiodoacetate (MIA) in the right knee. On the 15th day after MIA application, the
treatment groups began a 1-week adaptation period, followed by an 8-week aerobic
training period. Exercise therapy protocols consisted of walking on a treadmill 3 or 5
times a week, 30 minutes/day, at a speed of 13 m/min in the first 4 weeks and 16 m/min
in the last 4 weeks. At the end of the protocols, all animals were anesthetized and
euthanized to remove the intra-articular tissues and the gastrocnemius muscle.
Analyzes of metabolic activity, oxidative stress, cytokines, gene expression of
metalloproteinase 13 (MMP 13) and bone morphogenetic protein 2 (BMP2), tissue
morphology and histology were carried out from the samples, in addition to weighing
the animals during the training period. According to results, the two therapies with
different exercise frequencies resulted in OA inhibition characteristics, however the
OA+5x group presented a better outcome through increased energy consumption and
weight loss, modulation of oxidative stress, reduction of the pro-inflammatory and
catabolic profile, increase in anti-inflammatory and anabolic parameters, decrease in
injury degrees, inhibition of decrease in cartilage thickness and increase in cartilage
surface measurement. In conclusion, both treatments indicate a protective profile for
the cartilage, however, it was shown that performing moderate physical exercise 5
times a week consists of a frequency dosage with greater benefits for the
treatment of OA.

Keywords: Osteoarthritis; Exercise; Inflammation; Oxidative stress; Cartilage.
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1. INTRODUGAO

1.1. OSTEOARTRITE

A osteoartrite (OA) é associada a uma doenga articular degenerativa
multifatorial. Sua cura é desconhecida, responde pouco a tratamentos atuais e seu
desenvolvimento gera custos relativamente altos. O processo de doenga da OA é
caracterizado pela erosdo progressiva da cartilagem articular, levando ao
estreitamento do espacgo articular, remodelagédo éssea e inflamagao sinovial (Bao et
al., 2011).

Possui a particularidade de ser uma patologia muito comum e
progressivamente aumentar o numero de pessoas acometidas. Em 2019, mais de
meio milhdo de pessoas em todo mundo desenvolveram OA e, dentre elas, mais de
60% foram ocasionadas na regiao do joelho (figura 1). Além disso, houve um aumento
no numero de casos de aproximadamente 250 milhées no mundo e 5 milhdées no Brasil
em 1990, para 527 milhdes no mundo e 14 milhées no Brasil em 2019, ou seja, os
numeros de prevaléncia de OA global duplicaram, enquanto que no Brasil esse
numero chegou proximo de triplicar (figura 1) (GBD, 2019).

Além disso, estima-se que uma a cada oito pessoas adultas possua OA
(Hunter et al., 2014). Neste cenario, apesar de existir uma alta prevaléncia de pessoas
idosas com OA, 10 a 15 % conforme publicado pela Organizagdo Mundial de Saude
(Wittenauer et al., 2013), contabilizando todos os casos, a maioria dos enfermos esta
em idade laboral (figura 1) (GBD, 2019). Como exemplo disso, nos Estados Unidos,
64% das pessoas acometidas com OA estdo com idade entre 15 a 64 anos de idade
e que isso representa cerca de 11% de toda forga de trabalho do pais (Hunter, 2015).

Apesar de nao haver total clareza das razbes que desencadeiam o
desenvolvimento da OA, sabe-se que varios aspectos podem induzir esta doenga,
sendo que geralmente esta associado a mais de um fator de risco. Dentre os fatores
que podem desencadear esta patologia, destacam-se: a genética, a instabilidade
articular, a ocupacdo, os traumas, a sobrecarga, a obesidade, o sexo e o
envelhecimento (Jones et al., 2000; Pritzker et al., 2006; Robins et al., 2013;
Wittenauer et al., 2013; Castrogiovanni et al., 2019).
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Figura 1: Panorama epidemiolégico de OA. Em A, linha do tempo do nimero de pessoas acometidas
com OA no Brasil e no mundo (n° de casos em milhdes comparado a periodo em anos); Em B,
prevaléncia do nimero de casos de OA por idade no ano de 2019; Em C, prevaléncia do numero de
casos de OA por sexo no ano de 2019.

Fonte: Adaptado de GBD (2019)

1.2. ESTRUTURA ARTICULAR DO JOELHO

Conforme relatado, o joelho € a principal articulacdo afetada pela OA. Além
disso todos estes fatores de risco mencionados podem contribuir para criar um
ambiente propicio ao desenvolvimento de OA que atinge principalmente o menisco, a
membrana sinovial (sindvia), o 0sso subcondral e especialmente a cartilagem articular
(Kuyinu et al., 2016).

Destas estruturas envolvidas com a OA de joelho, o menisco é conhecido

por ser um tecido fibrocartilaginoso constituido essencialmente de agua, colageno tipo
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| e proteoglicanos (em especial agrecanos). Possui como fungéo auxiliar no suporte
de carga e absorgéo de choques na articulagao (Kuyinu et al., 2016).

A sindvia é composta por células especializadas em diferentes fungdes, tal
como: sinoviécitos do tipo A (macrofagos) e sinoviocitos do tipo B (fibroblastos). Os
sinovidcitos do tipo A sdo quiescentes em sindvias saudaveis, entretanto em situacoes
de perturbagdo homeostatica, ou seja, quando ha algum tipo de disturbio ou dano a
articulagdo, eles sado ativados e ficam responsaveis por fagocitar substancias
indesejadas como restos celulares e/ou fragmentos de tecidos com células mortas
(Bao et al., 2011; Lammert e Zeeb, 2014; Kuyinu et al., 2016; Castrogiovanni et al.,
2019). Ja os sinovidcitos do tipo B exercem a fungédo de produzir componentes da
matriz extracelular (MEC), como acido hialurénico, colageno e fibronectina, além do
liquido sinovial composto pelo proteoglicano lubricina e pelo acido hialurénico que
promovem a lubrificacdo da cavidade intra-articular (Bao et al., 2011; Lammert e Zeeb,
2014; Kuyinu et al., 2016; Castrogiovanni et al., 2019).

A seguir, 0 osso-subcondral, constituido principalmente por colageno tipo |
mineralizado, esta localizado desde o tidemark (linha que divide a unido da cartilagem
calcificada com a cartilagem nao calcificada) até o osso trabecular subjacente (figura
2). Diferentemente da cartilagem, este tecido € vascularizado e altamente inervado, o
que provavelmente contribui para a geragdo de dor na OA. Possui como fungéo
oferecer suporte a cartilagem articular suprajacente, absorver e distribuir tenséo
mecanica e nutrir as camadas profundas da cartilagem (Castafieda Sanz et al., 2006;
Glyn-Jones et al., 2015; Kuyinu et al., 2016).

A cartilagem articular por sua vez, € um tecido avascular e sem inervagao
com propriedades elasticas onde a MEC tem um protagonismo muito forte (Lammert
e Zeeb, 2014; Tomazoni et al., 2017; Zahan et al., 2020). Possui como fungéo principal
o amortecimento de impactos da articulagdo, distribuicdo de carga mecénica e
diminuicao de atrito tibiofemoral e patelofemoral (Lammert e Zeeb, 2014; Glyn-Jones
et al., 2015; Kuyinu et al., 2016).

Dentre os componentes da MEC da cartilagem do joelho, a principal fibra é
o colageno tipo Il sendo responsavel essencialmente por estabilizar a estrutura
tecidual (figura 2) (Lammert e Zeeb, 2014; Glyn-Jones et al., 2015; Humphrey e
O’'Rourke, 2015; Kuyinu et al, 2016). Apesar disso, outras fibras em menor
quantidade, como o colageno tipo Ill, VI, IX-XIl e XIV, também contribuem para
estruturagdo da MEC (Lammert e Zeeb, 2014).
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Outro componente importante da MEC s&o os proteoglicanos, com
destaque ao agrecano que esta presente em maior quantidade na cartilagem do joelho
(Lammert e Zeeb, 2014; Roughley e Mort, 2014; Glyn-Jones et al., 2015; Kuyinu et al.,
2016). Este proteoglicano é formado por um conjunto de glicosaminoglicanos,
caracterizados como agucares com propriedades de potencial negativo ao qual
possuem grande afinidade com agua. No caso especifico, os glicosaminoglicanos
sulfato de condroitina (SC) e sulfato de queratano (SQ), que séo ligados a uma
proteina central, que por sua vez é ligada ao acido hialurénico (AH) por meio de uma
proteina de ligacéao (figura 2) (Roughley e Mort, 2014).

Superficie Articular

Agrecano

SC2

Sulfato de
condroitina

9°|599"°J \-Proteoglicano
tipo Il

Sulfato de
Osso subcondral \ } queratano

Osso esponjoso \\

Figura 2: Estrutura e componentes da cartilagem. Em A, estrutura da cartilagem articular do joelho; Em
B, estrutura do proteoglicano agrecano. Acido hialurénico (AH); regido globular 1, 2 ou 3 (G1, G2 ou
G3); proteina de ligacao (PL); sulfato de queratano (SQ); sulfato de condroitina 1 e 2 (SC1 e SC2).
Fonte: Imagem A adaptada de Humphrey e O’Rourke (2015). Imagem B adaptada de Roughley e Mort
(2014)

Ademais, conforme figura 3, microscopicamente a cartilagem é dividida em
(Pritzker et al., 2006; Glyn-dones et al., 2015; Humphrey e O’Rourke, 2015;
Castrogiovanni et al., 2019):

e Zona superficial, ha boa parte das células da cartilagem que s&o
denominadas de condrdcitos, especialmente porque a principal fonte
de nutrientes € o liquido sinovial, além de ficarem distribuidas
paralelas a superficie assim como as fibras colagenas;

e Zona média, os condrécitos e fibras colagenas aparecem de forma
arbitraria com maior volume de proteoglicanos e agua;

e Zona profunda, condrécitos e fibras colagenas alinham-se no
sentido transversal, ou seja, na direcdo osso subcondral para

superficie articular.
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Outro aspecto da cartilagem do joelho, constitui-se de que por peso umido,
consiste de 58 a 78% de agua, entretanto, por peso seco, representa
aproximadamente 50 a 73% de colageno tipo Il, 15 a 30% de proteoglicanos e apenas
5% de condrécitos (Humphrey e O’Rourke, 2015). Os condrécitos, apesar de
quantidade relativamente baixa, sdo células especializadas que exercem importante
regulacdo do ambiente cartilaginoso, sendo as principais moduladoras de agdes
catabdlicas e anabdlicas do tecido em resposta a estimulos quimicos e mecanicos
(Lammert e Zeeb, 2014; Glyn-Jones et al., 2015; Kuyinu et al., 2016).

1.3. OSTEOARTRITE E INFLAMACAO

O processo de origem e desenvolvimento da degradagao da cartilagem
ainda é bem discutido. Muito se fala sobre desgaste natural e/ou mecéanico da
cartilagem (Glyn-dones et al., 2015; lijima et al., 2016a). Todavia um conceito bem
aceito na literatura € o da acgéo crosstalk, ou seja, varios tecidos em torno da
cartilagem podem favorecer seu processo de degradagdo uma vez que citocinas,
espécies reativas e fatores de crescimento podem causar influéncias de um tecido
para outro. Essa comunicag¢ao geralmente se da por vias paracrinas, podendo haver
uma interacdo entre tecidos adiposo, muscular, ésseo, cartilaginoso e da sindvia
(Lammert e Zeeb, 2014; lijima et al., 2016a; Kirk et al., 2020). Isto &€, baseado nessa
interacao entre os tecidos, a OA deve ser pensada como uma doenga que se relaciona
com os diversos tipos teciduais da articulagdo e ndao apenas com a cartilagem
(Lammert e Zeeb, 2014; lijima et al., 2016a).

Dentre as anormalidades associadas com a OA, a abrasdo mecanica
motivada por movimentos repetitivos e sobrecarga na articulagdo, pode causar
anomalias da fungdo dos meniscos, promovendo rompimentos e degeneracgao
progressiva com perda de colageno tipo | e tipo Il. Com isso, este comprometimento
de suas capacidades pode acarretar em instabilidades articulares e sobrecarga sobre
a cartilagem articular (Kuyinu et al., 2016).

Por sua vez, estes estimulos de cisalhamento abrupto que conduzem a um
estresse mecanico podem repercutir em desorganizagdo da MEC da cartilagem.
Sendo assim, inicialmente os condrdcitos promovem respostas anabdlicas na
tentativa de reparagdo (Robins et al., 2013; Lammert e Zeeb, 2014). Contudo a

quantidade de células para recuperagao do tecido é relativamente baixa e os
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condrocitos possuem limitacbes de captagdo de nutrientes por nao possuirem um
ambiente vascularizado (Lammert e Zeeb, 2014; Tomazoni et al., 2017).

Com a continuidade do estimulo agressor, podera haver desestruturagao
da MEC com perda de proteoglicanos, diminuigdo da rede de colageno e apoptose de
condrdcitos. Deste modo, condrécitos restantes realizam processos de proliferacéo e
induzem respostas catabdlicas por meio de citocinas pré-inflamatérias, em especial
interleucina 1 — beta (IL1-B) e fator de necrose tumoral — alfa (TNF-a), com o intuito
de realizar a varredura do tecido lesado de materiais indesejados e células mortas
(Lammert e Zeeb, 2014; Glyn-Jones et al., 2015; Kuyinu et al., 2016; Woodell-May e
Sommerfeld, 2020; Molnar et al., 2021).

Porém como a resposta celular contra o estimulo agressor é lenta, isso
desencadeia um desbalanco entre a resposta catabdlica e anabdlica favorecendo um
ciclo vicioso de degeneragao da cartilagem, ou seja, o processo de dano consegue
superar o processo de recuperagao (Lammert e Zeeb, 2014; Glyn-Jones et al., 2015;
Kuyinu et al., 2016; Woodell-May e Sommerfeld, 2020; Molnar et al., 2021). Ademais,
guanto maior o grau da degradacgao da cartilagem, maior sera o desequilibrio em favor
da degeneragéao haja vista que os condrécitos restantes podem ficar sobrecarregados
e hipertréficos ocasionando senescéncia e apoptose celular (Woodell-May e
Sommerfeld, 2020; Molnar et al., 2021).

Nos processos catabdlicos, as citocinas pro-inflamatorias IL1-f e TNF-a
irdo estimular condrécitos e sinovidcitos do tipo A a produzirem metaloproteinases de
matriz (MMP) e uma desintegrina e metaloproteinase com motivo de trombospondina
(ADAMTS). Essas colagenases (como a MMP13) e agrecanases (como a ADAMTSY)
possuem o trabalho de degradar a MEC da cartilagem, contribuindo para a lesdo
cartilaginosa (Thielen et al., 2019; Woodell-May e Sommerfeld, 2020; Molnar et al.,
2021).

Este processo de inflamagao também desencadeia proteinas como a ciclo-
oxigenase 2 (COX-2), prostaglandina E2 (PGE2), além da liberacdo do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) os quais promovem dor, vasodilatagdo e
angiogénese. Desta forma, induzem a um aumento do numero e volume dos vasos
sanguineos da membrana sinovial com consequente edema e inchago do tecido
(Scher e Pillinger, 2009; Robins et al., 2013; Woodell-May e Sommerfeld, 2020).

Paralelo a isso, os sinovidcitos do tipo B, tem sua producao de liquido

sinovial prejudicada pelo processo inflamatdrio que, apesar de aumentar o volume de
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secregcao do fluido, possuem dificuldades em manter o liquido viscoso, o que
consequentemente diminui a capacidade de lubrificagao da articulacédo possibilitando
maior estresse das estruturas articulares. A essa cadeia de acontecimentos, resulta o
aspecto de joelho edemaciado (Hunter, 2015; Castrogiovanni et al., 2019; Molnar et
al., 2021).

Além disso, o VEGF também estimula a infiltragdo de vasos sanguineos no
0sso subcondral. Estes vasos penetram as camadas mais profundas da cartilagem
concomitantemente a remodelacdo Ossea desencadeada por citocinas pro-
inflamatdrias que, por acao crosstalk, estimula osteoclastos e osteoblastos a formacéao
de ostedfitos, cistos e esclerose do osso subcondral, além de contribuirem ao
processo inflamatério por secretarem citocinas pro-inflamatorias (figura 3) (Glyn-Jones
et al., 2015; lijima et al., 2015; Kuyinu et al., 2016).
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Figura 3: Estrutura articular do joelho e processo inflamatério.
Fonte: Adaptado de Glyn-Jones et al. (2015)

Outro mecanismo reconhecido do processo inflamatério da OA é o contato
de sinovidcitos do tipo A residentes no ambiente articular com fragmentos do tecido
lesado. Estes macréfagos identificam esses padrées moleculares associados ao dano
(DAMP’s) por meio de receptores toll-like (TLR) localizados em sua membrana,

ativando fatores de transcricio como fator nuclear kappa B (NF-kB), que
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subsequentemente se transloca ao nucleo e induz posterior secre¢ao de citocinas proé-
inflamatorias como IL1-B e o TNF-a (Lammert e Zeeb, 2014; Woodell-May e
Sommerfeld, 2020).

Além disso, os sinoviocitos do tipo A ativados secretam quimiocinas,
moléculas quimioatraentes, a fim de recrutar leucocitos ao local. Os neutrofilos sao os
primeiros a chegarem ao ambiente prejudicado, posteriormente comparecem o0s
macrofagos de fendtipo 1 (M1) e linfocitos T helper 1 (Th1) os quais irdo estimular
ainda mais expressao de citocinas pré-inflamatérias como INF-y, IL1-8, IL6 e TNF-a,
desencadeando um ciclo vicioso com mais processo pro-inflamatoério e recrutamento

de leucécitos ao local (figura 3) (Woodell-May e Sommerfeld, 2020).

1.4. OSTEOARTRITE E ESTRESSE OXIDATIVO

Doravante, a OA pode ser intimamente influenciada pelos processos de
estresse oxidativo provenientes dos desequilibrios de reacbes pro-oxidantes e
antioxidantes que geram acumulo de espécies reativas de oxigénio (ERO) (Zahan et
al., 2020; Setti et al., 2021; Ding et al., 2022). Por sua vez, as ERO s&o consideradas
um significante indutor de diversos fatores relacionados com a OA, tais como
apoptose e senescéncia de condrocitos, inflamagao sinovial, degradacdo da

cartilagem, entre outros (figura 4) (Ding et al., 2022).

Estresse Oxidativo

EROT
e’
Disfungao
mitocondrial
I
{ ! ! ! ! ! }
-
Polarizagzo de Produgio de Condrécitos Inflamagao Sintese da Degradagao da Apoptose 1
macréfagos adipocinas 1 senescentes 1 sinovial 1 MEC | cartilagem 1

M1 1/ M2 |
L )

Osteoartrite de joelho

Figura 4: Interagcdo de ERO com OA.
Fonte: Imagem adaptada de Ding et al. (2022)
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As ERO sao moléculas que, devido a sua instabilidade molecular,
promovem reagdes de oxidagdo com outras moléculas, como proteinas, lipidios e
DNA, a fim de se estabilizarem (Tromm et al., 2011; Gomes et al., 2012; Juan et al.,
2021; Fadilah et al., 2023). Diversos fatores podem desencadear radicais livres e/ou
ERO na OA. Em especial o complexo nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(NADPH) oxidase através dos proprios processos inflamatérios de fagocitose e,
principalmente, na disfungdo mitocondrial (figura 5) (Zahan et al., 2020).

Em mitocdndrias, o processo disfuncional da fosforilagdo oxidativa gera a
reducédo da molécula de oxigénio (O2). Um elétron é ligado ao orbital da molécula de
O2 transformando-a no radical livre anion superéxido (O2-) (Biswas, 2016; Zahan et
al., 2020; Juan et al., 2021). Todavia O2" podera ser catalisado a partir da enzima
antioxidante superodxido dismutase (SOD) gerando o peroxido de hidrogénio (H202).
Esta ultima é uma ERO menos agressiva que o O2~ e que consequentemente podera
ser neutralizada pela catalase (CAT) ao dissociar a molécula de H202 em agua e
oxigénio (H20 + O2), ou pela agdo com glutationa peroxidase (GPX) que catalisa a
conversdo de glutationa reduzida (GSH) oxidando-a para glutationa oxidada (GSSG)
(Biswas, 2016; Zahan et al., 2020; Setti et al., 2021).

Entretanto, a molécula de H202 na presenga das moléculas de ferro ou
cobre, podera ser dissociada pela reagcédo de Fenton e gerar uma molécula de hidroxila
(OH") e uma molécula de radical hidroxila (OH-). A primeira com 8 elétrons na sua
orbita e a segunda com 7 elétrons na sua orbita, formando-se, mediante inexisténcia
de um catalizador para a molécula de OH:, um dos radicais livres mais agressivos aos
tecidos (Biswas, 2016; Zahan et al., 2020; Juan et al., 2021).

Adicionalmente, a partir do dano aos tecidos da articulagdo, caracteristico
da OA, sinoviocitos do tipo A presentes no ambiente irdo reconhecer estes DAMP’s e
secretar quimiocinas e citocinas pro-inflamatérias que realizardo o recrutamento de
mais células fagociticas. Isto €, neutrdéfilos e macrofagos capazes de gerar mais ERO
e citocinas pro-inflamatorias fortificando um ciclo vicioso (Biswas, 2016; Zahan et al.,
2020; Setti et al., 2021).

Em fagdcitos, a NADPH oxidase € a principal fonte de ERO (Zahan et al.,
2020; Setti et al., 2021). Normalmente este complexo é quiescente, porém apos
estimulacdo devido a eventos antimicrobianos e inflamatorios, componentes
citosélicos translocam-se para a membrana plasmatica do fagossoma para formar um

complexo enzimatico totalmente ativo (Gomes et al., 2012; Zahan et al., 2020; Setti et
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al., 2021). Assim, a NADPH oxidase gera ERO através da transferéncia de elétrons
do NADPH intracelular através do complexo ativo na membrana, acoplando-os ao O2
presente no vacuolo do fagossoma, formando o Oz~ (Gomes et al., 2012; Robins et
al., 2013; Zahan et al., 2020; Setti et al., 2021).

Paralelamente, a enzima éxido nitrico sintase (NOS), especialmente a
isoforma éxido nitrico sintase induzivel (iNOS), estimula a produgéo do radical livre
oxido nitrico (NO-) a partir da oxidagao da l-arginina em I-citrulina. Por sua vez, NO
interage com a molécula de O2 formando peroxinitrito (ONOO-) para auxiliar a eliminar
o conteudo do fagossoma. Este ultimo faz parte das espécies reativas de nitrogénio
(ERN), uma familia de moléculas derivadas de NO- e O2~ que séo responsaveis pelo
estresse nitrosativo e atuam junto com as ERO no processo de dano celular da OA
(Zahan et al., 2020; Juan et al., 2021).
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Figura 5: Principais mecanismos de formagdo de ERO na OA.
Fonte: Imagem adaptada de Zahan et al. (2020)

Todavia, para minimizar o dano oxidativo mediado pelas ERO/ERN,
sistemas antioxidantes s&o envolvidos. Antioxidantes enzimaticos como SOD, CAT e
GPX, fornecem maior protecdo contra o estresse oxidativo, neutralizando ou
eliminando espécies reativas (Gomes et al., 2012; Biswas, 2016; Zahan et al., 2020).

Além disso ha os antioxidantes n&o enzimaticos como vitaminas C e E,
carotenoides, acido urico, entre outros que também podem contribuir para anular os
efeitos das ERO (Gomes et al., 2012; Biswas, 2016). Somado a isso, transferrina,

ceruloplasmina e albumina indiretamente também podem desempenhar papel
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antioxidante haja vista que sequestram ions de metais de transicdo, como ferro e
cobre, pois estes metais reagem rapidamente com H202 para produzir OH- altamente
toxico (Biswas, 2016).

Desta forma, a caréncia de enzimas antioxidantes ou 0s processos
demasiados que propiciam maior volume de ERO/ERN, sdo aspectos que induzem o
desenvolvimento da OA. Por sua vez, esse desbalancgo resulta na geracao de estresse
oxidativo que desencadeia necrose e apoptose de condrocitos, diminuicdo da
producdo de colageno e agrecanos e promog¢ao de processos inflamatorios e de
degradacgao da cartilagem (Biswas, 2016; Zahan et al., 2020; Setti et al., 2021).

1.5. EXERCICIO FiSICO COMO TRATAMENTO PARA OSTEOARTRITE

Dentre os tratamentos existentes para OA, a literatura evidencia o exercicio
fisico como uma das principais e mais fortes indicacdes de medidas para protecéo e
controle a progressdo da OA (Kolasinski et al., 2020). O exercicio manifesta uma
complexa rede de respostas metabdlicas provenientes de sua pratica dentre os quais
seus beneficios sdo geralmente associados a respostas antioxidantes e anti-
inflamatdrias (Gleeson et al., 2011; Allen et al., 2015; Benatti e Pedersen, 2015).

Durante a contragdo muscular, o exercicio induz o aumento do consumo
de energia estimulando maior produgdo mitocondrial de adenosina trifosfato (ATP),
molécula capaz de fornecer energia a partir da dissociagdo de ligagdes de fosfato.
Para sua sintetizagao, por meio da via oxidativa primaria (glicolitica), o ciclo de Krebs
gera equivalentes redutores como NADH e FADH2, que por sua vez, irdo transferir
elétrons para a cadeia transportadora de elétrons (CTE) a fim de promover a
fosforilagdo oxidativa e geragao de ATP (Ryan et al., 2019).

No decorrer da fosforilacdo oxidativa, os elétrons utilizados no
bombeamento de prétons para o espaco intermembranoso da mitocéndria, séo
liberados pelo complexo IV para a matriz mitocondrial, tendo o oxigénio como aceptor
final. Consequentemente este oxigénio se dissocia em duas moléculas, ligando-se
cada uma a duas moléculas de hidrogénio formando H20 (Ryan et al., 2019). Porém
o extravasamento de elétrons entre os complexos | a lll, propicia que parte do oxigénio
disponivel na mitocéndria seja convertido em ERO (Tromm et al., 2011; Gomes et al.,
2012; Zahan et al., 2020).
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Desta forma, quanto maior o consumo energético do exercicio,
possivelmente maior sera a quantidade de ERO (Tromm et al., 2011; Gomes et al.,
2012). Contudo, para neutralizar o aumento destes oxidantes, simultaneamente
mecanismos antioxidantes sao acionados. Na presenca de ERO, o fator eritroide
nuclear 2 (Nrf2) no citosol é desassociado da proteina 1 associada a ECH semelhante
a kelch (Keap1), ao qual no nucleo estimula respostas antioxidantes (de Sire et al.,
2021). Somado a isso, o exercicio regular mediante os frequentes estimulos
supracitados, melhoram o condicionamento das defesas antioxidantes auxiliando na
manutengao do equilibrio redox (da Silva et al., 2009; Tromm et al., 2011; Gomes et
al., 2012).

Ademais, durante a execucdo do exercicio fisico, midcitos realizam a
liberagdo da citocina IL6. Esta interleucina é a primeira citocina detectavel no sangue
a partir do musculo esquelético em contragdo e induz um aumento subsequente na
producao do receptor antagonista de IL1-f (IL1-RA) e IL10 por células mononucleares
do sangue (figura 6) (Gleeson et al., 2011; Allen et al., 2015; Benatti e Pedersen, 2015;
Castrogiovanni et al., 2019).

A IL1-RA se liga ao mesmo receptor de IL1-B, porém sem desencadear
respostas subsequentes, desta forma inibe os efeitos proé-inflamatérios da IL1-B ao
impedir sua ligagcdo com seu receptor (Allen et al., 2015; Woodell-May e Sommerfeld,
2020). Ja a IL10, a literatura sugere que possua como principal fungédo a regulagéo
negativa das respostas imunes adaptativas e a minimizagéo do dano tecidual induzido
pelos efeitos pré-inflamatérios (Gleeson et al., 2011). Além disto, embora o TNF-a
estimule a producdo de IL6 em macrofagos (efeito pro-inflamatério), a IL6 liberada
pela contragdo muscular induz um feedback negativo inibindo a producdo de TNF-a
(efeito anti-inflamatério) (Benatti e Pedersen, 2015).

Adicionalmente, o exercicio é relacionado ao controle dos niveis de gordura
visceral, inibicdo da infiltragdo de macrofagos no tecido adiposo, assim como de
mudangas fenotipicas destas células (Gleeson et al., 2011). Portanto, colabora na
diminuicdo de adipocinas, citocinas associadas a inflamagéo cronica de baixo grau
derivadas do tecido adiposo (Gleeson et al., 2011; Ouchi et al., 2011; Wu et al., 2020).

Além disso, a literatura retrata que o exercicio pode auxiliar na regulagéo
negativa da expresséao de receptores de membrana TLR em mondcitos e macréfagos

(Gleeson et al., 2011; Allen et al., 2015). Ou seja, pode diminuir processos proé-
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inflamatorios haja vista que em macrofagos a IL1-f e o TNF-a s&o regulados
principalmente pela cascata de sinalizag&o a partir de receptores TLR que resulta em
ativagao e translocacao nuclear de NF-kB (Gleeson et al., 2011; Allen et al., 2015;
Benatti e Pedersen, 2015).

Ainda que o estimulo fisioldgico do exercicio para a regulagdo negativa da
ativagao de TLR’s ndo seja totalmente conhecido, estudos relatam que comparagdes
entre individuos fisicamente ativos e inativos, evidenciaram que mondcitos de
individuos fisicamente ativos possuem resposta inflamatéria reduzida a estimulacao
de endotoxinas in vitro (Flynn e McFarlin, 2006; Gleeson et al., 2006; Gleeson et al.,
2011). Essas células também apresentaram diminuigdo da expressédo de TLR4, que
esta associado a diminuicdo da produgao subsequente de citocinas inflamatorias
(Lancaster et al., 2005; Gleeson et al., 2011).

Liberagao de

citocinas
. . ;. anti-inflamatérias
Sistema circulatério IL1-RA e IL10
i . Retorno a
Lll?er.agao de homeostase
miocina, IL6 inflamatoria
sistémica
/ VTLR's em
mondcitos
circulantes

Durante até 1h30min até 24h até
\ 1h30min apos 24h ap6s 72h apés
Geragao de Acumulagao Polarizagao de
, e ERO; de neutrofilos macréfagos M2;
Musculo esquelético dano e macrofagos regeneragao
muscular M1 de miocitos

Figura 6: Efeito do exercicio agudo sobre o musculo esquelético e a inflamagéao sistémica.
Fonte: Imagem adaptada de Allen et al. (2015)
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Somado a isso, a literatura também tem reportado outros beneficios do
exercicio sobre a OA, tais como (lijima et al., 2016a; Castrogiovanni et al., 2019):

e Redugdo de peso corporal, diminuindo a sobrecarga sobre a
articulacao;

e Fortalecimento muscular, os musculos ao entorno da capsula
articular auxiliam na firmeza da estrutura evitando instabilidades;

e Perfusao do liquido sinovial, a cartilagem é avascular e sua principal
fonte de nutrientes € o liquido sinovial, logo o exercicio em
proporcdes adequadas promove melhor troca de substancias entre
0S meios;

e Aumento da expressao de lubricina, o exercicio esta associado ao
aumento da expressao deste proteoglicano localizado na superficie
da cartilagem e no liquido sinovial;

e Aumento da expressao de fatores de crescimento como as proteinas
morfogénicas oOsseas (BMP’s), especialmente BMP2, BMP4 e
BMPG6, responsaveis por diversos aspectos anabdlicos que
contribuem para reparagao tecidual.

Consequentemente varios estudos tém recomendado o exercicio fisico
com intensidade moderada para o tratamento da OA, ao passo que, ja € possivel
encontrar um posicionamento mais consolidado quanto a este aspecto (Gleeson et al.,
2011; Allen et al., 2015; Benatti e Pedersen, 2015; Febbraio, 2017; lijima et al., 2017;
Castrogiovanni et al., 2019; Cerqueira et al., 2020; Metsios et al., 2020; Chow et al.,
2022; da Silva et al., 2023). Porém o conhecimento sobre a eficacia da frequéncia com
o qual deve ser realizado estes exercicios se apresenta obscuro na literatura.

Tanto que, em meados de 2021 foi realizada uma pesquisa na base de
dados PubMED — MEDLINE, usando descritores MESH como “Osteoarthritis AND
Exercise” e filtros como “Other animals” e “10 years”, ao qual foi possivel encontrar 81
artigos. Ao realizar a leitura dos titulos e resumos foram selecionados 43 artigos que,
apos leitura na integra, resultou em 38 trabalhos que condiziam com os critérios de
elegibilidade (artigos que associavam modelos animais de OA de joelho com exercicio
fisico na ultima década). Foi averiguado que nenhum dos 38 estudos encontrados
analisou o efeito de diferentes frequéncias semanais do exercicio sobre OA (apéndice
A).
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Além disso, foi verificado que nao existe um consenso quanto a frequéncia
da pratica de exercicios aplicada: primeiro porque os artigos usaram diversas
frequéncias diferentes, desde 3x/semana a 7x/semana; e segundo porque a grande
maioria ndo explicava os motivos da escolha das frequéncias utilizadas (Beckett et al.,
2012; Moriyama et al., 2012; Kim et al., 2013; Siebelt et al., 2013; Yamaguchi et al.,
2013; Boudenot et al., 2014; Siebelt et al., 2014; Assis et al., 2015; Cruz et al., 2015;
lijima et al., 2015; Assis et al., 2016; lijima et al., 2016a; lijima et al., 2016b; Liu et al.,
2016; Milares et al., 2016; Miyatake et al., 2016; Tomazoni et al., 2016; Al-Hashem et
al., 2017; Allen et al., 2017; Cormier et al., 2017; Gronau et al., 2017; lijima et al., 2017,
Tomazoni et al., 2017; Yang et al., 2017; Almonte-Becerril et al., 2018; Assis et al.,
2018; Ma et al., 2018; Castrogiovanni et al., 2019; Peng et al., 2019; Son et al., 2019;
Szychlinska et al., 2019; Tsai et al., 2019; Zhang et al., 2019; Chen et al., 2020; Griffin
et al., 2020; Takada et al., 2020; Fang et al., 2021; Tian et al., 2021).

A mesma caréncia de informagdes se repetiu em estudos de revisao da
mesma tematica e que avaliaram artigos anteriores a ultima década. Nestas revisdes
o principal desfecho se baseava na intensidade do exercicio fisico (Bricca et al., 2016;
Bricca et al., 2017; Mazor et al., 2019; Andrea Vargasa et al., 2020).

Em vista disso, estudos precisam ser realizados para melhor elucidar a
influéncia do exercicio sobre esta patologia (Mazor et al., 2019). Todavia, a avaliagéao
fisiopatolégica da OA em humanos possui alguns impeditivos como analises
teciduais e de desencadeamento e controle patolégico. Assim, modelos animais que
mimetizem suas caracteristicas, sdo mais indicados para alcancar resultados que

possam se aproximar da realidade da doencga (Thote et al., 2013).

1.6.MODELO ANIMAL DE INDUGAO DA OSTEOARTRITE

Diante do exposto, este estudo destaca o modelo de injegao intra-articular
por monoiodoacetato de sddio (MIA), substancia que atua inibindo a via aerdbia da
glicolise celular, consequentemente induzindo a morte celular ao inibir a atividade da
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase nos condrocitos. O inicio das lesdes articulares
com este modelo é rapido e generalizado, podendo ser observadas lesdes
histologicas e processo inflamatorio agudo logo no 1° a 3° dia apds a injecao de MIA
(Kuyinu et al., 2016; Serra e Soler, 2019).
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A literatura indica que o modelo de MIA é eficaz para induzir OA em
experimentos animais, de modo que sua efetividade é explicada por (McCoy, 2015;
Kuyinu et al., 2016; Jacobs et al., 2017; Kim et al., 2018; Serra e Soler, 2019):

e Mimetizar parametros estruturais de modo abrangente, pois ao
causar a morte de células especializadas como condrdcitos,
estimulara uma série de respostas catabdlicas como o aumento de
MMP e consequente perda de conteudo da MEC, provocando
alteragdes estruturais como a reducéo da espessura de cartilagem,
formacéao de ostedfitos e redugao do espaco intra-articular;

e Induz pardmetros inflamatérios associados com estresse oxidativo
de modo que a morte celular provocada pela substancia injetada,
dara inicio a processos pro-inflamatorios mediados principalmente
por citocinas como IL1-B e TNF-a e de estresse oxidativo, causando
inchaco e aumento de temperatura no local da articulagdo,
consequentemente favorecendo a diminuicdo da mobilidade
articular, caracteristica da patologia;

e Promover dor localizada que pode ser visualizada pela marcha
antalgica, caracteristico de OA humana unilateral.

Além disso, dentre as caracteristicas do modelo proposto, estdo
relacionadas: a eliminagdo da necessidade de cirurgia e consequentemente de
possiveis infecgdes relacionadas que possam prejudicar os animais e o proprio
modelo; sdo menos invasivos que modelos mecéanicos; facilidade de manejo de
animais para inducio; podem mimetizar OA em menor espaco de tempo; possuem
alta reprodutibilidade, ou seja, possui menor variagéo da aplicabilidade do modelo; é
menos suscetivel a vieses de indugao por se tratar de um modelo relativamente mais
simples, enquanto que modelos mais complexos, estdo mais suscetiveis a erros na
indugdo, como por exemplo, modelos cirdrgicos que exigem maior gama de
procedimentos (McCoy, 2015; Kuyinu et al., 2016; Kim et al., 2018).

Adicionalmente, o crescente aumento de uso deste modelo indica melhores
possibilidades comparativas entre estudos, podendo levar a tomadas de decisdes
mais assertivas sobre abordagens relacionadas (McCoy, 2015; Kuyinu et al., 2016;
Kim et al., 2018). Portanto, mediante todos os aspectos relatados, este trabalho teve

como intuito estudar os efeitos de diferentes frequéncias de exercicio moderado sobre
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a OA de joelho em ratos Wistar, induzida por um composto quimico (MIA) em modelo

animal.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Analisar o efeito de diferentes frequéncias de exercicio fisico moderado em

esteira como tratamento da OA de joelho induzida por MIA em ratos Wistar.

2.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Averiguar o ganho de peso dos animais submetidos ao experimento
mediante pesagem durante periodo de treinamento;

e Detectar niveis de enzimas do ciclo de Krebs citrato sintase e
succinato desidrogenase, além de enzimas da cadeia transportadora
de elétrons (complexo | e Il) em amostras de gastrocnémio da pata
traseira direita;

e Verificar a producéo de oxidantes (DCF e Nitrito), sistema de defesa
antioxidante (SOD e GSH) e danos oxidativos (carbonil e sulfidrila)
em amostras intra-articulares do joelho direito;

¢ |dentificar niveis de citocinas pré-inflamatérias TNF-a, IL1-f e IL6 em
amostras intra-articulares do joelho direito;

¢ Identificar niveis de citocinas anti-inflamatérias IL4 e IL10, além do
fator de crescimento como TGF-B, em amostras intra-articulares do
joelho direito;

e Verificar a expressao génica de metaloproteinases de matriz 13
(MMP13) e proteina morfogénica 6ssea 2 (BMP2) em amostras intra-
articulares do joelho direito;

e Registrar imagens macro dos tecidos articulares do platd tibial e do
cbéndilo femoral do joelho direito;

e Analisar a histologia dos tecidos da cartilagem do platé tibial e do
cébndilo femoral do joelho direito, tal como: grau de lesdo da
cartilagem, quantificagdo de condrécitos, espessura da cartilagem e

medida de superficie de contato.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.PROCEDIMENTOS ETICOS

O presente estudo foi submetido a avaliacdo da Comissao Etica para Uso
de Animais (CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense — UNESC, sendo
aprovado conforme parecer em anexo, no dia 22 de fevereiro de 2022, sob o numero
protocolar 083/2021, com todos os procedimentos em conformidade com as diretrizes
brasileiras para uso de animais com propésitos cientificos e didaticos (Lei 11.794,
DOU 27/5/13, MCTI, p.7). Salienta-se ainda que todas as experiéncias com uso de
animais foram baseadas em conformidade com as diretrizes ARRIVE (Percie du Sert
et al., 2020).

3.2. ANIMAIS

Este trabalho contou com a utilizagdo de 60 ratos Wistar machos com 2
meses de idade, pesando entre 200 a 300 g, provindos da col6nia de reprodugao do
Biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense — UNESC. Todos os animais
foram alojados em caixas de plastico especificas acomodando 4 a 5 ratos. Estas
caixas (gaiolas) continham aproximadamente 30 cm de comprimento x 20 cm de
largura x 13 cm de altura. Possuiam na base interior revestimento com maravalha e
na parte superior grade em metal para circulagao de ar, inspe¢ao, armazenamento de
comida e mamadeiras de agua. As caixas foram mantidas em local com climatizagc&o
controlada de 21 = 1°C, ciclo claro-escuro de 12/12h. Foi fornecido aos ratos dieta
padrao para roedores e agua do sistema hidraulico da instituicado de forma ad libitum.

Para o experimento, os animais foram divididos randomicamente em 4
grupos contendo 14 a 16 animais conforme descrito a seguir:

e Controle (sham): n=14

e Osteoartrite (OA): n=14

e Osteoartrite + exercicio fisico moderado 3x por semana em dias
alternados (OA + 3x): n=16

e Osteoartrite + exercicio fisico moderado 5x por semana em dias

consecutivos (OA + 5x): n=16
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Os grupos com intervengdo foram acrescidos de 2 animais por grupo
((14+2=16) = (+14%)) para suprir eventuais perdas ou ndo adaptacéo ao protocolo.
Na ocorréncia de ndo haver circunsténcias excludentes dos animais acrescidos, tal
como sofrimento e/ou auséncia de adaptacdo ao exercicio, seriam mantidos nos
cdmputos do estudo. Todavia conforme esperado, dos 60 animais envolvidos no
experimento, 2 em cada grupo de exercicio foram excluidos mediante inaptidao para
realizacdo dos movimentos de caminhada em esteira. Desta forma os resultados
apresentados s&o organizados a partir de um n de 56 ratos subdivididos igualmente

em 14 animais cada grupo.

3.3.MODELO DE OSTEOARTRITE

Para inducdo de OA por injecao intra-articular de MIA, os ratos foram
anestesiados com isoflurano 4%, colocados em decubito dorsal, joelhos foram
flexionados e tricotomizados, limpados assepticamente e realizada a insercédo da
injecao através da regidao medial adjacente ao ligamento infrapatelar do joelho direto
(figura 7).

Este procedimento foi realizado com injegao intra-articular em dose unica
de 1,5mg de MIA (Sigma-Aldrich corporation, lote:#SLCK0393) diluido em 50ul de
solugdo salina 0.9% conforme Yamada et al. (2019). No grupo controle foi realizada
aplicacdo de solugdo salina no joelho direito seguindo o mesmo procedimento

anterior.

Figura 7: Imagem ilustrativa do modelo de indugdo de OA por injecao intra-articular de MIA.
Fonte: Propria autoria
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O preparado com MIA foi realizado no dia de indugao da OA e reservado
em tubo de falcon para o subsequente procedimento de aplicagdo. Foram utilizadas
seringas com ponta fixa e capacidade para 500ul, comumente usadas para
administracdo de insulina. Para melhor controle da quantidade injetada, a cada
aplicacao era aspirado pela seringa no tubo de falcon, a dosagem de 50ul do

preparado.

3.4.PROTOCOLOS DE EXERCICIO FiSICO

Para a pratica de exercicios fisicos, foi utilizada uma esteira motorizada
Insight (modelo EP-131, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) composta por 6 baias individuais
com altura de 15 cm, largura interna de 10 cm e comprimento de 50 cm (figura 8).
Equipamento conta com regulador digital de velocidade, tempo e unidade de medida
(cm/s ou m/min), além de painel com visor digital indicando velocidade, tempo e
distdncia percorrida. Também possui barra para ajuste manual da inclinagéo,
carenagem em acrilico e grade de eletroestimulagédo no fundo de cada baia com
controlador no painel.

Para forgcar os animais a realizarem os exercicios, salienta-se que nao foi
utilizado a grade de eletroestimulagdo do equipamento, em contrapartida optou-se
pela utilizagdo de bolinhas de ténis que quando colocadas atras dos ratos, os

estimulavam por toque e por sons a seguir no curso da esteira (figura 8).

Figura 8: Instrumento para realizagao dos protocolos de exercicio. Em A, esteira usada para a pratica
de exercicios por ratos wistar. Em B, execugao de exercicio em esteira com utilizagdo de bolinhas de
ténis para estimulo de animais.

Fonte: Propria autoria
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No 15° dia apds aplicacao intra-articular de MIA, iniciou-se a terapia com
exercicios aerobios de intensidade moderada onde os animais foram submetidos a
dois tipos de intervengao:

e Exercicio fisico em esteira 3x por semana em dias alternados
(OA+3x) (figura 9).

o Periodo de adaptacao: 4 dias de exercicio a uma velocidade
de 10 m/min, sem inclinagdo e com progressao de tempo (1°
dia: 10 min, 2° dia: 15 min, 3° dia: 20 min e 4° dia: 25 min);

o Periodo de treinamento: 8 semanas de duracdo, realizado
sem inclinagdo, 30 min/dia, a uma velocidade de 13 m/min
nas primeiras 4 semanas de treinamento e velocidade de 16
m/min nas semanas subsequentes, que conforme Leandro et
al. (2007), seria o equivalente a aproximadamente 50-60% do
VO2max.

e Exercicio fisico em esteira 5x por semana em dias consecutivos
(OA+5x) (figura 9).

o Periodo de adaptacao: 4 dias de exercicio a uma velocidade
de 10 m/min, sem inclinagdo e com progressao de tempo (1°
dia: 10 min, 2° dia: 15 min, 3° dia: 20 min e 4° dia: 25 min);

o Periodo de treinamento: 8 semanas de duracdo, realizado
sem inclinagdo, 30 min/dia, a uma velocidade de 13 m/min
nas primeiras 4 semanas de treinamento e velocidade de 16
m/min nas semanas subsequentes, que conforme Leandro et
al. (2007), seria o equivalente a aproximadamente 50-60% do

VO2max.
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Figura 9: Protocolo de frequéncia de exercicios em esteira.
Fonte: Propria autoria

Este protocolo de exercicio, resumido e exposto logo abaixo na tabela 1,
foi baseado em Cifuentes et al. (2010), e adaptado a partir de analises de revisdes
sobre exercicios e modelos animais de OA (Bricca et al., 2016; Bricca et al., 2017;
Mazor et al., 2019; Andrea Vargasa et al., 2020), de dados elencados na tabela do
apéndice A que mostra um conjunto de artigos que também relacionam exercicios e

modelos animais de OA, além da sintese destas informagdes conforme apéndice B.

Tabela 1: Tabela resumo do protocolo de exercicio fisico moderado em esteira

Semana Frequéncia Tempo  Velocidade
(semanal) (min) (m/min)
Adaptagdo  4x 10a25 10
1 3x ou 5x 30 13
2 3x ou 5x 30 13
3 3x ou 5x 30 13
4 3x ou 5x 30 13
5 3x ou 5x 30 16
6 3x ou 5x 30 16
7 3x ou 5x 30 16
8 3x ou 5x 30 16

Fonte: Adaptado de Cifuentes et al. (2010)
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Segundo revisao realizada por Mazor et al. (2019), destaca-se que
periodos de intervengcdo com velocidade de 18 m/mim possuem mudancgas
morfologicas positivas quando implementados entre 3 a 4 semanas. Porém periodos
de intervengao maiores, recomenda-se velocidades menores como 13 a 15 m/mim.

Em adig¢do, dados apontados nos artigos do apéndice A e sintetizados no
apéndice B, ilustram que a maioria dos protocolos que visam o tratamento da OA por
meio do exercicio moderado, realizam velocidades entre 12 a 18 m/min, tempo de 30
min, periodo de 8 semanas e frequéncias entre 3 a 5x/semana. Dessa forma, tentou-
se organizar o protocolo deste estudo de modo que ficasse alinhado com as principais

caracteristicas encontradas na literatura para o uso do exercicio como terapia da OA.

3.5.EUTANASIA

Ap0ds a intervengao com treinamento fisico, os animais foram anestesiados
com isoflurano 4% e conduzidos a guilhotina para eutanasia. Posteriormente os
tecidos intra-articulares e do musculo gastrocnémio da pata posterior direita foram
removidos e acondicionados em freezer -80 °C para analises subsequentes.

Para realizagao das analises metabdlicas, foram designadas de cada grupo
6 amostras de musculo gastrocnémio. Nas avaliagbes bioquimicas e moleculares,
utilizou-se de cada grupo 9 amostras de tecidos intra-articulares (todos os tecidos
intracapsulares da articulagdo). Destas 9, antes da homogeneizagdo, foram
selecionadas randomicamente 3 amostras de cada grupo para realizagao de imagens
macro do platd tibial e céndilo femoral, depois foram reencaminhadas para serem
homogeneizadas. Para as avaliagdes histologicas, foram utilizadas 5 amostras de
cada grupo contendo a epifise 6ssea femoral distal com a superficie cartilaginosa,

epifise 6ssea tibial proximal com a superficie cartilaginosa, além dos meniscos.

3.6. DESCARTE DE MATERIAL

Posteriormente a eutanasia, os animais foram acondicionados em sacos
plasticos brancos leitosos devidamente identificados como “lixo infectante” e
encaminhados ao freezer de residuos do biotério da instituicdo. Todos os
procedimentos conforme RDC n° 306/2004 da ANVISA (Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria).
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3.7.ANALISES

3.7.1. Avaliagao de ganho de peso

Para pesagem dos animais, foi utilizada uma balanga com escala em
miligramas e um recipiente conico de contencgao. O recipiente foi colocado sobre a
balanca, realizada a tara e posteriormente colocado os animais individualmente no
recipiente para avaliagdo do peso. Como forma de acompanhamento, as pesagens
foram realizadas todas as semanas a partir do inicio do periodo de treinamento e para
avaliacao do ganho de peso foi computada a subtragéo do peso final pelo peso inicial

de cada animal. Os resultados foram expressos em gramas.

3.7.2. Atividade metabdlica

Os tecidos do musculo gastrocnémio (n-6 animais/grupo) foram
homogeneizados com tampéo SETH (250 mM sacarose, 2 mM EDTA, 10 mM Trisma
base, 50 IU/ml heparina), pH 7,4. O homogenato foi centrifugado a 3000 RPM por 10

minutos e o sobrenadante foi mantido a -80 °C até a realizacado das analises.

3.7.2.1. Citrato sintase

Foi avaliado em um meio de incubacédo contendo 5,5-ditiobis-(acido 2-
nitrobenzadico) (DTNB) 0,1 mM, acido oxaloacético 0,2 mM, Triton X-100 0,1 % e acetil-
CoA 0,1 mM, em um tampéao Tris-HCI 100 mM, pH 8,0. A reducédo do DTNB a acido
2-nitro-5-tiobenzodico (TNB) foi medida espectrofotometricamente a 412 nm por 3

minutos a 37°C (Srere, 1969). A atividade foi expressa em nmol.min-'.mg proteina™’.

3.7.2.2. Succinato desidrogenase

Para a medida da atividade da enzima succinato desidrogenase, ao meio
de incubacgao contendo tampao fosfato de potassio 62,5 mM pH 7,4, Triton X-100 0,1
%, succinato de sédio 1 mM e 2,6-dicloroindofenol (DCIP) 9 uM, foi adicionado
amostra contendo cerca de 80 a 140 ug de proteina. Os sistemas foram pré-incubados

por 30 minutos a 30°C em banho-maria e, apds, ocorreu a adicao de azida sddica 4,3
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mM, rotenona 7 uM, metassulfato de fenazina 1 mM e DCIP 42 uM. A reducgéo do
DCIP foi determinada em 600 nm durante 5 minutos a 25°C (Fischer et al., 1985). A

atividade foi expressa em nmol.min-'.mg proteina’.

3.7.2.3. Complexo |

Ao meio contendo tampao fosfato de potassio (100 mM, pH 7,4) e proteinas
do homogeneizado foram adicionados NADH 14mM, rotenona 1,0 mM e ferrocianeto
(FeCN 10 mM). As absorbancias foram registradas por 3 minutos a 420nm a 25 °C. A
atividade do complexo | foi medida através da taxa de NADH-dependente da redugao
do ferricianeto, que pode ser observada pela diminuigdo da absorbancia (Cassina e

Radi, 1996). Os dados foram apresentados em nmol/min~".mg protein~".

3.7.2.4. Complexo Il

O meio de incubacéo foi constituido de fosfato de potassio (40 mM, pH 7,4),
succinato de sodio (16 mM) e DCIP (8 uyM) e as proteinas do homogeneizado
incubados a 30°C por 20 minutos. Depois, foi adicionado ao meio 4 mM de azida
sodica e 7 mM de rotenona e a reagao iniciou com adicdo de 40 mM de DCIP. As
absorbancias foram registradas por 5 minutos a 600 nm. A atividade do complexo |l
foi medida pela diminuicido da absorbancia causada pela reducdo do 2,6-
dicloroindofenol (Fischer et al., 1985). Os dados foram apresentados em

nmol/min~'.mg protein™.

3.7.3. Oxidantes

3.7.3.1. DCFH-DA

Os niveis de 2,7-diclorofluoresceina oxidada (DCF) (n-9 animais/grupo)
foram monitorados em amostras incubadas com 10 mM diacetato de 2'7'-
diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA) a 37 °C por 30 minutos. A formagédo de
derivados fluorescentes oxidados foi monitorada em comprimentos de onda de
excitagao e emissao de 488 e 525nm, respectivamente, usando um espectrofotdmetro
de fluorescéncia. Uma curva padrdo DCF foi medida usando 10 mM DCF como um
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controle interno no experimento, e os resultados sdo expressos como intensidade de

fluorescéncia (Wang et al., 1999).

3.7.3.2. Indicador da formagéo de oxido nitrico (NO-)

A producdo de NO- (n-9 animais/grupo) foi avaliada
espectrofotometricamente através do metabolito estavel nitrito. Para mensurar o
conteudo de nitrito, as amostras foram incubadas com reagente Griess (1 %
sulfanilamida em 0,1 mol/L HCl e 0,1 % de dicloridrato de n-(1-naftil)-etilenodiamina)
em temperatura ambiente por 10 minutos e a absorbancia sera medida a 540 nm
usando leitor de microplacas. O conteudo de nitritos foi calculado com base em uma
curva padrao de 0 a 100 nM realizada com o metabdlito nitrito de sodio. Os resultados

foram calculados em umol nitrito/mg proteina (Chae et al., 2004)

3.7.4. Marcadores de danos oxidativos

3.7.4.1. Grupos sulfidrila

O teor de tiol total (n-9 animais/grupo) foi determinado usando o método
com DTNB (reagente de Ellman). Resumidamente, 30 mL de amostra foram
misturados com 1 mL de solugéo salina tamponada com fosfato/1 mM de EDTA (pH
7,5). A reacéo foi inicializada pela adicdo de 30 uL de solugéo estoque de DTNB 10
mM em solucdo salina tamponada com fosfato. Amostras de controle, que nao incluam
DTNB ou proteina, foram executadas simultaneamente. Apods incubacédo por 30
minutos em temperatura ambiente, foi realizada leitura da absorbancia em 412 nm e
calculada a quantidade de TNB (equivalente a quantidade de grupos sulfidrila)
(Aksenov e Markesbery, 2001).

3.7.4.2. Carbonilagao de proteinas

O dano oxidativo de proteinas (n-9 animais/grupo) foi determinado
mediante a quantificacdo de proteinas carboniladas através da reagdo de grupos
carbonilas com a 2,4-dinitrofenilhidrazina. As proteinas foram precipitadas pela adi¢gao

de acido tricloroacético a 20% e reagdo com 2,4-dinitrofenilhidrazina. As amostras
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foram entéao redissolvidas em cloridrato de guanidina 6M e os conteudos de carbonila
foram determinados medindo a absorbancia em 370 nm e usando um coeficiente de
absorc&o molar de 22.000 M1 M-1. cm-1 (Levine et al., 1990).

3.7.5. Atividades de enzimas antioxidantes

3.7.5.1. Superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD (n-9 animais/grupo) foi determinada pela inibicao da
oxidagao da adrenalina. As amostras de plasma foram homogeneizadas em tampéo
de glicina. Volumes de 5, 10 e 15 pl de amostra foram separados apos
homogeneizagdo e 5 ml de catalase (0,0024 mg/ml em agua destilada), 175-185 ml
de tampéao glicina (0,75 g em 200 ml de agua destilada a 32 °C, pH 10,2), e 5 ul de
adrenalina (60 mM em &gua destilada mais 15 ml/ml de HCI fumegante) foram
adicionados, incubados por 180 segundos em intervalos de 10 segundos e medidos
em um leitor SpectraMax i3XELISA a 480 nm. Os valores foram expressos como

unidade SOD/mg de proteina (U/mg de proteina) (Bannister e Calabrese, 1987).

3.7.5.2. Glutationa (GSH)

Os niveis de GSH (n-9 animais/grupo) foram determinados como descrito
por Hissin &Hilf, com algumas adaptacdées. GSH foi mensurada nas amostras de
tecido apds precipitacéo de proteina com acido tricloroacético a 10%. Em parte da
amostra foi adicionado 800 mM de tampéo fosfato (pH 7,4) contendo 500 mM de o-
ftaldialdeido. O desenvolvimento de cor resultante a partir da reagcdo entre o-
ftaldialdeido e tidis atingiu 0 maximo em 5 minutos e manteve-se estavel durante mais
de 30 min. A absorbancia foi lida a 412 nm depois de 10 min. Uma curva padrao de
glutationa reduzida foi usada para calcular os niveis de GSH nas amostras. Os
resultados s&o expressos como U fluorescéncia/mg de proteina (Hissin e Hilf, 1976).

3.7.6. Determinacgao de conteudo proteico

O teor de proteina a partir das amostras de tecido homogeneizados (n-9

animais/grupo) foi avaliado utilizando albumina de soro bovino como um padréao, de
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acordo com Lowry e colaboradores. Reagente fosfomolibdico-fosfotungstico (Folin
fenol) foi adicionado para ligar-se a proteina. O reagente foi lentamente reduzido

passando de amarelo para azul. Absorbancia foi lida a 750 nm (Lowry et al., 1951).

3.7.7. Mediadores inflamatérios

3.7.7.1. Citocinas

As amostras foram processadas (n-9 animais/grupo) e apods foi
sensibilizado a placa para posterior incubagédo com o anticorpo. Para dosagem das
citocinas (TNF-a, IL1-B, IL6, IL4, IL10, TGF-B) foi utilizado o método enzyme-linked
immunosorbent assay — sandwich (ELISA — sanduiche/captura) ligados a enzimas
padrao e leituras de absorbancia medidas por espectrofotdmetro (Kit ELISA invitrogen;

by Thermo Fischer Scientific — Bender Medsystems GmbH; Vienna, Austria).

3.7.8. Expressao génica

Foi avaliado a expressdao génica (n-6 animais/grupo) de proteina
morfogénica 6ssea (BMP2 — Id. gene: 29373) e metaloproteinase 13 (MMP13 — Id.
gene: 171052) (NCBI, 2022). O RNA total foi extraido utilizando o reagente TRIzol®
(Life Technologies) e seguindo as instrugbes recomendadas pelo fabricante. O RNA
obtido foi solubilizado em 30 pl de agua Milli-Q, tratada com DEPC 0,1% (Sigma),
agrupado em um unico tubo e armazenado a -20 °C. O RNA total extraido foi
quantificado por espectrofotometria em absorbancia a 260nm e 280nm. A relagao
entre as absorbancias 260/280 nm foi utilizada para estimar a contaminagcdo por
proteinas. Foram considerados de boa qualidade os RNAs cuja relagdo 260/280nm
estiverem entre 1,8 e 2,0. Logo apds, o DNA complementar foi sintetizado por meio
da transcriptase reversa M-MLV, que promove uma fita de DNA complementar a partir
de RNA de fita simples. A parte final inclui a reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
em tempo real, por meio do sistema do corante SYBR Green, que possui ligagéao
altamente especifica ao DNA dupla-fita, para detectar o produto da PCR, conforme se

acumula durante os ciclos da reagao.
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3.7.9. Morfologia tecidual

Para apresentar imagens representativas da morfologia dos tecidos
articulares de cada grupo (n-3 animais/grupo), realizou-se a captura de imagens
macroscopicas por meio do estereomicroscoépio Zeiss Stemi DV4 com ampliacdo de
até 32x. A selecdo da imagem que melhor representa o perfil de cada grupo foi
realizada por 2 pesquisadores em separado. Na divergéncia da escolha, um terceiro
pesquisador foi acionado. Foram exibidas na ilustragdo que reune as imagens do perfil

de cada grupo, as estruturas tanto de condilo femoral, quanto de platé tibial.

3.7.10. Histologia

Nas avaliagdes histologicas, as amostras teciduais da articulagao posterior
direita (n-5 animais/grupo) foram embebidas em solu¢ao de paraformaldeido (PFA) a
10% em tampéo fosfato 0,1 M (pH 7,4) por 48 horas. Posteriormente, incluidas em
parafina apds descalcificacdo, desidratacdo e clareamento, e seccionadas em cortes
de 5 ym de espessura. Através da coloragdo de hematoxilina-eosina (H&E) foram
avaliados o numero de condrdcitos, a espessura de cartilagem e a medida de
superficie da cartilagem (Moscardi et al., 2018). A leitura das laminas foi realizada em
microscopio Optico (até 400x de aumento) e quantificadas com auxilio do programa
Imaged. A contagem do numero de condrdcitos foi realizada através da utilizagdo do
Plugin “Cell Counter” do software considerando a coloragéo nuclear de células. Para
avaliacao dos graus de lesao da cartilagem, as amostras foram marcadas com Alcian
Blue e analisadas conforme o score OARSI descrito por Pritzker et al. (2006): O -
cartilagem normal; 1 — fibrilagbes de superficie, 2 — fibrilagbes até camadas mais
profundas e desorientagcao de condrdcitos, 3 — fissuras, 4 — erosdo dos componentes

da matrix extracelular, 5 — desnudagao 6ssea, 6 — microfraturas e remodelacao 6ssea.
3.7.11. Analise estatistica
Na analise estatistica os dados foram apresentados por média e erro

padrao médio (EPM), ao qual foram avaliados a partir do teste de normalidade de

Shapiro Wilk e mensurados através do teste de analise de variancia de uma via
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(ANOVA-one way) seguido pelo teste de post hoc Tukey, considerando p<0.05. Como

pacote estatistico, foi usado o programa GraphPad Prism 7.
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4. RESULTADOS

4.1. GANHO DE PESO

Nesta analise os animais foram pesados semanalmente, a partir deste
procedimento foi possivel averiguar o ganho de peso que cada animal atingiu ao final
das 8 semanas de treinamento. Na figura 10, o grupo OA + 5x demonstra um menor

ganho de peso em comparagao aos grupos sham (p<0.05) e OA (p<0.01).
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Figura 10: Efeitos do tratamento com exercicio fisico moderado realizado 3 ou 5 vezes por semana
sobre a média de ganho de peso corporal. Esta avaliagédo foi realizada a partir do ganho de massa
corporal total dos animais. Abreviagdes: g, gramas. Dados s&o apresentados como média +/- EPM
em que: #p<0.05 vs. grupo sham; **p<0.01 vs. grupo OA.

4.2. ATIVIDADE METABOLICA

Na figura 11 é apresentada a avaliagdo dos niveis da atividade de
componentes do ciclo de Krebs e da CTE, entre eles: succinato desidrogenase (SDH);
citrato sintase (CS); complexo |; e complexo Il. Na avaliagdo de SDH em A n&o houve
resultados significativos. Em B, ambos os grupos tratados com exercicio moderado
demostraram aumento significativo de atividade da CS em comparagao ao grupo OA
(p<0.05). Subsequentemente em C, o complexo | apresentou aumento significativo de
atividade no grupo OA + 3x em comparagado com o grupo OA (p<0.05), porém houve
aumento significativo ainda maior da atividade do complexo | no grupo OA + 5x
quando comparado com o grupo OA (p<0.001). Em D, na analise do complexo Il, n&o

houve resultados significativos.



48

A w 1.5- B s 127
£ c
2 ©
o s .
o o
o 1.04 o 8- u
E = E
e e I
E E
S 0.5- s 41
H £
I wn
a [&]
? 0.0 0
=3 Sham
mm OA
E3 OA + 3x
Ea OA + 5x
5 4007 7 0.8
0 ]
o Q
2 300+ ek o 0.6+
E 1 : T
£ £
£ 200- E04{ T
[¢] [+]
H £
9100 _— 9 0.2
2 2
o Q
§ £
o 0 S 0.0

Figura 11: Efeitos do tratamento com exercicio fisico moderado realizado 3 ou 5 vezes por semana
sobre a atividade metabdlica. Nos graficos sdo apresentadas as avaliagbes de SDH em A, CS em B,
Complexo | em C e Complexo Il em D. Estas avaliagbes foram realizadas a partir de amostras do
musculo gastrocnémio. Abreviagdes: SDH, succinato desidrogenase; CS, citrato sintase. Dados séo
apresentados como média +/- EPM em que: *p<0.05 vs. grupo OA; ***p<0.001 vs. grupo OA.

4.3.OXIDANTES

Para analisar aspectos de estresse oxidativo, avaliou-se a atividade de
moléculas oxidantes conforme figura 12. Em A, o grupo OA apresentou aumento
significativo de DCF em comparagé&o ao grupo Sham (p<0.05). Ademais, em contraste
com o grupo OA, houve diminuigao significativa de DCF tanto no grupo OA + 3x
(p<0.01), quanto especialmente no grupo OA + 5x com diminuigao significativa ainda
maior (p<0.0001). Ja em B, o grupo OA + 5x ndo mostrou diferenga significativa nos
niveis de nitrito quando comparado aos dados do grupo sham. Porém tanto o grupo
OA, quanto o grupo OA + 3x indicaram aumento significativo de nitrito comparado ao

grupo sham (p<0.05).



49

A

101
I #
o
[«)]
E 64 woke

w e —_

QG I

oc
% 4 e
]
S 24
w
= 0 =3 Sham

mm OA
B Ea OA + 3x
8+
g BEa OA + 5x
g
S ]
g # #
Q.
(=)}
E 4 ——
= I
=
%
0

Figura 12: Efeitos do tratamento com exercicio fisico moderado realizado 3 ou 5 vezes por semana
sobre os niveis de oxidantes. Nos graficos sdo apresentadas as avaliagbes de DCF em A e Nitrito em
B. Estas avaliagdes foram realizadas a partir de amostras dos tecidos intracapsulares da articulagcéo
do joelho. Abreviagdes: DCF, Diclofluoresceina. Dados s&o apresentados como média +/- EPM em
que: #p<0.05 vs. grupo sham; **p<0.01 vs. grupo OA; ****p<0.0001 vs. grupo OA.

4.4. DANO OXIDATIVO E ANTIOXIDANTES

Nos demais aspectos para analise de estresse oxidativo, avaliou-se o dano
oxidativo (figura 13, A e B) e a atividade de enzimas antioxidantes (figura 13, C e D).
Na analise do carbonil em A, o grupo OA + 5x nao resultou em diferenca significativa
comparada ao grupo sham, enquanto ambos os grupos OA e OA + 3x obtiveram
aumento significativo de carbonil comparado com o grupo sham (p<0.05). Em B, na
avaliacdo de conteudo de sulfidrila, ndo houve resultados significativos. Na avaliagéo
da atividade antioxidante em C, o grupo OA mostrou diminuigao significativa da SOD
em comparagao com o grupo sham (p<0.05). Além disso, ambos os grupos tratados
com exercicio demonstraram aumento significativo de atividade da SOD quando
comparados ao grupo OA (p<0.05). Em D, na analise de GSH, ndo houve resultados
significativos.
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Figura 13: Efeitos do tratamento com exercicio fisico moderado realizado 3 ou 5 vezes por semana
sobre os niveis de dano oxidativo e antioxidantes. Nos graficos sao apresentadas as avaliagdes de
Carbonil em A, Conteudo de sulfidrilaem B, SOD em C e GSH em D. Estas avaliagdes foram realizadas
a partir de amostras dos tecidos intracapsulares da articulagdo do joelho. Abreviagbes: SOD,
superoxido dismutase; GSH, glutationa. Dados sdo apresentados como média +/- EPM em que:
#p<0.05 vs. grupo sham; **p<0.01 vs. grupo OA.

4.5.CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS

Também foi realizada avaliagao de quadros pré-inflamatoérios por meio de
citocinas como TNF-a, IL1-f e IL6 (figura 14). Em A e B, o grupo OA apresentou
aumento significativo nos niveis de TNF-a e IL1- comparado ao grupo sham (p<0.05).
Em contraste com o grupo OA, houve diminuig&do significativa na expresséo de TNF-
a e IL1-p tanto no grupo OA + 3x (p<0.01), quanto principalmente no grupo OA + 5x
com diminuigdo significativa ainda maior destes marcadores (p<0.001 e p<0.0001

respectivamente). Em C, o grupo OA demonstrou aumento significativo de IL6 quando
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comparado com o grupo sham (p<0.05). Por outro lado, os grupos tratados com

exercicio ndo apresentaram diferencas significativas com o grupo sham.
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Figura 14: Efeitos do tratamento com exercicio fisico moderado realizado 3 ou 5 vezes por semana
sobre os niveis de citocinas pré-inflamatdrias. Nos graficos sdo apresentadas as avaliagdes de TNF-a
em A, IL1-f em B e IL6 em C. Estas avaliagdes foram realizadas a partir de amostras dos tecidos
intracapsulares da articulagédo do joelho. Abreviagdes: IL, interleucina; TNF, fator de necrose tumoral.
Dados sdo apresentados como média +/- EPM em que: #p<0.05 vs. grupo sham; **p<0.01 vs.
grupo OA; ***p<0.001 vs. grupo OA; ****p<0.0001 vs. grupo OA.

4.6.CITOCINAS ANTI-INFLAMATORIAS

Ademais este estudo avaliou o nivel de citocinas anti-inflamatérias como
IL4, IL10 e o fator de crescimento TGF-B conforme figura 15. Em A, na analise de IL4,
nao houve resultados significativos. Em B, o grupo OA obteve diminuigao significativa
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da expressao de IL10 em comparagao com o grupo sham (p<0.05). Além disso, o
grupo OA + 5x apresentou aumento significativo nos niveis de IL10 em comparagéao
ao grupo OA (p<0.01). Em C, os grupos OA e OA + 3x sinalizaram diminuigdo
significativa na expressao de TGF-3 quando comparados com o grupo sham (p<0.05).
Ainda na mesma analise, o grupo OA + 5x indicou aumento significativo de TGF- em

comparagao ao grupo OA (p<0.05).
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Figura 15: Efeitos do tratamento com exercicio fisico moderado realizado 3 ou 5 vezes por semana
sobre os niveis de citocinas anti-inflamatdrias. Nos graficos sdo apresentadas as avaliagdes de IL4 em
A, IL10 em B e TGF-B em C. Estas avaliagbes foram realizadas a partir de amostras dos tecidos
intracapsulares da articulacdo do joelho. Abreviagdes: IL, interleucina; TGF, fator de crescimento
transformador. Dados sdo apresentados como média +/- EPM em que: #p<0.05 vs. grupo sham;
*p<0.05 vs. grupo OA; **p<0.01 vs. grupo OA.
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4.7.EXPRESSAO GENICA

Na figura 16 foi avaliado o estimulo ao perfil anabodlico decorrente da
expressado génica de BMP2 e do perfil catabdlico oriundo da expressao génica de
MMP13. Em A, o grupo OA demonstrou diminui¢ao significativa de BMP2 comparado
ao grupo sham (p<0.05). Enquanto isso, ambos os grupos tratados com exercicio
resultaram em aumento significativo de BMP2 ao compara-los com o grupo OA
(p<0.01). Em B, O grupo OA apresentou aumento significativo de MMP13 em
comparagao ao grupo sham (p<0.05). Em contrapartida o grupo OA + 5x mostrou

diminuicao significativa de MMP13 em relagéo ao grupo OA (p<0.05).
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Figura 16: Efeitos do tratamento com exercicio fisico moderado realizado 3 ou 5 vezes por semana
sobre a expressao génica de BMP2 e MMP13. Nos graficos sdo apresentadas as avaliagdes de BMP2
em A e MMP13 em B. Estas avaliagbes foram realizadas a partir de amostras dos tecidos
intracapsulares da articulagido do joelho. Abreviagdes: BMP, proteina morfogénica 6ssea; MMP,
metaloproteinase de matriz. Dados sdo apresentados como média +/- EPM em que: #p<0.05 vs.
grupo sham; *p<0.05 vs. grupo OA; **p<0.01 vs. grupo OA.

4.8.MORFOLOGIA TECIDUAL

Na figura 17, sado apresentadas as imagens representativas do aspecto

morfoloégico articular relacionado aos grupos investigados no presente estudo. Na
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parte superior da ilustracido sdo mostrados os condilos femorais, enquanto na parte

inferior sdo expostos os platés tibiais de cada grupo.

OA+3X OA+5X

OA

Figura 17: Efeitos do tratamento com exercicio fisico moderado realizado 3 ou 5 vezes por semana
sobre o aspecto morfolégico dos tecidos articulares do condilo femoral (parte superior) e platé tibial
(parte inferior).

4.9.HISTOLOGIA

Na analise apresentada na figura 18, foram realizadas avaliagcbes
demonstradas por imagens histoldgicas representativas, graus de lesdao mediante o
score OARSI, quantificacdo de condrécitos, medida de espessura de cartilagem e
medida de superficie de contato. Em A, sdo ilustradas as imagens representativas de
cada grupo. No grafico B, o grupo OA resultou em aumento significativo do grau de
lesdo em comparagado ao grupo sham (p<0.05). Em contrapartida ambos os grupos
com tratamento de exercicio fisico sinalizaram diminui¢ao significativa dos graus de
lesdo em relagdo ao grupo OA (p<0.05). Em C, na quantificacdo do numero de
condrocitos, ndo houve resultados significativos. Em D, o grupo OA apresentou
diminuicao significativa de espessura de cartilagem ao compara-lo com o grupo sham
(p<0.05). Por outro lado, ambos os grupos tratados com exercicio moderado nao
apresentaram diferencas significativas comparados com o grupo sham. Em E, o grupo
OA + 5x demonstrou aumento significativo de superficie de contato em relagdo ao
grupo OA (p<0.01).
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Figura 18: Efeitos do tratamento com exercicio fisico moderado realizado 3 ou 5 vezes por semana
sobre a analise histolégica. Em A sdo demonstradas imagens representativas de cada grupo marcadas
com Alcian Blue; em B o score OARSI; em C o niumero de condrécitos; em D a espessura de cartilagem;
e em E a medida de superficie de contato. Estas avaliagdes foram realizadas a partir de amostras dos
tecidos articulares do plato tibial e condilo femoral. Abreviagées: OARSI, Osteoarthritis Research
Society International. Dados sdo apresentados como média +/- EPM em que: #p<0.05 vs. grupo
sham; *p<0.05 vs. grupo OA; **p<0.01 vs. grupo OA.
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5. DISCUSSAO

A osteoartrite (OA) é caracterizada como uma doencga articular crénica
multifatorial associada com degeneracdo da cartilagem, processo inflamatorio,
estresse oxidativo e alteragcbes 0sseas. Apesar da cartilagem articular ser o principal
tecido envolvido nesta patologia, estudos reafirmam que esta doenga envolve uma
acgao crosstalk entre tecido cartilaginoso, 6sseo, muscular e adiposo (Hunter e Felson,
2006; Lammert e Zeeb, 2014; lijima et al., 2016a; Ding et al., 2022).

Entre os tratamentos para OA, o exercicio fisico é evidenciado como uma
das principais e mais fortes indicagdes (Wittenauer et al., 2013; Kolasinski et al., 2020).
Todavia, assim como em medicamentos, é imperativo atentar-se para as dosagens
adequadas destas atividades. Conforme a literatura, a realizacdo de exercicios
estimula processos fisiolégicos que podem desencadear micro lesdes, processos
inflamatdrios e estresse oxidativo dependentes de diversos fatores da pratica, tal
como intensidade, duracéo e frequéncia (Gomes et al., 2012; Allen et al., 2015; Chow
et al., 2022).

Isto €, enquanto exercicios de intensidade vigorosa estimulam estresse
fisico capaz de proporcionar fatores propicios a formagao de OA, exercicios de
intensidade moderada sio recorrentemente indicados por induzir adaptagdes
moduladas por reagdes anti-inflamatorias e antioxidantes capazes de equalizar e/ou
suprimir a promogao de expressdes pré-inflamatérias e oxidantes (Gomes et al., 2012;
Allen et al., 2015; Chow et al., 2022; da Silva et al., 2023). Além disso, dentro da
discussdo dos efeitos benéficos do exercicio, a manutengao/cronificacdo destas
atividades € elencada como ponto importante para obtengdo de efeitos favoraveis
(Gleeson et al., 2011; Tromm et al., 2011; Gomes et al., 2012; Allen et al., 2015;
Scheffer e Latini, 2020; Chow et al., 2022).

Isto posto, a frequéncia de execug¢ao do exercicio fisico moderado pode ser
determinante para potencializar efeitos protetores no tratamento da OA (da Silva et
al., 2023). Corroborando com tal aspecto, no presente estudo, a dosagem de exercicio
5x/semana em dias consecutivos mostrou-se superior frente a analise fisioldgica, de
marcadores metabdlicos, de estresse oxidativo, de inflamag&o e de histologia. Desta
forma, identificou-se que a cartilagem como tecido distinto e limitado quanto a sua

recuperacao, pode sofrer interferéncia da frequéncia do esforgo fisico motivado pelo
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exercicio, resultando em aspectos diferenciados dependentes da frequéncia de
execucgao.

Na analise fisiologica de ganho de peso dos animais, evidenciou-se que a
realizacdo de exercicios 5x semanais promove maior controle da massa corporal,
podendo contribuir para diminuicdo do estresse mecanico sobre a articulagdo do
joelho. Além disso o sobrepeso € um dos fatores predisponentes para o
desenvolvimento da OA, logo o controle de peso corporal pode ser encarado como
um auxiliar no combate a OA (Hunter e Felson, 2006; Robins et al., 2013; Wittenauer
et al., 2013; Kolasinski et al., 2020).

Ademais, estudos indicam que o sobrepeso € associado com inflamagao
sistémica crbénica de baixo grau. Adipdcitos hipertréficos podem limitar o fluxo
sanguineo em tecidos e provocar inibicdo de oxigénio e nutrientes celulares
proporcionando hipoxia e morte celular (Ouchi et al., 2011; Allen et al., 2015).

Em resposta a este processo, adipécitos realizam a liberacdo de
quimiocinas (MCP1 e CXCL5) com intuito de recrutar leucocitos para o local
prejudicado a fim de combater e/ou remover o estimulo celular agressor. Somado a
isso, estas células adiposas hipertroficas também expressao adipocinas (TNF-o e IL6)
ativando macrofagos no tecido adiposo, que por sua vez realizam a liberagao de IL1-
B, TNF-o e NO-, formando um ciclo inflamatério vicioso (Gleeson et al., 2011; Ouchi et
al., 2011; Wu et al., 2020). Neste mesmo sentido e de forma mais localizada, a gordura
de Hoffa, tecido adiposo localizado na face posterior do ligamento infrapatelar, pode
ser responsavel por secretar citocinas pro-inflamatorias com potencial de interagir com
tecidos intracapsulares da articulagdo e auxiliar na condugdo de processos
inflamatorios capazes de influenciar a OA (Yang et al., 2017; Wu et al., 2020; Zahan
et al., 2020).

Sendo assim, fomenta-se a hipétese que o menor peso corporal do grupo
OA + 5x pode ter influenciado na diminuigdo da massa adiposa, repercutindo em
efeitos inibitorios de processos pro-inflamatérios mediados pelo tecido adiposo. O
tratamento com exercicio regular promove a diminui¢ao da produgédo de adipocinas
pro-inflamatérias e estimula a liberacdo de niveis mais altos de adiponectinas anti-
inflamatorias (Gleeson et al., 2011; Ouchi et al., 2011; Metsios et al., 2020). Além
disso, conforme a literatura, o exercicio fisico aumenta a lipdlise, melhora o perfil
lipidico do sangue e a sensibilidade a insulina e reduz o risco de desenvolver

adiposidade excessiva. Caracteristica relacionada principalmente com o aumento de
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consumo energético associado com o exercicio, ao qual queima parte da gordura
corporal e evita o balango energético positivo que contribui para o acumulo de
adiposidade (Gleeson et al., 2011; Ouchi et al., 2011; Metsios et al., 2020).

Desta maneira, associa-se que o menor ganho de peso dos animais
exercitados 5x por semana pode estar atrelado com o aumento de consumo
energético nos grupos tratados, especialmente no grupo com 5x semanais de
exercicio conforme analise de marcadores metabdlicos do complexo | e citrato sintase
(CS). Por sua vez, a CS € uma importante enzima participante do ciclo de Krebs, em
que o aumento de sua atividade indica a elevacao da taxa de produgao de energia
mitocondrial. Portanto tem sido utilizada como um marcador metabdlico na avaliacéo
da capacidade respiratoria e oxidativa (Pereira et al., 1992; Leandro et al., 2007).
Assim os resultados alcangados no presente estudo demonstram estar alinhados com
a literatura, especialmente pela convergéncia entre os apontamentos de controle de
peso e maior gasto energético dos grupos tratados ao qual reafirma o potencial de
intervengdo metabdlica dos protocolos de exercicio empregados.

Adiante, na avaliacdo de marcadores de estresse oxidativo, ambas as
frequéncias de exercicio fisico moderado utilizados para o tratamento de OA
mostraram modular os parametros avaliados. Porém, principalmente o grupo OA + 5x
que devido o maior numero de sessoes/estimulos semanais, pdde ter contribuido com
maior eficiéncia para modulacéo do estado redox.

Cada sessao de exercicio induz a elevagao na produgao mitocondrial de
ATP por meio da fosforilagdo oxidativa realizada na CTE. Este aumento de ATP
mitocondrial motivado pelo exercicio, € simultaneamente acompanhado do aumento
de ERO (Tromm et al., 2011; Gomes et al., 2012). A fim de contrabalangar o aumento
de moléculas oxidantes, paralelamente € estimulada a producdo de enzimas
antioxidantes dependentes da intensidade da atividade. Isto &€, conforme ocorre a
elevacao da intensidade do exercicio, ha o aumento concomitante de ERO que dentro
de limites fisioldgicos, s&o equalizadas por respostas antioxidantes (Gomes et al.,
2012).

Conforme a literatura o exercicio fisico € capaz de ativar Nrf2, envolvido na
reducao do estresse oxidativo (de Sire et al., 2021). Este fator de transcricdo atua
ligando-se aos elementos de resposta antioxidantes (ARE) na regido promotora de
genes antioxidantes. Normalmente o Nrf2 é mantido quiescente por meio da
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associagao com a Keap1 no citosol, restringindo sua translocag¢ao para o nucleo (de
Sire et al., 2021; Zhang et al., 2021; Fadilah et al., 2023).

Todavia, na presenga de ERO, o NFR2 se desvincula da Keap1,
translocando-se do citoplasma para o nucleo a fim de se ligar ao ARE. Como resultado
a transcrigao de enzimas antioxidantes sao promovidas com intuito de neutralizar as
ERO (de Sire et al., 2021; Zhang et al., 2021; Fadilah et al., 2023). Desta forma, o
exercicio fisico ativa Nrf2 em resposta ao aumento de ERO (de Sire et al., 2021).

Adicionalmente, o exercicio moderado regular, ou seja, a cronificagao desta
atividade, é capaz de gerar ambientes com maior atividade de antioxidantes
(Cifuentes et al., 2010; Tromm et al., 2011; Gomes et al., 2012). Tal qual como foi
identificado nos resultados dos grupos tratados desta pesquisa, onde indicou-se
aumento de atividade antioxidante (SOD), contribuindo para diminuigdo de oxidantes
e em decorréncia inibindo o dano oxidativo, principalmente no grupo OA + 5x ao qual
possuia maior frequéncia de exercicios semanais.

Por outro lado, a auséncia de tratamento no grupo OA, demonstrou a
eficacia do modelo de indugcdo da doenga a medida que conseguiu promover
parametros esperados para OA evidenciados pelos marcadores avaliados. Conforme
estudos, o aumento de espécies reativas € um aspecto frequentemente associado
com processos de degeneragado e consequentemente com a OA (Wittenauer et al.,
2013; Zahan et al., 2020; Ding et al., 2022).

No desenvolvimento da OA, motivados por fatores biofisicos e bioquimicos
que estimulam a degradagdo da cartilagem, condrdcitos tentam suprir materiais
danificados da MEC realizando sua sintese. Como consequéncia, aumentam sua
atividade metabdlica, podendo resultar em elevacdo mitocondrial de O2° que
posteriormente é catalisado em H202. (Zahan et al., 2020; Setti et al., 2021; Ding et
al., 2022). Como efeito, o aumento exacerbado de ERO’s pode ultrapassar as
barreiras antioxidantes conduzindo a despolarizacdo da membrana mitocondrial e
producao sustentada de ERO’s (Mao et al., 2020; de Sire et al., 2021). Desta forma, o
H202 é recorrentemente associado com a inibigdo da produgao de proteoglicanos nos
condrocitos mediante disfuncdo mitocondrial, favorecendo ao desbalanco entre a
atividade anabdlica e catabdlica em favor do catabolismo (Mao et al., 2020; Zahan et
al., 2020; Setti et al., 2021; Ding et al., 2022).

Isto posto, destaca-se que o marcador DCF tem sido usado como indicador

de H20:2 haja vista ser um produto fluorescente da oxidagdo de DCFH-DA, que ocorre



60

principalmente na presenca de H202 (Han et al., 2000). Conforme essa relagao, a
elevagao de DCF no grupo OA pode estar atribuida ao aumento de H202, reforgando
as caracteristicas osteoartriticas destes animais. Por outro lado, a diminui¢do nos
grupos tratados, enaltece o papel condroprotetor do exercicio, principalmente no
grupo OA + 5x ao qual obteve maior significancia.

Evidéncias de implicagdo de espécies reativas na degradagdo da
cartilagem, destacam também a presenca de nitrito nos fluidos biolégicos de pacientes
com OA e na cartilagem em modelos animais de OA (Zahan et al., 2020). Neste
aspecto, nitrito € um produto da oxidagdo de NO:- que normalmente reage com varias
moléculas diferentes formando nitrato ou nitrito, possibilitando ser um marcador para
este radical livre (Zahan et al., 2020). NO- é comumente produzido pela enzima NOS,
predominantemente pela isoforma iINOS em condrécitos e macrofagos na articulagao,
que produzem quantidades relativamente grandes de NO- em resposta a citocinas pro-
inflamatorias (IL1-B, TNF-o e IFN-y) e sobrecargas de cisalhamento (Zahan et al.,
2020; Setti et al., 2021). Devido sua toxicidade oxidativa, sua superprodugao na OA é
relacionada com a quebra de filamentos de DNA, oxidacado de proteinas e lipideos
(Mao et al., 2020; Zahan et al., 2020; Setti et al., 2021).

Dentre estes possiveis danos oxidativos, destaca-se neste estudo a
susceptibilidade de oxidacdo das proteinas na presenca de ERO/ERN, que pdde ser
averiguado baseando-se nos niveis de carbonilas proteicas elevadas e oxidagao de
tidis proteicos (Han et al., 2000; Tirosh e Reznick, 2000). Assim sendo, o aumento
significativo de nitrito e carbonil no grupo OA indica, respectivamente, elevagao na
formacdo de NO- e oxidagao de proteinas, ambos atributos que apontam o perfil
osteoartristico (Zahan et al., 2020). Enquanto isso, a inibicdo do aumento dos
marcadores nitrito e carbonil apenas no grupo OA + 5x, evidencia o melhor papel
antioxidante desta frequéncia de exercicio (Tromm et al., 2011; Gomes et al., 2012;
de Sire et al., 2021).

A fisiologia da OA também é marcada pelo forte papel inflamatério (Glyn-
Jones et al., 2015; Blaney Davidson et al, 2017; Molnar et al., 2021). Entre os
mediadores inflamatérios na patogénese da OA, estudos destacam IL1-, TNF-a e IL6
como mais importantes reguladores de processos pro-inflamatorios (Lammert e Zeeb,
2014; Woodell-May e Sommerfeld, 2020; Molnar et al., 2021). Desta forma, este

trabalho encontra-se alinhado com a literatura ao passo que o grupo OA apresenta
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niveis aumentados de todas as respectivas citocinas pro-inflamatérias supracitadas
(IL1-B, TNF-a e IL6), indicando o perfil inflamatério relacionado a OA.

Estas citocinas sdo ativadoras de uma infinidade de diferentes vias de
sinalizagao que ativam outras citocinas e processos patoldgicos, tais como expressao
de quimiocinas, colagenases, agrecanases, COX-2, PGE2 e NO- (Kuyinu et al., 2016;
Molnar et al., 2021). Em adi¢cdo o desequilibrio entre citocinas em favor das citocinas
pré-inflamatérias estimula um ciclo vicioso e ativagdo de enzimas catabdlicas (MMP e
ADAMTS) que conduzem a efeitos finais de danos aos tecidos da articulagéao (Glyn-
Jones et al., 2015; Blaney Davidson et al., 2017; Molnar et al., 2021). Aspecto
reafirmado nas avalicbes deste estudo em que houve aumento da expresséo génica
de MMP13 e aumento dos graus de lesdao OARSI registrado no grupo OA.

Por outro lado, a diminuig&o ou inibigdo destes marcadores (IL1-, TNF-a
e IL6) nos grupos tratados com diferentes frequéncias de exercicio, reafirma o papel
anti-inflamatério do exercicio em ambos os tratamentos, especialmente na terapia
com exercicio 5x por semana ao qual obteve valores mais significativos. Caracteristica
esta que pode ser corroborada mediante a analise de citocinas anti-inflamatérias em
que principalmente no grupo OA + 5x obteve aumento significativo de IL10 e TGF-p.
Este cenario indica que o maior numero de sessdes semanais de exercicio induz uma
resposta anti-inflamatéria sistémica mais persistente haja vista que, mesmo realizando
a eutanasia apos 72h da ultima sessao de exercicio, ainda foi possivel encontrar niveis
aumentados de marcadores anti-inflamatorios nos animais que realizaram exercicio
de esteira 5x por semana.

Conforme a literatura, o exercicio agudo (uma unica sessao de exercicio
aerobico ou de resisténcia) promove alteragcbes humorais a partir da secregcédo de
citocinas, podendo perdurar seus efeitos até 72h apos a atividade (Allen et al., 2015;
Chow et al., 2022). Entretanto, o exercicio regular/crénico (multiplas sessbes de
exercicio agudo) € associado a altera¢gdes mediadas por citocinas até no estado basal
(Chow et al., 2022; Magliulo et al., 2022). Fato que pode ter contribuido para as
modulag¢des dos marcadores pro-inflamatorios no grupo OA + 3x e dos marcadores
pré e anti-inflamatoérios no grupo OA + 5x.

Estas citocinas também denominadas de exercinas, sdo moléculas de
sinalizagao liberadas em resposta ao exercicio, que exercem efeitos anti-inflamatorios

através de vias enddcrinas, paracrinas e/ou autocrinas. Dentre as exercinas
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conhecidas, destacam-se principalmente as citocinas IL6, IL10 e IL1-RA (Chow et al.,
2022). Somada a isso, verifica-se na literatura especial atengéo para a IL6 como parte
precursora dos beneficios do exercicio. Apesar de originalmente conhecida por
possuir papel pré-inflamatorio, esta citocina também € reconhecida por seu perfil
pleiotrépico, possuindo grande destaque no exercicio fisico (Gleeson et al., 2011;
Allen et al., 2015; Benatti e Pedersen, 2015; Metsios et al., 2020; Chow et al., 2022;
Magliulo et al., 2022).

Tendo os macréfagos como secretores, a partir da presenca de TNF-a que
ativa a via de transcricdo de NF-kB e induz a expresséao de IL6, esta citocina exerce
estimulos proé-inflamatorios associados com a patogénese da OA (Lammert e Zeeb,
2014; Benatti e Pedersen, 2015; Metsios et al., 2020; Woodell-May e Sommerfeld,
2020; Molnar et al., 2021). Por outro lado, a IL6 expressa por midcitos perdura poucas
horas ap6s o término do exercicio e conduz uma resposta anti-inflamatoria associada
com a estimulagédo da secregao de IL10 e IL1-RA (Febbraio e Pedersen, 2002; Allen
et al., 2015; Benatti e Pedersen, 2015).

Dessa forma, como as analises deste estudo foram realizadas 72h apods a
ultima sessao de exercicio, salienta-se que a IL6 aqui avaliada possua perfil pro-
inflamatorio. Apesar disso, baseado na literatura, entende-se que cada sesséo de
exercicio realizada neste estudo promoveu a liberagdo de IL6 em midcitos em
contragao, estimulando um perfil anti-inflamatério sistémico (Febbraio e Pedersen,
2002; Gleeson et al., 2011; Allen et al., 2015; Benatti e Pedersen, 2015; Metsios et al.,
2020; Scheffer e Latini, 2020; Chow et al., 2022; da Silva et al., 2023). Neste sentido,
contribuindo com os achados deste trabalho que evidenciaram maior perfil anti-
inflamatério do grupo OA + 5x mediante maior frequéncia de sessdes.

O preciso mecanismo de como a IL6 ¢é liberada pelas células musculares
em contragdo ainda ndo é totalmente claro (Allen et al., 2015; Magliulo et al., 2022).
Todavia, estudos indicam que os efeitos anti-inflamatérios induzidos pelo exercicio,
motivados pela produg¢do de IL6 no musculo, ocorre sem a presenca de TNF-a ou
ativagdo de NF-kB (Benatti e Pedersen, 2015; Metsios et al., 2020), sendo regulado
pelo calcio (Ca*?) e estimulos glicogénio/p38 MAPK (Benatti e Pedersen, 2015;
Metsios et al., 2020; Scheffer e Latini, 2020; da Silva et al., 2023).

Destaca-se ainda que o pico de agao da IL6 liberada por midcitos é atingido
paralelamente com o término do exercicio, fortificando sua dependéncia do

movimento, enaltecendo que cada sessao de exercicio induz sua produgao (Febbraio
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e Pedersen, 2002; Benatti e Pedersen, 2015) e significando que o grupo OA + 5x teve
possivelmente mais picos de IL6 derivados de midcitos do que o grupo OA + 3x. Fato
alinhado com o perfil anti-inflamatoério mais efetivo encontrado no grupo OA + 5x haja
vista que, em resposta a elevagéo dos niveis circulantes de IL6, subsequentemente
inicia-se um importante aumento da expressao de IL1-RA e IL10 por células
mononucleares, além da inibicdo de TNF-a (Allen et al., 2015; Benatti e Pedersen,
2015; Castrogiovanni et al., 2019; Scheffer e Latini, 2020).

Para corroborar com esta perspectiva, € evidenciado nos achados do
presente estudo a diminui¢ao de IL1-f em ambos os grupos tratados, principalmente
no grupo OA + 5x, evento que pode estar atrelado ao efeito do exercicio na
estimulacédo da IL1-RA. Esta citocina se liga com os receptores de IL1-B, inibindo a
acgao pro-inflamatdria por ndo estimular cascatas a jusante, além de bloquear a ligagéo
da IL1-B com seu receptor (Gleeson et al., 2011; Allen et al., 2015; Scheffer e Latini,
2020).

Adicionalmente, outro fator que pode contribuir com esta perspectiva, é a
modulagdo dos niveis de IL10 encontrados nos grupos com terapia de exercicio,
principalmente no grupo OA + 5x ao qual obteve significativo aumento desta citocina.
A IL10 exerce efeitos anti-inflamatorios em uma variedade de células imunes,
incluindo a redugcao da expressdo do complexo principal de histocompatibilidade
(MHC), molécula de adeséo intercelular - 1 (ICAM-1) e moléculas co-estimuladoras
(CD80 e CD86) em células apresentadoras de antigenos. Desta forma, diminui a
infiltragéo de células inflamatdrias (Gleeson et al., 2011; Allen et al., 2015; Scheffer e
Latini, 2020).

Em adicao, IL10 também inibe a expressao de citocinas proé-inflamatdérias
tal como TNF-q, limitando a capacidade de leucdcitos sustentarem uma resposta
inflamatdria prolongada (Gleeson et al., 2011; Allen et al., 2015). Circunstancia que
pode ter contribuido para a diminuigdo mais significativa de TNF-a do grupo OA + 5x.

Ademais, associa-se que o aumento de IL10 encontrado especialmente na
amostra tecidual do grupo OA + 5x, seja resultado da cronificagdo do exercicio e da
maior frequéncia de sessodes/estimulos. Em decorréncia, o aumento desta citocina
pode ter proporcionado sua ligacdo com receptores IL10R em condrocitos. Este
desfecho ativa a via intracelular JAK-STAT quinase e estimula a expressao de genes

dependentes de IL10. Como produto final, induz a sintese de colageno tipo Il e
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proteoglicano agrecano, bem como a sintese do inibidor de metaloproteinases-1
(TIMP-1) e fatores de crescimento (Wojdasiewicz et al., 2014; Molnar et al., 2021)

Deste modo a terapia com exercicio pode inibir a produ¢cdo de MMP em
condrécitos e macrofagos por meio da sintese de IL10 (Castrogiovanni et al., 2019;
Molnar et al., 2021; da Silva et al., 2023). Corroborando com este cenario foi
evidenciado comportamento inversamente proporcional dos dados de IL10 com a
expressdo génica de MMP13, apresentando inibicdo de estados catabdlicos em
ambos os grupos, principalmente no grupo OA + 5x que obteve diminuigao significativa
de MMP13. Circunstancia alinhada ainda, com os dados de histologia em que se
aponta papel protetor do exercicio na degeneracgao da cartilagem.

Aspecto parecido foi visualizado na literatura em estudo com ratos Wistar
que analisou os efeitos do exercicio moderado sobre a OA e o papel dos sinoviocitos.
Nesta pesquisa foi indicado aumento de IL10 e consequente diminuicdo de MMP13
(Castrogiovanni et al., 2019). Em adicéo, outros estudos com diferentes tipos de
animais e modelos de OA também relataram efeito de diminuicdo de MMP13 motivado
pelo exercicio (Tomazoni et al., 2016; Yang et al., 2017; Ma et al., 2018; Takada et al.,
2020).

Além disso, 0 aumento da expressao génica de BMP2 nos grupos tratados
evidencia o estimulo ao papel anabdlico proporcionado pelo exercicio em ambas as
frequéncias, além de indicar uma tentativa de reparo tecidual (lijima et al., 2016a; lijima
et al., 2017; Thielen et al., 2019). Este aumento pode possuir relagdo com as
modulagdes encontradas na analise de IL10 do presente estudo. Conforme a literatura
indica, a IL10 ativa a via SMAD1/SMAD5/SMAD8 e ERK1/2 que induz a expressao de
BMP2 e BMPG6. Estas proteinas sao associadas a papéis de condrogénese, produ¢ao
de colageno e de proteoglicanos (Wojdasiewicz et al., 2014).

Resultado semelhante foi constatado em estudo que investigou diferentes
niveis de intensidade do exercicio sobre a OA de joelho em ratos Wistar. O exercicio
moderado suprimiu a degeneracdo da cartilagem ao mesmo tempo que aumentou
BMP2, BMP4 e BMPG6 (lijima et al., 2017). Em adicao, foi relatado em outro artigo que
0 exercicio moderado regula positivamente a secregcdo de BMP2 e BMP6 pelos
condrécitos da regiao superficial da cartilagem e de células 6sseas, conciliando com
a prevencgao de alteragdes osteoartriticas (lijima et al., 2016a).

Desta forma, os achados deste estudo sobre a expressdo génica de

MMP13 e BMP2 encontram-se alinhados com as evidéncias cientificas encontradas
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na literatura supracitada. Tais constatacdes dos resultados enaltecem o papel protetor
do exercicio ao inibir processos catabdlicos e favorecer meios anabdlicos impedindo
a progressao da OA (Lammert e Zeeb, 2014; Wojdasiewicz et al., 2014; Molnar et al.,
2021). Efeitos estes que em conjunto se mostraram mais eficazes neste trabalho com
maiores frequéncias de exercicio fisicos semanais, ao qual possivelmente esta
relacionado a maior quantidade semanal de episoddios anti-inflamatérios e
antioxidantes motivados pelo exercicio moderado do grupo OA + 5x.

Ademais, na avaliagdo dos niveis de TGF-B também foi apresentado
comportamento de dados semelhante as modulag¢des encontradas nos dados de IL10.
Estima-se que a detecgao de IL10 altamente expressa nos grupos exercitados sinaliza
a presencga de macréfagos M2 (Wojdasiewicz et al., 2014; Molnar et al., 2021; da Silva
et al., 2023), os quais estdo envolvidos com a liberagcado de diversas citocinas anti-
inflamatdrias e fatores de crescimento associados, entre eles o TGF- (Robins et al.,
2013; Woodell-May e Sommerfeld, 2020). Neste ambito, relaciona-se que o TGF-3
também possa sofrer aumento de expressdo mediante maiores frequéncias de
exercicio e contribuir para processos de reparacgao tecidual e anti-inflamatérios.

O TGF-B promove a produgdo de componentes da MEC em condrécitos
auxiliando ao reparo tecidual. Em especial, € um potente indutor de lubricina em
condrécitos (Bao et al., 2011; Thielen et al., 2019). Por sua vez, indicios apontam que
a lubricina, também conhecido como proteoglicano 4 (PRG4), é associada com
diminuicdo de processos inflamatérios mediados por TLR’s (Alquraini et al., 2015;
Blaney Davidson et al., 2017). Além de sua funcao lubrificante, evidéncias indicam
que a lubricina pode se ligar aos receptores pro-inflamatérios TLR2 e TLR4, inibindo
a ativagao desses receptores de forma dependente da dose (Alquraini et al., 2015;
Blaney Davidson et al., 2017).

Em adigéo, estudos indicam que o exercicio moderado induz ao aumento
dos niveis de lubricina (Ni et al., 2012; Castrogiovanni et al., 2019). Assim sendo,
associa-se que o aumento de TGF-B, mediante estimulagdo de lubricina, possa
resultar em inibicdo de TLR’s e subsequente atenuacdo de suas respostas
inflamatdrias na articulagdo. Cenario que poderia ajudar a exemplificar achados mais
significativos na diminuicdo de marcadores pro-inflamatorios do grupo OA + 5x.

Para averiguar se foram alcangadas alteragbes nos aspectos teciduais,

realizou-se analises macro e histoldgicas. Destaca-se ainda que, embora nenhum
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padrao especifico oferegca correlacdo excepcional com a OA, a avaliacdo
histopatoldgica € atualmente o padrao ouro para avaliagdo da OA em modelos animais
(Kuyinu et al., 2016).

Na analise macro, as aparéncias das cartilagens denunciam um efeito
protetor do exercicio ao passo que € possivel observar degradagdo acentuada da
cartilagem no grupo OA, enquanto os grupos tratados com exercicio imprimem um
aspecto estrutural semelhante ao grupo sem lesao. Indicativo que aparece conciliado
com as analises bioquimicas e histolégicas, com confirmagdo mediante avaliagado de
graus de lesao.

Associa-se ainda que o exercicio fisico em ambos os tratamentos, porém
especialmente no grupo OA + 5x, foi capaz de controlar os danos causados pelo
processo inflamatorio e de estresse oxidativo presentes na OA. Desta forma,
indicando uma tendéncia de reparacao tecidual ao qual provavelmente repercutiu nos
melhores achados histolégicos evidenciados nos grupos com terapia de exercicio.

Na escala OARSI o grupo OA alcangou niveis acima do terceiro grau de
lesdo, identificando descontinuidade da superficie, fissuras verticais ramificadas,
perda de material da MEC e inicio de processo erosivo da cartilagem que,
consequentemente, pode ter induzido a diminuicdo da espessura de cartilagem
(Pritzker et al., 2006). Fatores que indicam a confirmagao do processo osteoartritico.

Por outro lado, grupos tratados com exercicio inibiram a progressao da OA
haja vista os baixos niveis de graus de les&o e a inibigdo de diminuigdo da espessura
de cartilagem em ambos os grupos com terapia (Pritzker et al., 2006). Somado a isso,
o grupo OA + 5x também apresentou adaptacdo tecidual conforme aumento da
medida de contato de superficie. Deste modo pressupde-se que neste grupo a
presséo exercida sobre a cartilagem seja diminuida mediante maior area de contato,
favorecendo maior distribuicdo de forgas mecanicas sobre o tecido cartilaginoso.

Quanto ao numero de condrdcitos, mediante dano cartilaginoso registrado
nos dados histologicos de graus de lesdo e espessura da cartilagem do grupo OA,
possivelmente houve proliferagao celular de tal forma que aproximou aos niveis entre
0s grupos. Perspectiva que vai de encontro com a literatura quando verbaliza que uma
das medidas para combater danos biomecanicos e/ou bioquimicos da cartilagem,
resulta no aumento do numero de células na tentativa de reparar a lesdo, mas que
devido limitagdes teciduais, pode acabar gerando a senescéncia com posterior

apoptose de condrdcitos. (Robins et al., 2013; Lammert e Zeeb, 2014; Woodell-May e
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Sommerfeld, 2020). Fato que a julgar pelo quadro inflamatério e de estresse oxidativo
persistente evidenciado nos achados do presente estudo, estima-se que caso o
experimento fosse conduzido por mais tempo, possivelmente incorreria na condugao
da morte celular no referido grupo.

Porém nos grupos exercitados, a semelhanga dos resultados de numero
de condrécitos com o grupo sham, pode indicar o papel protetor do exercicio refletido
pelo baixo grau de leséo e pela inibigdo da diminuigdo da espessura de cartilagem.
Aspecto que pode estar alinhado também com o papel condroprotetor mediante
inibicdo de ERO, que por sua vez promovem caspases 3 e 9 associadas com a
apoptose de condrécitos (Zahan et al., 2020; de Sire et al., 2021; Setti et al., 2021).

Por fim, outro aspecto do exercicio fisico moderado envolve a agao
mecanica do movimento que, ressalvadas propor¢des adequadas, estimula maior
difusdo do liquido sinovial na cartilagem, proporcionando mais nutrientes e oxigénio
para condrécitos (lijima et al., 2016a; Castrogiovanni et al., 2019). Com isso, apesar
de ambas as terapias mostrarem modular parametros bioquimicos e histologicos,
estima-se que maiores frequéncias de exercicio semanais podem propiciar um
ambiente nutritivo mais persistente para condrdcitos, estimulando melhor homeostase
local. Corroborando, mediante conjuntura geral dos parametros investigados, com os

melhores resultados evidenciados no grupo OA + 5x (figura 19).

| Osteoartrite de joelho vs. frequéncia de exercicio moderado |

3x/semana

‘ Estresse oxidativo

2 Inflamacao
4 consumo energético
1 BmP2

f Protecao tecidual

’

‘* Estresse oxidativo
/ ** Inflamacao
+ MMP13

ff Consumo energético

1 BmP2

11 Protecao tecidual

Figura 19: Sintese dos principais achados sobre diferentes frequéncias de exercicio moderado como
tratamento para OA de joelho.
Fonte: Propria autoria
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6. CONCLUSAO

Considerando-se o0s aspectos elencados neste estudo, ambos os
tratamentos com diferentes frequéncias de exercicio moderado em esteira mostraram
atenuar os processos de desenvolvimento da OA, sinalizando o efeito protetor da
cartilagem a partir do uso de exercicio como terapia. Entretanto, a partir dos
parametros analisados, a frequéncia de 5x semanais de exercicio foi apontada com
maior quantidade de resultados benéficos. O maior numero de sessdes de exercicio
provou modular o estado redox, estimular redugcdo de marcadores proé-inflamatérios e
catabdlicos, induzir estados anti-inflamatérios e anabdlicos, além de inibir a
progresséo tecidual da doencga de OA.

Adicionalmente, o estresse mecanico provocado pelo exercicio de impacto
em esteira, nao repercutiu em avancgos na OA. Pelo contrario, o movimento mecanico
do exercicio moderado, especialmente na dosagem com maior frequéncia, estima-se
acarretar na irrigagdo mais persistente da cartilagem, provocando melhor ambiente
homeostatico conforme maior entrega de nutrientes e oxigénio para condrécitos.

Desta forma, neste estudo o exercicio reafirmou-se como terapia benéfica
para impedir os efeitos deletérios da OA. Porém, evidencia-se a frequéncia de 5x
semanais de exercicio moderado como dosagem com maiores beneficios para o
tratamento da OA. Outrora, embora os modelos animais expressem associagao com
patogéneses humanas, estudos clinicos s&do indicados para averiguar a complexidade

dos efeitos do exercicio e de processos envolvidos na patogénese da OA.
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APENDICE A - Tabela de artigos relacionando OA e protocolos de exercicios

80

Autor Amostra Modelo OA Exercicio Fisico (EF) Desfecho
de
Inicio do Desenho do estudo Intensidade  Duragdo Frequéncia Periodo frequéncia
tratamento (/semana) do EF?
(Beckett et al., 12 ratos Sobrecargade Apds 16-182 6 - EF Esteira 18,2 m/min 55min 2x ao dia 5x 3eb6 Sem
2012) Wistar Exercicio semana de 6 - Sedentdrios (6 horas de semanas analise da
machos (16- vida intervalo) frequéncia
18 semanas) do EF
(Moriyama et 14 ratos Natural Apds 10 3 - EF Esteira Esteira 1h 5x n/a Sem
al., 2012) Wistar semanas e 3 - Plataforma vibratoria 11,8m/min analise da
machos (4 apos 2 anos 4 ratos maduros s/ EF frequéncia
com dez 4 ratos jovens s/ EF Plataforma do EF
semanas e 25rpm (72
~170g, além inclinagao)
de 10 com
dois anos e
~450g)
(Kim etal., Camundongos DMM? n/a-apodsa 15 - 1200m/dia 15m/min 73 min 6X 2,4e8 Sem
2013) C57BL (9 cirurgia 15 - 800m/dia 47 min semanas analise da
semanas, 15 - 400m/dia (10min de 20 min frequéncia
~23g) 15 - S/EF aquecimento do EF
(EF em esteira) a 10m/min)
(Siebelt et al., 38 ratos Sobrecargade  Apds 16 6 - S/ intervencdo 33,3cm/seg  1h (10+50min) 5x 6el2 Sem
2013) Wistar Exercicio semana de 12-0A semanas analise da
machos (16 vida 12 - Tratados (10min de frequéncia
semanas) (EF em esteira) aquecimento do EF

a 20cm/seg)

! DMM: Desestabilizagdo do Menisco Medial

CONTINUA:



81

(Yamaguchiet 47 ratos TLCA
al., 2013) wistar

machos (8

semanas,

~228g)

nf/a-apd6sa 12 -EFintenso 18m/min 60min 3x 2e4 Sem

cirurgia 11 - EF moderado 18m/min 30min semanas anadlise da
12 -TCLA s/ EF frequéncia
12 - S/ intervengdo do EF

(EF em esteira)

(Siebelt et al., 40 ratos Injecdo de
2014) Wistar papaina
machos (16
semanas)

3 aplicagbes 20 - Sedentarios 35cm/seg 30min 5x 6 semanas Sem
concomitante 20 - Corredores andlise da
ao (EF em esteira) (5min de frequéncia
tratamento: aquecimento do EF

dias 8, 15e 22 a 20cm/seg)

2 MIA: Monoiodoacetato de Sédio

CONTINUA:
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(Cruzetal., 20 porcos T™MM3 8 diasapdsa 11-EF+OA n/a 20min 7x 20 dias Sem

2015) Vietnamitas, cirurgia 9-EFs/OA analise da
11 machos e 9 (caminhada sobre frequéncia
fémeas (9 plataforma de madeira) do EF
semanas,
~9kg)

(lijima et al., 84 Ratos DMM 2 diasapdsa 42 - EF esteira 12m/min 30min 5x 1,2e4 Sem

2015) Wistar (12 cirurgia 42 - Sedentarios semanas analise da
semanas, frequéncia
~272g) do EF

(Assis et al., 50 ratos TCLA 4 semanas 10 - Controle 16m/min 50min 3x 8 semanas Sem

2016) Wistar apos a 10-0A analise da
machos (8 cirurgia 10-OA +EF frequéncia
semanas, 10 - OA + laser do EF
~150g) 10 - OA +EF + laser

(EF em esteira)

(lijima et al., 37 Ratos DMM 2 diasou 4 10 - Controle 12m/min 30min 5x 4e8 Sem

2016a) Wistar semanas 8 - Dia 2 até 42 sem. semanas analise da
machos (12 apos a 8 - 42 sem. até 82 sem. frequéncia
semanas, cirurgia. 8 - Dia 2 até 82 sem. do EF
~272g) (EF em esteira)

(lijimaetal., 38 Ratos DMM n/a 19 - 2 semanas 12m/min n/a n/a 2e4 Sem

2016b) Wistar 19 - 4 semanas semanas analise da
machos (12 (EF em esteira) frequéncia
semanas, do EF
~274g)

3 TMM: Transecg¢do do Menisco Medial

CONTINUA:
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(Liu et al., 30 ratos TLCAP* 7 diasapdésa 10 - Controle 16m/mim 30min 6X 2 semanas Sem
2016) Sprague cirurgia. 10 - EF analise da
Dawley 10- EF + OA frequéncia
machos (6 (EF em esteira) do EF
semanas,
~195g)
(Milares et al., 40 ratos TCLA 4 semanas 10 - OA s/ tratamento Carga 4 séries de 10 3x 8 semanas Sem
2016) Wistar apos a 10- OA + EF progressiva mergulhos cada andlise da
machos (8 cirurgia. 10 - OA + laser de 20, 30, frequéncia
semanas, 10 - OA + EF + laser 40, 50, 60, do EF
~150g) (EF na agua) 70, e 80% do
peso do
animal
(Miyatake et  Camundongos Sobrecargade 2 semanas 6 - Controle 20m/min 110min 5x 6 semanas Sem
al., 2016) Balb / cCrSlc  Exercicio + apos cirurgia 10 - OVX andlise da
fémeas (8 Ovariectomia 9 - Controle + corrida (10 min de frequéncia
semanas) (OVX) 10 - OVX + corrida aquecimento do EF
(EF em esteira) a 12m/min)
(Tomazoniet 54 ratos Injecdo de 21 dias apds 6 - Controle 12 semana 12 semana 10 a 3x 8 semanas Sem
al., 2016) Wistar papaina a ultima 6 - OA 3% -5% do 20 min. analise da
(~225g) injecado. 6 - OA + laser peso 22 sem. 20min. (destas 8 frequéncia
6-0OA+EF 22sem. 7% - 32sem. 22min. semanas, 2 do EF
(indugdoem 6 - OA + diclofenaco 10% 42 sem. 24min. primeiras
3 aplicagdes, 6-OA +EF + laser 32sem.10% 52 sem. 26min. foram
dias1,4e7) 6-0A+diclofenaco +laser 42sem.10% 62 sem. 28min. adaptacdo).

6 - OA + EF + diclofenaco

6 - OA + EF + laser +
diclofenaco
(EF na agua)

52 sem. 10%
62 sem. 10%
72 sem. 10%
82 sem. 10%

72 sem. 30min.
82 sem. 30min.

(1min ativo: 1min

descanso)

4 TLCAP: Transeccdo do Ligamento Cruzado Anterior e Posterior

CONTINUA:
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(Al-Hashem et 18 ratos Injecdo de 48 horas 6 - Controle -- 30min 3x 8 semanas Sem
al., 2017) Sprague- streptozotocin  apdsinje¢do 6 - OA induzida por analise da
Dawley diabetes frequéncia
machos (10 6 - OA induzida por do EF
semanas, diabetes + EF
~175g) (EF na agua)
(Allen et al., 33 Sprague-  MIA 10 dias apés 16 - OA + sedentario 16m/min 30min 4ax 4 semanas Sem
2017) Dawley injecdo 17 - OA +EF andlise da
machos (EF em esteira) (12sema frequéncia
(~175g) 12m/min) do EF
(Cormier et al., 44 Sprague- MIA 7 dias e 21 7 - Sedentario Gaiolas Livre acesso 7x 3 semanas Sem
2017) Dawley dias apés a 7 - EF (7 dias + 3 sem) individuais andlise da
machos injecdo 7 - EF (21 dias + 3 sem) monitoradas frequéncia
(~225) 7 - OA + sedentario com roda de do EF
8 - OA + EF (7 dias + 3 sem) atividade
8 - OA + EF (21 dias + 3 sem)
(EF em Roda)
(Gronau etal., C57BL/6 Geneticamente n/a - Camundongo selvagem 0,28m/s 40 min 5x 6 semanas Sem
2017) (n/a) modificados + - Camundongo deficiente andlise da
Sobrecarga de em Decorina frequéncia
exercicio (proteoglicano) do EF

(EF em esteira com 20%

inclinagdo)

CONTINUA:
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(lijima et al., 106 Ratos DMM 4 semanas 20 - EF moderado 12m/min 30min 5x 4 semanas Sem
2017) Wistar apos cirurgia 20 - EF intenso 21m/min analise da
machos (12 20 - Sedentdrio frequéncia
semanas, do EF
~262g) 16 - Avaliar modelo
(baseline)
6 - Monitoramento didrio
18 - Inibidor de BMP
Obs.: joelho direito lesdo e
esquerdo como controle
(EF em esteira)
(Tomazoniet 54 Ratos Injegdo de 21 dias apés 6 - Controle 1 semana 1semanal0a 3x 8 semanas Sem
al., 2017) wistar papaina a ultima 6 - OA 3% -5% do 20min analise da
machos injecado. 6 - OA + EF peso 2 sem. 20min (destas 8 frequéncia
(~225g) 6 - OA + NSAID 2sem. 7% - 3 sem. 22min semanas, 2 do EF
(inducdoem  6-0A + laser 10% 4 sem. 24min primeiras
3 aplicagbes, 6-OA +EF + NSAID 3 sem. 10% 5 sem. 26min foram
dias1,4e7) 6-0OA+EF+laser 4 sem. 10% 6 sem. 28min adaptacdo)
6 - OA + NSAID + laser 5 sem. 10% 7 sem. 30min
6 - OA + EF + laser + NSAID 6 sem. 10% 8 sem. 30min
(EF na agua) 7 sem. 10% (1min ativo: 1min
8 sem. 10% descanso)
(Yangetal., 50 ratos MIA 24h apds a 10 - Controle 18m/min - 3x 20min/dia 5x 1semana de Possui
2017) Sprague- injecdo 10-0A - 2x 30min/dia adaptacdo + analise de
Dawley 10 - OA + 3x 20min/dia (12 semana - 1x 60min/dia 8 de frequéncia
machos (8 (indugao 10 - OA + 2x 30min/dia de tratamento  do
semanas, feita apods 10— OA + 1x 60min/dia adaptagdo a exercicio
~230) semana de (EF em esteira) 10m/min) diario (ndo
adaptacdo) semanal)

CONTINUA:
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(Almonte- 49 Geneticamente Com 5 - Controle (FN1%#1) 900cm n/a Diario 15 dias Sem
Becerril et al., Camundongos modificado meses de - Modificado (FN17¢E) caminhada (7X) anadlise da
2018) Fn1RGE +TMM + vida foi sobre barra frequéncia
sobrecargade realizado (EF em circuito) + 10 saltos do EF
exercicio cirurgia e de 10 cm de
apos 1 dia, altura
sobrecarga
de exercicio
(Assis et al., 50 ratos TLCA 4 semanas 10 - Controle OA Solo: Solo: 50min 3x 1semanade Sem
2018) Wistar apos cirurgia 10 - OA + EF esteira 16m/min adaptagdo + andlise da
machos (6 10 - OA + EF dgua Agua: 8 de frequéncia
semanas, 10 - OA + EF esteira + laser  Agua: 4 séries de 10 tratamento  do EF
~150g) 10 - OA + EF dgua + laser 50a80% do  saltos
peso corporal
(Maetal., 21 coelhos Modelo Hulth- 4 semanas 3 - S/ intervencgdo n/a 30min 4x 34 dias Sem
2018) telhag ® apods cirurgia 6-0A analise da
6 - OA + condroitina frequéncia
6-0OA +EF do EF
(EF em esteira)
(Castrogiovann 32 ratos TLCA 2 semanas 8 - Controle 12 semana: 12 sem.: 5min 3x 12 semanas Sem
ietal.,2019) Wistar apos a 8 - EF moderado 5m/min 22 sem.: 10min analise da
machos cirurgia 8-0A 22 sem.: 32362 sem.: frequéncia
(~250g) 8 - OA + EF moderado 10m/min 15min do EF
(EF em esteira) 32a62sem.: 72al22sem.:
15m/min 25min
722122 sem.:
20m/min

> Modelo Hulth-telhag: Transec¢do do Ligamento Anterior e Posterior e Remogdo do Menisco

CONTINUA:
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(Pengetal., Ratos MIA + 5 semanas - Controle n/a 300m/dia 3X 3 meses Sem
2019) LEW/SsNNarl instilagdo apds MIA - 5mg MP analise da
(10 semanas, intratraqueal (apds 1 - MIA frequéncia
~450g) de material semana da - MIA + 1mg MP do EF
particulado aplicacdode - MIA +2mg MP
(MP) MIA foi - MIA + 5mg MP
realizado (EF em esteira)
modelo
cirargico nas
vias
respiratorias)
(Son etal., Camundongos Sobrecargade 8 semanas de - Controle 5m/min 1h até 4h 5x 8,10e 12 Sem
2019) C57BL/6 exercicio inducdo da - Caminhada Bipede (aumento semanas com analise da
machos (24 obesidade, - Obeso progressivo por 12 semana de frequéncia
semanas, logo apods - Obeso + caminhada semana até 4h) adaptacdo do EF
iniciou os EF  bipede
(EF em esteira)
(Szychlinska et 48 ratos TLCA Apods 1 8 - Sedentadrio 10m/min a 20min. a 30min. 5x 12 semanas Sem
al., 2019) Wistar semana da 8 - TLCA + Sedentario 20m/min analise da
machos (3 cirurgia 8- TLCA + EF (1 semana de frequéncia
meses, ~300g) 8 - TLCA + EF + dleo oliva adaptagdo do do EF

Siciliano

8 -TLCA + EF + dleo oliva

Tunisiano

8 - TLCA + EF + bleo oliva
Tunisiano enriquecido

(EF em esteira intervalado
entre leve e moderado)

EF foi

realizada
antes da
cirurgia)

CONTINUA:
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(Tsaietal., 21 ratos Lewis TMM 1 semana 4 - Controle 12m/min 30min 4x 7 semanas Sem
2019) machos apos a 7-TMM analise da
(~324g) cirurgia 6 - TMM + EF (1 semana de frequéncia
8 - TMM + imobilizagdo adaptagao do do EF
(EF em esteira) EF foi
realizada
antes da
cirurgia)
(Zhangetal.,, 30 ratos MIA 24h apds a 10 - Controle 18m/min 30min 5x 4 semanas Sem
2019) Sprague- injecao 10-0A analise da
Dawley 10-OA + EF (adaptacdo:  (adaptagdo: (1 semana de frequéncia
machos (8 (EF em esteira) 10m/min) 10min) adaptacdo do do EF
semanas, EF foi
230g) realizada
antes da MIA)
(Chen etal., 60 ratos MIA Grupos EF em 10 - Controle 18m/min 30min n/a n/a Sem
2020) Sprague- esteira: 1 sem. 10 - EF esteira analise da
Dawley antes da MIA 10 - EF roda frequéncia
machos (6 Grupos EF 10-0A do EF
semanas, em roda: 1 10 - OA + EF esteira
~230g) sem. depois 10 - OA + EF roda
da MIA
(Griffinetal., 40 Obesidade Apods 6 10 - Controle s/ EF Gaiolas Livre acesso 7x 12 semanas Sem
2020) Camundongos semanas de 10 - Controle EF individuais analise da
C57BL/6 (6 idade iniciou 10 - Dieta caldrica + S/ EF monitoradas frequéncia
semanas) adietaena 10 - Dieta caldrica + EF com roda de do EF
252 semana  (EF em roda) atividade
os EF

CONTINUA:
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(Takada etal., Camundongos TLCA 1 semana - Controle Gaiolas com  Livre acesso 7x 4,6e8 Sem
2020) knockout apos cirurgia  5-TLCA torre de semanas analise da
5-TLCA +EF escalada frequéncia
(EF de escalada) do EF
(Fang et al., 55 Coelhos (6 Injegdo de 12 fase: 7 12 fase IL: 0,5km/h IL: 20min IL: 3x 5 semanas Sem
2021) meses, ~2kg) papaina dias apés a 5 - Controle IM: 1,5km/h  IM: 20min IM: 5x analise da
primeira 5-0A IV: 2,0km/h IV: 20min IV: 6x (1 semana de frequéncia
injecdo. 5- OA + EF leve (IL) adaptagcdo do do EF
5 - OA + EF moderado (IM) EF foi
22 fase:logo 5-OA + EF vigoroso (IV) realizada
apos inicio antes da
do 22 fase papaina)
experimento - Controle
-0A
(indugdoem - OA + Glucosamina
2 aplicagbes, - OA +EF-IM
dias 1 e 4) - OA + Glucosamina + EF-IM

(EF em esteira)

CONTINUA:
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APENDICE B - Sintese da frequéncia relativa de caracteristicas dos protocolos em

esteira para tratamento de OA em modelos animais conforme computo de estudos do
apéndice A

TEMPO

PERIODO
(15min) (75min) (1 semana) (3 semanas)
: 39% 3% (10 semanas) 2% 2% (5 semanas)
(ZOST/m) RSN P 2%
0

r. - (7 semanas)

2%
(livre acesso)

(8 semanas)
8%

(6 semanas)
26%
(30min) 3 e
min

7%
8%

emanas)
12%
(Outros) (4 semanas)
17%

23%
(Outros)
(60min) 16%
17%
INTENSIDADE MODERADA FREQUENCIA SEMANAL
(13m/min) (15m//min) (6)
% 3%
3% N

6%

(4x)
9%

(12m/min)

(Outros)
20%

34% (5x)
37% (7X)
14%
(16m/min)

X (3%)
e 34%

/.

(18m/min)
20%

Fonte: Propria autoria



APENDICE C - Tabela com a sintese dos resultados entre os grupos com OA.
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ANALISES OA OA + 3x OA + 5x
Ganho de peso  Peso em gramas - - J#**
CS - & *

Marcadores de T T
Atividade =] ) i i

Metabolica Complre | ; T e
Complexo Il - - -

Marcadores de DCF $** LrrEx

Producgao de "

Oxidantes Nitrito T T# )
Marcadores de Carbonil N N =
Dano Oxidativo Sulfidrila - = -
Marcadores de SOD J# PE* PH*

Atividade

Antioxidante GSH - - -
Marcadores de TNF-a ™ L N
Citocinas Pro- IL1-B o N N2

Inflamatérias IL6 M - -
Marcadores de IL4 - - -
Citocinas Anti- IL10 J# - Ak

inflamatorias TGF-B J# J# *
Marcadores de BMP2 K ADH* A**

Expresséao

Génica MMP13 M i I
Score OARSI T™H L* L*
Numero de ) } )
condrdcitos
Analises E d
Histoldgicas spessura de J# - -
cartilagem
Medida de
superficie de - - e
contato

Fonte: Propria autoria

N aumento; | diminuigdo; #p<0.05 vs. grupo sham; *p<0.05 vs. grupo OA; **p<0.01 vs. grupo OA;

***p<0.001 vs. grupo OA; ****p<0.0001 vs. grupo OA.
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ANEXO A — Aprovacao do projeto pelo Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA

v Universidade do Extremo Sul Catarinense _LEUA &

unesc

Comissio de Etica no Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto abaixo especificado, que envolve a produgdo, manutengao ou utilizagéo de

animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa

cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de

2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional

de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso
de Animais - CEUA da Universidade do Extremo Sul Catarinense - UNESC, em reunido de 22/02/2022.

Titulo do projeto

Eficacia de diferentes frequéncias de exercicio moderado em esteira
no tratamento de um modelo de osteoartrite induzido por MIA em
ratos Wistar

Project title

Efficacy of different frequencies of moderate treadmill exercise in the
treatment of an MIA-induced osteoarthritis model in Wistar rats.

Numero do protocolo
Protocol number

83/2021

Pesquisador principal
Principal Investigator

Paulo Cesar Lock Silveira

Pesquisadores

Mateus Cardoso Colares, Leandro Almeida da Silva, Marcelo Emilio

Researchers Beirdo, Rubya Pereira Zacaron, Laura de Roch Casagrande, Igor
Ramos Lima.
Finalidade (__) Ensino (X)) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacdo

14/03/2022 a 13/03/2023

Espécie/linhagem/raca

Rato heterogénico / Wistar

Idade/Peso

60 dias / 200-300g 6

Numero de animais

Masculino = 60

Procedéncia

Biotério UNESC

The Ethics Committee on Animal Use on Research, sanctioned by the resolution number
03/2017/Camara Propex, in accordance with federal law number 11.794/08, has analyzed the Project
that was Approved in its ethical and methodological aspects. Any alteration of the original version of
this project must be previously submitted to the Committee for further analyzes. May you have further
questions, please contact us by e-mail ceua@unesc.net.

) = . Criciilma-SC, 22 de fevereiro de 2022.
(8%0' s'gﬁemm

Coordenadora da CEUA



