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RESUMO

FONTINELE, R. G. Estudo morfoquantitativo e imunohistoquimico da cartilagem
articular do joelho de ratos Wistar submetidos a restricdo calorica no
envelhecimento. [The morfoquantitative and imunohistochemistry study in the articular
cartilage in the knee of Wistar rats submitted to caloric restriction in the aging]. 2012.

98 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sdo Paulo, Séo Paulo, 2012.

A doenca degenerativa da cartilagem articular, ou osteoartrose, pode ser causada por diversos
fatores, dentre eles o envelhecimento. Com o aumento da longevidade no Brasil, a prevaléncia
da osteoartrose vai aumentar com 0 aumento progressivo da idade média da populagdo nas
préximas décadas. O estresse do dia a dia, com 0 avanco da vida moderna, sdo acompanhados
pela ma alimentacdo, sendo essa caracterizada por uma subnutricdo ou até uma nutricdo
excessiva. Utilizando ratos Wistar, como modelo experimental, o objetivo deste trabalho é
verificar se a alimentacdo com baixo nivel caldrico ameniza ou acelera as alteragdes na
estrutura da cartilagem articular das epifises distal do fémur e proximal da tibia, causadas pelo
envelhecimento. Para tanto foram utilizadas 15 ratos, separados em trés grupos, com 5
animais cada: C- animais de 06 meses alimentados com dieta normal (A); SR- animais de 18
meses alimentados dieta normal (A); RC- animais de 18 meses submetidos a restricao calorica
de 31% alimentados com dieta B. A avaliacdo foi realizada pela microscopia de luz em cortes
histologicos corados pela Hematoxilina-Eosina, Picrossirius e por imunohistoquimica com
marcacdo do coldgeno tipo Il. Foram feitas medidas da espessura das zonas da cartilagem
articular, contado o nimero de condrécitos por area, determinados os volumes dos nucleos
dos condrdcitos, a morfometria do colageno, a identificacdo dos tipos de colageno e a andlise
imunohistoquimica. Os resultados mostram que 0s animais do grupo RC ganharam massa
corporea de maneira significativamente mais lenta que os do SR a partir dos 8 meses. Os
animais do SR apresentaram na tibia, aumento da espessura total bicondilar provocado pelo
aumento da zona profunda, aumento do ndmero de condrécitos no céndilo lateral,
manutencdo do volume dos ndcleos e da proporcdo volumétrica de colageno, marcacdo mais
heterogenea do colageno tipo 11 no condilo lateral, predominancia desse tipo de fibras na zona
média do céndilo medial. No fémur os animais do SR mostraram diminui¢do da espessura
total bicondilar provocada pela diminuicdo da zona profunda, sendo menor no condilo medial,
diminuicdo do namero de condrécitos causado por diminui¢do da zona profunda, sendo
menor no condilo medial, diminui¢do do volume total dos nacleos dos condrocitos no condilo

medial, diminuicdo da proporcao volumétrica do colageno bicondilar, marcacdo heterogénea



do colageno tipo Il, predominio desse tipo de fibras nas zonas media e profunda bicondilar.
Os animais do RC apresentaram na tibia, manutencdo da espessura, aumento do nimero de
condrocitos bicondilar, manutencdo do volume nuclear, aumento da densidade de colageno,
marcagao menos heterogénea do colageno tipo Il no condilo lateral, predominéncia desse tipo
de fibras nas zonas média e profunda do condilo lateral. No fémur, os animais do RC
mostraram aumento da espessura total pelo aumento da zona profunda no condilo medial,
aumento do namero de condrécitos pelo aumento da zona profunda, sendo maior no coéndilo
medial, aumento do volume total dos ndcleos dos condrocitos bicondilar, aumento da
proporcdo volumétrica de fibras colagenas no condilo medial, marcacdo heterogénea do
colageno tipo Il e predominio desse tipo de fibras nas trés zonas da cartilagem. Dessa
maneira, concluimos que os efeitos do envelhecimento e da restricdo calorica sao diferentes
nas cartilagens articulares da tibia e do fémur. As altera¢fes naturais do envelhecimento séo
amenizadas pela restricdo caldrica na cartilagem articular do fémur, porém na cartilagem
articular da tibia, essas alteracGes sdo compativeis com inicio de doenca degnerativa sendo

intensificadas pela restricdo com sinias de avango de osteoartrose.

Palavras-chave: Osteoartrose. Envelhecimento. Restricdo caldrica. Cartilagem articular.

Ratos.



ABSTRACT

FONTINELE, R. G. The morfoquantitative and imunohistochemistry study in the
articular cartilage in the knee of Wistar rats submitted to caloric restriction in the
aging. [Estudo morfoquantitativo e imunohistoquimico da cartilagem articular do joelho
de ratos Wistar submetidos a restricdo caldrica no envelhecimento]. 2012. 98 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Universidade de Sdo Paulo, Séo Paulo, 2012.

A degenerative disease of articular cartilage, or osteoarthritis, can be caused by several
factors, including aging. With increased longevity in Brazil, the prevalence of osteoarthritis
will increase with the progressive increase of the average age of the population in the coming
decades. The stress of everyday life, with the advance of modern life, are accompanied by
poor diet, this being characterized by malnutrition or even excessive nutrition. Using Wistar
rats as experimental model, the aim of this work is to verify if feeding with low calorie
softens or accelerates changes in the structure of articular cartilage of the epiphysis of the
distal femur and proximal tibia, caused by aging. For this purpose were used 15 rats divided
into three groups with five animals each: C, 6 month animals fed with normal diet (A), SR-18
month animals fed with normal diet (A), RC-18 month animals submitted to calorie restriction
of 31% fed with diet B. The evaluation was performed by light microscopy in histological
sections stained with Hematoxylin-Eosin, Picrossirius and by immunohistochemistry with
tagging of type Il collagen. Measurements were made of thick zones of articular cartilage,
counted the number of chondrocytes per area, the volumes of certain nuclei of chondrocytes,
collagen morphometry, the identification of the types of collagen and immunohistochemical
analysis. The results show that the RC group animals gained body mass significantly slower
than the SR from 8 months. The SR animals showed increasing of total thickness bicondylar
of the tibia caused by the increase in the deep zone, increasing of the number of chondrocytes
in the lateral condyle, maintaining the volume of the cores and the volumetric proportion of
collagen, the most heterogeneous labeling of type Il collagen in the lateral condyle,
predominance of such fibers in the middle zone of the medial condyle. In the femur the SR
animals showed decreased of total bicondylar thickness caused by the decrease of deep zone,
being lower in the medial condyle, decreasing the number of chondrocytes caused by
decreased deep zone, being lower in the medial condyle, decreased total volume of nuclei
chondrocytes in the medial condyle, decreased volumetric proportion of collagen bicondylar,
marking heterogeneous collagen type Il predominance of such fibers in the middle and deep

zones bicondylar. The RC animals showed in the tibia, maintaining thickness, increasing the



number of chondrocytes bicondylar, maintenance of nuclear volume, increased collagen
density, less heterogeneous marking of type Il collagen in the lateral condyle, the
predominance of this type of fiber areas and average deep lateral condyle. In the femur, the
animals RC showed increased of total thickness caused by increasing of the medial condyle
deep zone, increasing the number of chondrocytes by increasing the deep zone, being greater
in the medial condyle, increasing the total volume of the nuclei of chondrocytes bicondylar,
increased volumetric proportion of collagen fibers in the medial condyle, heterogeneous
marking of type Il collagen and prevalence of this type of fiber in the three zones of cartilage.
Thus, we conclude that the effects of aging and caloric restriction are different in the articular
cartilage of the tibia and femur. The natural changes of aging are attenuated by caloric
restriction in the articular cartilage of the femur, but in the articular cartilage of the tibia, these
changes are consistent with early degenerative disease being intensified by restriction with
signs of advanced osteoarthritis.

Keywords: Osteoarthritis. Aging. Caloric restriction. Articular cartilage. Rat.
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1 INTRODUCAO

A cartilagem articular, como 0 0sso, € um componente importante na salde e fungédo do
sistema musculoesquelético (ATHANASIOU et al., 2000; WANG et al., 2006).

E um tecido especializado que forma a sustentacdo da superficie das articulagbes
sinoviais responsavel por diminuir o atrito durante o movimento. (MAFFULI; KING, 1992;
HUBER et al., 2000; DUDHIA, 2005). Contém apenas um tipo de célula (condrdcitos) e uma
matriz extracelular altamente organizada (MAFFULI; KING, 1992; HARDINGHAM et al.,
2002) que funciona como uma barreira para microorganismos, protegendo as células contra a
injaria esperada do uso normal da articulacdo, determinando os tipos e concentracdes de
moléculas que entram e ajudam na manutencdo da forma dos condrécitos (BUKWALTER,;
MANKIN, 1998).

As propriedades fisicas da cartilagem articular, dependem da estrutura e organizacao das
macromoléculas da matriz (HARDINGHAM et al., 2002). Assim, a interagdo entre o
condrdcito e a matriz extracelular é de suma importancia na regulacdo do desenvolvimento,
manutencéo e reparo da cartilagem articular (POOLE et al., 1992; BUKWALTER; MANKIN,
1998; CORVOL, 2000; HUBER et al., 2000).

N&o possui vasos sanguineos, nem inervacdo (HARDINGHAM et al., 2002; ODA,
2005; ECKSTEIN et al., 2006), logo mecanismos normais de reparo tecidual, envolvendo
recrutamento celular para o local do dano, ndo ocorrem (HARDINGHAM et al., 2002).A
doenca degenerativa da cartilagem articular ou osteoartrose, esta entre as causas mais comuns
de dor, limitacdo funcional, rigidez, incapacidade e diminuicdo da qualidade de vida em
individuos de meia idade e idosos (ATRA, 1995; NEWTON et al., 1997; AROKOSKI et al.,
2000; BEAUPRE et al., 2000; FITZGERALD et al., 2002; GOLDRING; GOLDRING,
2007; FONTINELE, 2008). Tais danos parecem contribuir para a progressao da doenca e
incapacidade fisica (FITZGERALD et al., 2002).

A incidéncia desta doenga aumenta com a idade (GOLDRING; GOLDRING, 2007)
dentre outros fatores (SAXON, 1999; LEE; KEAN, 2012).
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A forte correlagéo entre aumento da idade e a prevaléncia de osteoartrose, e evidéncias
de importantes alteracdes relacionadas com a idade na funcdo dos condrocitos como:
diminuigdo da habilidade em responder a variados tipos de estimulos como fatores de
crescimento (BUCWALTER; MANKIN, 1998) e diminuicdo da capacidade de manutencao
da matriz (HUBER et al., 2000), sugerem que as mudancas decorrentes da idade na cartilagem
articular, podem contribuir para o desenvolvimento e progressao da doenca (BUCWALTER;
MANKIN, 1998).

As mudancas observadas na cartilagem articular durante o envelhecimento sédo
atribuidas a alteragbes na organizagdo estrutural da matriz extracelular. Estas mudangas
incluem amolecimento da superficie articular, diminuicdo da resisténcia a tensdo e
endurecimento da matriz (GOLDRING; GOLDRING, 2007).

Dados do altimo censo demografico mostram que a proporcdo de idosos na populagdo
brasileira passou de 4,8% em 1991 e 5,9% em 2000 para 7,4% em 2010. O crescimento
absoluto da populacéo do Brasil nestes ultimos dez anos se deu principalmente em funcédo do
crescimento da populacdo adulta, com destaque também para o aumento da participacdo da
populacdo idosa, uma vez que houve um continuo declinio dos niveis de fecundidade
acompanhado pela queda da mortalidade no periodo. A evolucdo da estrutura etaria observada
nos sugere também que, confirmadas as tendéncias esperadas de mortalidade e fecundidade, a
populacdo do Brasil tende a dar continuidade a esse processo de envelhecimento (IBGE,
2011).

O Envelhecimento resulta em um declinio progressivo de multiplos 6rgéos, afetando
fungdes reprodutivas, metabdlicas, fisicas e cognitivas e eventualmente na sobrevivéncia
(FONTANA; KLEIN, 2007). Embora, através de mecanismos ainda ndo totalmente
conhecidos, sabe-se que a ingestdo caldrica parece estar associada a mudancas nas func@es de
processos fisiolégicos, hormonais, metabolicos e biomecénicos, podendo retardar ou acelerar
0 processo do envelhecimento (LUTZ, 1990; HART et al., 1999).

Segundo Felson (2009), como consequéncia do envelhecimento da populacdo, as

estimativas sugerem que o indice de osteoartrose de joelho ira dobrar entre 2000 e 2020.

A excessiva ingestdo caldrica é um fator de risco para diversas doencas cronicas
(HURSTING et al, 2003; FONTANA; KLEIN, 2007), incluindo diabetes, hipertensao,
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acidente vascular cerebral, infarto do miocérdio, Alzheimer (LOGROSCINO et al., 2007) e
osteoartrose (SAXON et al., 1999; KERIN et al., 2002), diminuindo a expectativa de vida
(FONTANA; KLEIN, 2007), sendo as maiores causas de incapacidade e morte nos paises
industrializados (MATTSON, 2005).

Sabe-se que a redugdo energética da dieta ndo acompanhada de desnutri¢cdo apresenta
notaveis beneficios para satde, podendo impedir o desenvolvimento de doengas nos idosos.
(ATHANASIOU et al., 2000).

A restricdo calorica, caracterizada pela reducéo de ingestdo de calorias abaixo da ad
libitum usual sem desnutricdo (FONTANA; KLEIN, 2007), pode suprimir o desenvolvimento
de varias doencas e aumentar a sobrevida em roedores, reduzindo o dano oxidativo e

aumentando a resisténcia ao estresse (MATTSON, 2005).

A perda de peso parece ser um passo l6gico no tratamento de osteoartrose de joelho de
pacientes obesos, resultando em reducdo significativa da dor, melhora da funcdo e da
progressao da doenga (LEE; KEAN, 2012).

Segundo Wang et al. (2006), modelos animais experimentais sdo altamente utilizados em
pesquisas ortopédicas, para estudar a cartilagem articular saudavel, doente e seu reparo. Para
modelo de osteoartrose humana, comumente sdo utilizados grandes animais, porém esse tipo
de modelo animal tem desvantagens como alto custo, assim como dificuldades e questdes
éticas envolvendo a manutencdo e experimentacdo. Assim, 0 uso de ratos para estudar as
propriedades da cartilagem articular é bem aceito por ser conveniente e cientificamente
apropriado (GUERRA et al., 2004; WANG et al., 2006).

Foram encontrados diversos relatos na literatura sobre as altera¢cbes morfologicas e
biomecénicas da cartilagem articular na juventude e no envelhecimento (HUDELMAIER et
al.,, 2001; MARTIN; BUCKWALTER, 2002; GUERRA et al.,, 2004; DUDIA, 2005;
BOGOSLAVSKY, 2006; HORTON, 2006; AIGNER et al., 2007; ODA et al., 2007), porém
ndo encontramos informacdes a respeito dos efeitos da restrigdo caldrica sobre as alteracfes
morfologicas da cartilagem articular durante o envelhecimento. Os trabalhos encontrados
focam apenas as alteragdes biomecanicas. Assim, o presente estudo visa detectar possiveis
alteracdes morfologicas na cartilagem articular de joelhos de ratos submetidos a restricdo

caldrica durante o envelhecimento.
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A importéancia desse estudo seria analisar os efeitos da alimentagdo com caloria reduzida
sobre a cartilagem articular de ratos adultos e, também, no processo de envelhecimento,
visando a melhora na alimentag&o, a prevencao da osteoartrose, buscando a melhora da
qualidade de vida em idosos e, também, a diminuicéo de gastos do pais com o tratamento
doencas degenerativas da cartilagem articular.
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2 OBJETIVOS

e Verificar as alteragdes que ocorrem na cartilagem articular da epifise distal do

fémur e proximal da tibia, no processo de envelhecimento.

e Verificar se a ingestdo de dieta com caloria reduzida é capaz de influenciar a
espessura da cartilagem, a densidade numeérica dos condrocitos, o volume dos
nacleos dos condrocitos, a morfometria do colageno e a identificacdo dos tipos
de colageno, em especial o colageno tipo Il, na cartilagem articular da epifise

distal do fémur e proximal da tibia.
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3 REVISAO DE LITERATURA

Neste capitulo sera apresentada revisao da literatura sobre o tema, cujos topicos
serdo abordados na seguinte ordem: caracteristicas estruturais das cartilagens
articulares, alteracdes da cartilagem articular devidas ao envelhecimento, efeitos da

restricdo caldrica sobre a cartilagem articular e outras estruturas corporais.

3.1 CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS DAS CARTILAGENS ARTICULARES

O tecido cartilaginoso € um tipo especializado de tecido conjuntivo. A cartilagem
articular, que reveste as superficies dos 0ssos nas articulagfes sinoviais tem origem a
partir de moldes de cartilagem hialina. Quando ocorre a maturidade esquelética, a
cartilagem articular € o Unico indicio do molde de cartilagem original e persiste durante
toda a vida adulta (HUBER et al., 2000).

E um tecido aparentemente simples que contém apenas um tipo de célula
(condrocitos). No entanto tem uma matriz extracelular altamente organizada
(MAFFULL; KING, 1992; HARDINGHAM et al., 2002).

Os condrécitos possuem uma baixa atividade metabdlica, sobrevivendo em
condicBes de relativa hipoxia e auséncia de suprimento vascular, possuindo baixa
capacidade regenerativa (GOLDRING; GOLDRING, 2007; HATTORI et al., 2007).
Essas células regulam a matriz através de um balanco sincronizado entre anabolismo e
catabolismo (KUETTNER et al., 1991). Evidéncias indicam que a renovacao da matriz
depende da habilidade dos condrécitos em detectar alteracbes na composi¢do
macromolecular e organizacdo da matriz, incluindo a presenca de moléculas
degradadas, e a resposta através da sintese de tipos e quantidades de novas moléculas
(BUKWALTER; MANKIN, 1998).
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A forma e a concentracdo volumétrica dos condrdcitos muda em funcdo da
profundidade na cartilagem articular. Uma determinada forma do condrocito produz
diferentes efeitos nas propriedades dependendo da estrutura da rede de fibras colagenas.
Assim a forma e a concentracdo de condrdcitos, parecem estar relacionadas com a
estabilidade mecénica da matriz (WU; HERZOG, 2002).

A capacidade da cartilagem sofrer deformacéo reversivel depende da organizacéo
estrutural, incluindo o especifico arranjo das macromoléculas da matriz e dos
condrdcitos (HUBER et al., 2000).

A matriz extracelular da cartilagem articular tem 60% de seu volume total
representado pela agua, enquanto a matriz organica é composta principalmente por
fibras colagenas tipo Il (80 — 90%), VI, IX, X e Xl, proteoglicanas, (MAFFULI; KING,
1992; WANG et al.,, 2006; CAIRNS et al., 2010) e proteinas ndo colagenas
(MOLLENHAUER et al., 1984; MAFFULI; KING, 1992; HARDINGHAM et al.,
1994; BUCKWALTER; MANKIN, 1998; CULAV et al., 1999; HUBER et al., 2000;
KIM et al., 2001; HARDINGHAM et al., 2002; ODA, 2005).

As fibrilas colagenas garantem a cartilagem articular, resisténcia a forcas de
tensdo (CAIRNS et al., 2010). Sua arquitetura a protege contra danos mecanicos,

diminuindo o atrito entre as superficies durante 0 movimento (ECKSTEIN et al., 2006).

As proteoglicanas sdo compostas por uma proteina central ligada a cadeias de
glicosaminoglicanas e oligossacarideos (POOLE et al., 1986). As proteoglicanas como
0 agrecan e o versican, sdo vinculadas a grandes quantidades de glicosaminoglicanas,
que sdo carregadas negativamente, garantindo a cartilagem resisténcia a compressao.
(BUCKWALTER; MANKIN, 1998; CULAV et al.,, 1999; POOLE et al., 2001;
HARDINGHAM et al., 2002; CAIRNS et al., 2010), enquanto as proteinas nao
colagenas, parecem influenciar nas interacbes entre os condrécitos e a matriz
(BUCKWALTER; MANKIN, 1998; CULAV et al., 1999; POOLE et al., 2001).

Baseado no arranjo das fibras colagenas da matriz e nas caracteristicas
morfolégicas dos condrdcitos nos cortes perpendiculares a superficie, a cartilagem
articular é dividida em quatro zonas (I, II, 11l e 1V). Na zona | ou superficial (ZS) os

condrécitos sdo achatados e relativamente pequenos. Tanto os condrdcitos quanto as
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fibras colagenas sdo dispostos paralelamente a superficie articular. A zona Il ou média
(ZM) apresenta condrdcitos arredondados, sendo assim como o colageno, dispostos de
maneira desorganizada. Na zona Il ou profunda (ZP) os condrdcitos formam colunas
perpendiculares a superficie. As fibras coldgenas também sdo configuradas
perpendicularmente a superficie articular. A zona 1V ou calcificada é caracterizada por
extensa mineralizacdo da matriz. E separada da zona Il por uma linha basofilica
(tidemark) (CASTANO et al., 1995; ODA et al., 2007).

A combinacdo das proteoglicanas da matriz, orientacdo das fibras colagenas e
forma dos condrdcitos, estdo intimamente ligadas e sdo adaptadas para otimizar a
estabilidade mecénica e a capacidade de suportar peso da estrutura (WU; HERZOG,
2002).

Areas que sdo regularmente sujeitas a altos niveis de estresse, como por exemplo,
os condilos femorais, apresentam alto grau de orientacdo de colageno e espessamento da
zona superficial da cartilagem articular (AROKOSKI et al., 2000).

Ainda ndo ha um consenso sobre a relacdo entre quantidade de proteoglicanas e
areas de maior ou menor estresse na cartilagem articular. Segundo Kerin et al. (2002),
areas nas articulacbes que sofrem grandes forcas durante a locomocéo, geralmente tem
maior quantidade de proteoglicanas comparado com a cartilagem adjacente com menor
estresse, porém, segundo Arokoski et al. (2000), locais que apenas suportam descarga

de peso, como por exemplo o plat6 tibial, sdo ricos em proteoglicanas.

Mudancgas no colégeno, proteoglicanas ou na agua, influenciam a funcionalidade
da cartilagem articular (ATHANASIOU et al., 2000).

A osteoartrose é uma doenca crbénica degenerativa da cartilagem articular
(AROKOSKI et al., 2000; GUERRA et al., 2004; GOLDRING; GOLDRING, 2007).
Em geral, é expressa como a incapacidade metabolica e mecanica funcional da
cartilagem hialina, resultante em dor e disfungdo articular (LEE; KEAN, 2012).
Diferente da artrite reumatoide, ndo é uma condicdo sistémica, mesmo em casos de
multiplas articulacdes envolvidas (SAXON et al., 1999). Pode ser causada por diversos
fatores como a pds-menopausa, ocasionada por baixos niveis de estrogeno (WLUKA et
al., 2004; FONTINELE, 2008), hereditariedade (SAXON et al., 1999; WLUKA et al.,
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2004; GOLDRING; GOLDRING, 2007), trabalhos que envolvam movimentos
repetitivos (SAXON et al., 1999), envelhecimento (FELSON et al., 1988; BEAUPRE
et al., 2000; MARTIN; BUCKWALTER, 2002; KERIN, 2002; GUERRA et al., 2004;
WANG et al., 2006; GOLDRING; GOLDRING, 2007) e obesidade que afeta
principalmente o joelho (FELSON et al., 1988; SAXON et al., 1999; KERIN et al.,
2002; LEE; KEAN, 2012).

As cartilagens articulares que mais sofrem com a osteoartrose sdo a proximal da
tibia, distal do fémur e superficie patelofemoral (KERIN, et al., 2002). Outros locais
mais comumente afetados sdo as maos, quadris e coluna (GOLDRING; GOLDRING,
2007). Segundo Felson et al. (1988), a osteoartrose do joelho representa grande custo
social e esta associada a maior incapacidade do que qualquer outra articulacao.

As mudancgas mais proeminentes na cartilagem com o avango da osteoartrose séo
fibrilagdo superficial, hipertrofia da cartilagem articular, ocasional destruicdo da
superficie articular (GUERRA et al., 2004) e amolecimento (HORTON et al., 2006).
Em nivel microscopico, segundo Dahlberg et al. (1994), em casos de patologia articular
ocorrem mudancas significativas nas concentragdes de moléculas da cartilagem. Ha
evidéncias de fendas e morte de condrécitos. Além dessas mudancas estruturais,
ocorrem também alteracdes bioquimicas na estrutura das proteoglicanas e também
diminuigdo dessa célula. Alteracdes na quantidade e forma das proteoglicanas geram
profundas consequéncias no perfil de hidratacdo da cartilagem. Apesar de haver um
aumento global no teor de agua, a agua ndo estd fixada a carga negativa das cadeias
laterais de glicosaminoglicanas, resultando numa diminuicdo da pressao hidrostatica da
cartilagem (HORTON et al., 2006).

As mudancas nas proteoglicanas da cartilagem parecem preceder a mudancgas no
colageno durante a progressdo de osteoartrose. Eventualmente a rede de colageno é
interrompida, resultando em uma diminuicdo da forca e resisténcia a tenséo (HORTON
et al., 2006). Segundo Avery e Bailey (2005), diferente do osso, da pele e do tendéo, a

renovacgdo do colageno da cartilagem articular € muito lento.

Nos primeiros estagios da doenca, ha evidéncias de aumento da atividade sintética,

vista como uma tentativa de regenerar a matriz com alguns componentes especificos,
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incluindo colageno tipo Il e o agrecan (GOLDRING; GOLDRING, 2007). Antes da
deterioracdo da superficie da cartilagem, nota-se uma diminuicdo da concentracdo
superficial de proteoglicanas, aumento da quantidade de agua e separacdo e
desorganizacao das fibras colagenas superficias. O avango da patologia € acompanhado
de perda importante e dano das fibras colagenas tipo Il e perda de proteoglicanas
(AROKOSKI et al., 2000). Degradacdo de proteoglicanas e colageno levam a
diminuigdo da rigidez da cartilagem (ARMSTRONG; MOW, 1982; KEMPSON et al.,
1971; AROKOSKI et al., 2000; ECKSTEIN et al., 2006).

As mudancas no colageno dependem das forcas que atuam sobre a cartilagem que
influenciam a remodelacéo e reorientacdo das fibrilas colagenas da cartilagem (ROTH,;
MOW, 1980).

As mudancas nas propriedades funcionais e a faléncia da cartilagem nos casos de
osteoartrose sao resultado das mudangas na degradacgdo, sintese, estrutura e interacao
entre as macromoléculas da matriz (LOHMANDER et al., 1999). Segundo Lohmander
et al. (1996), ocorre uma aumento da sintese de colageno tipo Il a longo prazo, durante

o desenvolvimento de osteoartrose.

3.2 PROCESSO DE ENVELHECIMENTO ARTICULAR

A expectativa de vida, que é definida como a idade que 50% da populacdo
sobrevive ap0s 0 nascimento, aumentou acentuadamente na maioria dos paises
desenvolvidos no ultimo século. Esse aumento é devido primeiramente ao saneamento
basico, melhoria da higiene, reducdo da mortalidade infantil, desenvolvimento de
vacinas e antibidticos e melhoria nos cuidados a saide (FONTANA; KLEIN, 2007).
Com o envelhecimento da populagdo mundial e 0 aumento da propor¢do de pessoas
com mais de 60 anos, a prevaléncia de osteoartrose, incluindo a de joelho, também
aumenta (LEE; KEAN, 2012).

Desta maneira, torna-se imprescindivel uma adaptacdo da sociedade a essa nova

realidade, possibilitando melhor qualidade de vida para os idosos, atendendo
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principalmente suas necessidades na area de salde, uma vez que 0s maiores gastos com

a saude ocorrem nos ultimos anos de vida (WICK et al., 2000).

O envelhecimento resulta em um progressivo declinio de multiplos 6rgaos e
sistemas, afetando as funcdes reprodutiva, metabdlica, fisica, cognitiva e eventualmente
a sobrevivéncia (FONTANA; KLEIN, 2007).

O envelhecimento, além das caracteristicas exteriores, é acompanhado de outras
alteracbes como perda de forca muscular, osteoporose, reducdo da flexibilidade
articular, coordenacdo motora, equilibrio, 0 que repercute inclusive no desempenho
social do idoso, expondo-0 a risco de quedas, entorses, fraturas com grande facilidade,
proporcionando até mesmo risco de vida (BOGOSLAVSKY, 2006).

A maioria dos individuos com mais de 65 anos, apresentam evidencias clinicas ou
radiograficas de osteoartrose (GOLDRING; GOLDRING, 2007).

Atualmente acredita-se que os fatores de risco para o desenvolvimento de
osteoartrose estejam envolvidos em dois mecanismos fundamentais: Efeitos de forcas
“anormais” na cartilagem ‘“normal” ou efeitos de forgas “normais” em cartilagem
“anormal”. O envelhecimento vem sendo considerado como fator primario
contribuindo para esse estado “anormal” da cartilagem (HORTON et al., 2006;
GOLDRING; GOLDRING, 2007).

Claramente os condrocitos apresentam papel principal nas mudangas que ocorrem
tanto no envelhecimento, quanto na osteoartrose. Alternativamente, teorias relacionadas
com alteracbes programadas dos condrécitos que requerem tempo para se manifestar
ganharam aceitacdo. Por exemplo, perda de condrdcitos funcionais por apoptoses ou
outras formas de morte celular programada podem tornar a cartilagem mais vulneravel a
doencas degenerativas (ADAMS; HORTON, 1998; HORTON et al., 2006).

A manutencdo da longa vida da cartilagem articular depende da habilidade dos
condrdcitos em repor as macromoléculas degradadas da matriz extracelular. A
associagdo entre envelhecimento e o desenvolvimento de osteoartrose, pode estar
relacionada com o envelhecimento dos condrécitos, que apresentam um declinio na

habilidade de manutencdo da cartilagem articular, ou seja, com o avango da idade, ha
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uma maior probabilidade do desenvolvimento de osteoartrose, pois 0s condrdcitos
perdem sua capacidade de repor a matriz extracelular (HUBER et al., 2000; MARTIN;
BUCKWALTER, 2002).

Segundo Horton et al. (2006), algumas mudancas na cartilagem articular sdo
consequéncias inevitaveis do envelhecimento, incluindo suave fibrilacdo e
amolecimento da superficie da cartilagem, e perda global da resisténcia e rigidez da
matriz. Esses tipos de mudancas podem estar ligadas ao envelhecimento dos
condrdcitos, que apresentam capacidade reduzida de manutencdo da homeostasia da

cartilagem.

Oda et al. (2007) ao estudar a epifise distal do fémur de ratos Wistar, mostraram
que aos trés meses de idade, a superficie articular apresentava-se lisa, com pequenas
ondulacgdes. Aos 12 meses, apresentava poucas fissuras e crateras, ja aos 32 meses foi

observado grande nimero dessas alteracfes degenerativas com aparéncia mais severa.

Segundo WIuka et al. (2004), as propriedades bioquimicas, estruturais e mecanicas

da cartilagem articular do joelno mudam com o avanco da idade.

As modificacbes que ocorrem no tecido conjuntivo durante o envelhecimento
estdo associadas com aumento das propriedades fisicas como forca e rigidez, resultando
possivelmente em fibras frageis com atividade funcional reduzida no tecido. Essas
mudanc¢as sdo manifestadas, por exemplo, nas articulacdes, pele e sistema vascular
(AVERY; BAILEY, 2005).

Estudos mostram que ha uma diminuicdo da espessura da cartilagem articular do
joelho de individuos entre cinquenta e setenta e oito anos em relacdo a jovens entre
vinte e trinta anos, sugerindo que h& perda de volume da cartilagem em adultos
saudaveis (HULDELMAIER et al., 2001; VERZIJL et al., 2002). Karnoven et al.
(1994), mostraram que tanto o envelhecimento como a osteoartrose foram capazes de
gerar uma diminuicdo da espessura da cartilagem articular da epifise distal do fémur,

nos locais de descarga de peso em humanos.

E possivel que o volume da cartilagem seja relativamente estavel antes dos

guarenta, cinquenta anos, e seja perdido rapidamente depois dessa idade, ou perdida
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regularmente durante a vida adulta, sendo um desencadeante para o desenvolvimento de
osteoartrose (WLUKA et al., 2004).

O envelhecimento causa alteragcbes na composi¢do da matriz e na atividade dos
condrdcitos, incluindo a habilidade dessas células em responder a variedade de
estimulos, tal como fatores de crescimento. Essas alteragfes podem aumentar a
probabilidade da degeneracdo da cartilagem articular (BUCKWALTER; MANKIN,
1998). Segundo Yang et al. (2005), o acimulo de proteinas da matriz da cartilagem no
reticulo endoplasmatico e no complexo de golgi dos condrécitos, € modificado por
estresse oxidativo durante o envelhecimento, levando a diminuicdo da sintese das
proteinas da matriz e eventual apoptose dos condrdcitos. A capacidade dos condrocitos
de remodelagéo e reparo da matriz da cartilagem diminui com a idade e isso pode ser
atribuido principalmente a diminuicdo do seu anabolismo. O potencial proliferativo
dessas celulas diminui com o envelhecimento (GOLDRING; GOLDRING, 2007).

Existem evidéncias de que os maiores componentes da matriz extracelular, como o
colageno tipo Il e as proteoglicanas, sofrem mudancas em sua densidade, composicéo e
organizagao estrutural durante o envelhecimento. A maior proteoglicana da matriz, o
agrecan diminui seu tamanho molecular e sua quantidade na matriz, contribuindo para
alteracdes nas propriedades biomecanicas da matriz (GOLDRING; GOLDRING, 2007).

Segundo Eckstein et al. (2006), hd controvérsias a respeito da diminuicdo da
espessura da cartilagem ocorrer durante o processo normal de envelhecimento
(possivelmente como resultado da reducdo de forcas mecanicas) ou se afeta somente
pessoas com osteoartrose. Karnoven et al. (1994) concluiram através da mensuracéo de
imagens de ressonancia nuclear magnética, que a idade reportou uma significante
diminuicdo linear da espessura da cartilagem dos condilos lateral e medial do fémur

com e sem a presenca de osteoartrose. O mesmo néo ocorreu com a tibia.

Segundo Oda et al. (2007), ap6s estudo da superficie articular da epifise distal do
fémur de ratos com 3, 12 e 32 meses, houve o diminuicdo significativa da espessura e
da densidade celular com a idade nas trés zonas da cartilagem articular. Em relagcdo ao
colageno o mesmo estudo mostrou diferenca entre os tipos de colageno com a idade.
Aos 3 meses, 0 colageno predominante nas zonas superficial, média e profunda, foi o
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tipo I, enquanto aos 12 e 32 meses, o colageno tipo Il predominou na zona superficial e

o tipo 11l nas zonas media e profunda.

Perda de cartilagem e da funcéo articular sdo problemas encontrados geralmente
em individuos apds o periodo reprodutivo (ECKSTEIN et al., 2006).

3.3 EFEITOS DA RESTRICAO CALORICA SOBRE A CARTILAGEM
ARTICULAR E OUTRAS ESTRUTURAS CORPORAIS

Tanto os idosos quanto os jovens sdo acometidos diariamente pelo estresse da
sociedade moderna. Porém nenhum estresse sofrido pelo organismo é maior do que a
condi¢do natural da variagcdo da energia ingerida. O subconsumo grave de nutrientes,
caracterizado pela desnutricdo, pode levar a fome, emagrecimento e morte. Enquanto a
nutricdo excessiva pode estar associada com céncer, doencas cardiacas, envelhecimento
e um grande numero de alteracBes patoldgicas. Ambos 0s casos, parecem estar
associados a mudancas em numerosas funcdes de processos fisioldgicos, hormonais,
metabdlicos e biomecanicos. Os mecanismos dessas alteracdes ainda ndo sdo totalmente
conhecidos (LUTZ, 1990; HART et al., 1999).

Segundo Fontana e Klein (2007), apds revisao da literatura, sugeriram que o estilo
de vida, como sedentarismo, alimentacdo e adiposidade é responsavel por 70% das

doengas crdnicas e sdo 0s maiores contribuintes para a diminuigéo da longevidade.

A ingestdo alimentar impacta significativamente a replicagdo, apoptose e resposta
imune celular (HART et al., 1999). A restricdo alimentar, caracterizada pela redugéo da
quantidade de alimento didrio, respeitando o conceito de “subnutri¢do sem desnutri¢do”,
causa mudancas significativas na porcentagem de células em todas as fases do ciclo
celular na medula 6ssea (LU et al., 1991), inibe a proliferagédo celular no bago e timo de
ratos jovens (LU et al., 1993), além disso, aumenta a longevidade de diversas espécies,
incluindo ratos. Hipoteses sugerem que esse efeito de prolongamento da vida é mediado
por uma mudanca no estado biolégico de proliferacédo celular e reproducédo para um, no

qual, a manutencdo celular e mecanismos de reparo sdo maximizadas (HOLLOSZY,
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1997). Segundo Weindruch e Walford (1982), a restricdo alimentar iniciada entre 3 e 6
meses de idade em roedores, desacelera o envelhecimento, aumenta a longevidade, e

inibe a ocorréncia de muitos tipos de cancer.

Segundo Athanasiou et al. (2000), apds estudarem ratos (Fischer 344) entre 6, 12,
18, e 24 meses, demonstraram que diferente do 0sso, as propriedades biomecéanicas da

cartilagem articular ndo séo afetadas por 40% de restricao alimentar.

O tamanho e a frequéncia das refeicdes séo aspectos fundamentais da nutricao,
que possuem profundos efeitos na satde e na longevidade dos animais de laboratorio. A
reducdo da frequéncia das refeicdes/jejum intermitente, caracterizada pela reducdo do
namero de refeicdes diarias sem desnutricdo, podem suprimir o desenvolvimento de
varias doencas e aumentar a sobrevida em roedores, reduzindo o dano oxidativo e

aumentando a resisténcia ao estresse (MATTSON, 2005).

A ingestdo calorica € um determinante importante de saldde. Ingestdo energética
inadequada e excessiva representam diferentes formas de méa nutricdo que levam a
mudancas desfavoraveis na composicdo corporal, disfuncdo organica e mortalidade
prematura (FONTANA; KLEIN, 2007).

Estudos mostram que mudangas na ingestdo calorica, podem alterar diversas
variaveis fisiolégicas e comportamentais (HART et al., 1999) como temperatura basal
do organismo e a atividade metabdlica (DUFFY et al., 1990); induzir uma mudanca
bem coordenada entre carboidrato e metabolismo gordo (mensurado pela analise do
cociente respiratorio), resultando de alteragdes de niveis hormonais e/ou modulacéo da
atividade do receptor hormonal (ALY et al., 1994); diminuir a atividade reprodutora
trocada pelo objetivo de busca alimentar; modificar a habilidade do organismo em
prevenir infecgdes; causar alteracbes na regulacdo do dano, reparo, replicacdo e
expressdo do DNA para manutencdo da integridade do genoma (HART; TURTURRO,
1997; HART et al., 1999).

Uma reducdo de 40% de ingestdo caldrica em ratos aumenta significativamente a
atividade espontanea. Concomitante com o aumento da atividade espontanea ha uma
diminuicdo da frequéncia cardiaca, tanto ao repouso quanto ao estresse fisico. Além

disso, ocorre diminuicdo da temperatura corporal, do consumo de O, da producdo de
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CO; e da frequéncia respiratdria. Essas mudancas dramaéticas na frequéncia respiratéria
e na temperatura corporal sugerem uma rapida mudanca nas vias metabdlicas (glicolise
para gliconeogenese). Baixa temperatura e metabolismo podem representar um
mecanismo de protecdo contra danos ao DNA, aumentando assim, o potencial de

sobrevivéncia nos ratos restritos (DUFFY et al., 1990).

A restrigdo calorica é a intervencdo mais eficiente para 0 aumento da expectativa
de vida em varias espécies animais, incluindo os mamiferos (HURSTING et al., 2003).
Estudos em roedores demonstraram que a restricdo calorica, caracterizada pela reducao
da ingestdo de calorias abaixo da ad libitum usual sem desnutricdo, retardou o
envelhecimento e aumentou a longevidade por prevenir ou retardar o aparecimento de
doencas crbnicas como diabetes, aterosclerose, cardiopatia, doengas auto-imunes,
doencas respiratorias e renais e cancer (WEINDRUCH; WALFORD, 1982;
ATHANASIOU et al., 2000; HURSTING et al., 2003; MATTSON, 2005). Segundo
Holloszy (1997), restricdo caldrica moderada de aproximadamente 30%, resulta em
diminuicdo da mortalidade precoce. Além disso, a restricdo caldrica diminuiu a
neurodegeneracdo cerebral e aumentou a neurogénese em modelos animais de
Alzheimer, Parkinson, doenca de Huntington e acidente vascular cerebral (MATTSON,
2005; MARTIN et al., 2006), mas mostrou ser prejudicial em modelos animais de
esclerose lateral amiotrofica (MATTSON, 2005).

Porto et al. (2012), concluiram que, por minimizar os efeitos do envelhecimento
no plexo mioentérico do duodeno de ratos, a restricdo cal6rica de 30% pode ser usada
como uma medida preventiva para as doencas intestinais que surgem com O

envelhecimento, melhorando a qualidade de vida dos idosos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados 15 ratos machos (Rattus norvegicus), da linhagem Wistar. Os animais
foram separados em trés grupos, com 5 animais em cada grupo:
= C: animais de 06 meses alimentados com dieta normal (A);
= SR:animais de 18 meses alimentados dieta normal (A);
= RC: animais de 18 meses submetidos a restricdo caldrica alimentados com dieta
B.

Apds aprovacdo do comité de Bioética da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de S&o Paulo (Protocolo n® 2477/2011), os animais de todos
0S grupos, com exce¢do os animais do grupo C, aos seis meses de idade foram
transferidos para o Biotério Setorial, onde permaneceram até os 18 meses. Todos foram
alojados em caixas de polipropileno providas de bebedouro e comedouro, mantidas em
condicBes ambientais controladas de temperatura (24+2°C) e de iluminacg&o (ciclo de 12
horas claro/ 12 horas escuro) e 4gua ad libitum.

Para determinar a quantidade de dieta diaria fornecida durante o experimento, 0s
animais de todos 0s grupos passaram por um periodo de sete dias de adaptagédo, durante
0 qual foram fornecidas dieta normal e 4gua ad libitum. A média de consumo diario de
dieta normal obtida na fase de adaptacdo foi a quantidade diaria de dieta administrada
ao longo de toda a fase experimental. Esse procedimento foi necessario para evitar que
animais tratados com dieta de nivel calorico inferior ao da dieta normal compensassem
0 menor fornecimento de calorias com 0 aumento da ingesté&o.

Apos o periodo de adaptacéo, os animais foram distribuidos aleatoriamente nos
dois grupos (5 animais por grupo). Para os animais do grupo SR foi administrada dieta
normal (A) (Anexo a. Tabela 1) produzida com base na composi¢do quimica de dietas

referéncias para animais de laboratorio e necessidades estabelecidas pelo NRC (1995)
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para ratos em periodo de manutencdo. Os animais do grupo RC receberam dieta 31%

menos caldrica (B) (Anexo a. Tabela 1).

Os animais foram pesados no inicio do experimento e mensalmente. As médias
foram calculadas, os dados tabulados e comparados estatisticamente. Foram verificados

também, o coeficiente de crescimento exponencial e o coeficiente de determinacdo.

4.2 ELABORACAO DA DIETA

Foram elaboradas duas dietas isoprotéicas (Anexo a. Tabela 1). A dieta A foi
considerada a dieta normal referéncia, fornecida aos animais do grupo SR. A dieta B foi

fornecida aos animais dos grupos RC.

A dieta B apresentava, energia bruta reduzida em 31% (2700 kcal/EB/kg) em
relacdo a energia bruta calculada para a dieta normal (3900 kcal/EB/kg) (Anexo A,
Tabela 1).

4.3 EUTANASIA DOS ANIMAIS

Ap0bs o periodo experimental (12 meses) os animais foram mantidos em jejum de
12 horas e eutanasiados com dose letal do anestésico Tiopental®, 40mg/kg de peso

corpdreo via endovenosa.

4.4 MICROSCOPIA DE LUZ

A seguir serdo descritos a preparacdo do material e as analises realizadas a

microscopia de luz.
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4.4.1 Preparacdo do Material Para Analise ao Microscopio de Luz

Os animais dos trés grupos foram eutanasiados e manipulados em prancha de
cortica. Foram retiradas as articulacdes dos joelhos esquerdos dos animais, sob
microscopio estereoscopico. Durante o procedimento cirdrgico, foi feita irrigacdo
continua com solucdo fisioldgica para manter os espécimes livres de residuos
(STOCKWELL, 1967; BLOEBAUM, 1980).

Foram utilizados os membros pelvicos, pois sdo as que mantém a propulsdo
durante a marcha. Foram examinadas as cartilagens das epifises distal do fémur e
proximal da tibia por serem locais comuns de degeneracdo devido a relacdo com a
descarga do peso corporal em varias espécies (KAAB et al., 1998). Foram dissecados
os musculos das regides anterior e posterior do joelho, expondo a articulacdo. A capsula
foi entdo aberta, os ligamentos cruzados e colaterais foram seccionados e as epifises

distal do fémur e proximal da tibia separadas e isoladas.

As pecas foram colocadas em solucéo de formol 10% em tampéo fosfato 0,1M,
pH 7,4, durante 24 horas a 4°C. Apds lavagem, foi realizada a descalcificacdo das pecas
em solucdo de Ebner (&cido cloridrico concentrado 3ml, cloreto de sédio; solugdo
saturada (35%) 100ml e &gua destilada 100ml), durante 3 meses, ou até que as pecgas
ndo apresentassem mais calcio (esta verificacdo pode ser feita a partir de uma reacao
quimica de 5ml da solugéo, na qual os fragmentos estavam imersos, composta por 1ml
de oxalato de aménio e 1ml de hidroxido de amdnia). Apos a descalcificacdo, as pecas
foram lavadas em agua destilada, desidratadas em séries crescentes de alcoois (70% ao
100%), diafanizadas em xilol e incluidas em parafina a 65°C formando blocos. Destes
blocos foram obtidos 6 cortes histolégicos com 6 pum de espessura, perpendiculares a
superficie da cartilagem, com intervalo de 300um. Os cortes foram coletados em
laminas histoldgicas e corados através dos seguintes métodos:

e Hematoxilina-Eosina (HE), para analise da espessura das zonas
(camadas) da cartilagem, quantificacdo dos condrocitos e determinacéo
dos volumes dos nucleos dos condrocitos da cartilagem articular de

acordo com o Anexo b (Figura 1).
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e Picrosirius F3BA (JUNQUEIRA et al.,, 1978) para quantificacédo de
colageno. As fibras colagenas foram examinadas por meio de
microscopio dotado de luz polarizada, processo no qual, as fibras séo

visiveis por sua coloragdo e birrefringéncia.

¢ Imunohistoquimica, para marcacao de colageno tipo Il, por ser o tipo de
colageno predominante na cartilagem articular (JUNQUEIRA et al.,
1978).

4.4.2 Analise Morfométrica

O estudo morfométrico foi realizado utilizando-se um sistema digital de
processamento e andlise de imagens em computador, do Laboratorio de Anatomia da
FMVZ. O sistema consiste de Microscopio®, ao qual esta acoplada uma microcamera de
video’ que capta as imagens das laminas histolégicas, e as transmite para um
computador. A andlise foi realizada em imagens digitalizadas, de maneira semi-
automatica, atraves de software especifico®. Neste estudo foram considerados os

seguintes parametros:

4.4.2.1 Anélise da Espessura das Zonas (camadas) da Cartilagem Articular

A espessura de cada uma das trés zonas da cartilagem e da cartilagem total (soma
das trés) foi realizada através de imagens digitalizadas com objetivas de aumento de
200X. A zona calcificada foi excluida devido a dificuldade de diferenciacdo desta com o
0sso subcondral, o que poderia comprometer as andlises (STOCKWELL, 1967;
MEACHIM, 1971; ODA, 2005). Foram feitas, em cada um dos 12 cortes de cada

! Olympus BX60
2 Axio Cam HRC (ZEISS)
¥ Axio Vision 4.8
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animal (6 da cartilagem articular da tibia e 6 da cartilagem articular do fémur), a medida
da espessura de cada zona em pum, em 6 locais escolhidos aleatoriamente (3 em cada
condilo), totalizando 72 medidas para cada zona por animal (36 da cartilagem articular
da tibia e 36 da cartilagem articular do fémur). As médias e o desvio-padrdo foram

calculados para cada zona, nos 5 animais de cada grupo.

4.4.2.2 Anélise da Densidade Numérica de Condrécitos

Para contagem dos condrécitos, foram utilizados 6 cortes ndo sucessivos por
animal, com intervalo de 300 um entre os cortes, para evitar a contagem dupla de uma
mesma célula. Segundo Lothe et al. (1979), a contagem de condrdcitos é representativa
quando se utiliza a média de 6 cortes. Utilizando imagens digitalizadas com objetivas de
aumento de 200X. Foram contados os nucleos dos condrocitos de cada zona situados
em 4 campos escolhidos aleatoriamente (de 100 pum cada) da cartilagem articular do
fémur e da cartilagem articular da tibia (2 campos no céndilo medial e 2 no lateral cada
animal). Posteriormente, foram calculados a média e o desvio-padrdo para cada zona,

nos 5 animais de cada grupo.

4.4.2.3 Determinacdo do VVolume dos Nucleos dos Condrdcitos

Utilizando-se imagens digitalizadas com objetiva de aumento de 400X, foram
feitas medidas dos didmetros maior e menor do nucleo de cada condrocito situado em
cada um dos 6 campos da cartilagem articular do fémur e da tibia (3 por condilo, medial
e lateral, sendo 1 por zona da cartilagem) de cada animal, utilizando imagens
digitalizadas. O célculo do volume nuclear foi feito segundo a férmula: V = a*x b/1,91
onde, V = volume nuclear, a = diametro menor do ndcleo, b = didmetro maior do ndcleo
e 1,91 é uma constante utilizada (SALVATORE; SCHREIDER, 1947).
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4.4.2.4 Morfometria do Colageno

A morfometria do colageno foi realizada utilizando imagens digitalizadas com
objetivas de aumento de 400X. Doze cortes de cada animal (6 da cartilagem articular da
tibia e 6 da cartilagem articular do fémur), foram fotografados e mensurados em 6 locais
(3 em cada condilo), totalizando 72 campos por animal (36 da cartilagem articular da
tibia e 36 da cartilagem articular do fémur). A imagem de cada campo foi digitalizada e
tratada de forma a contrastar as fibras colagenas por limiar de cor (vermelho). O
programa disponibiliza uma escala entre os vermelhos, o tom a ser quantificado é
selecionado e aplicado igualmente sobre todas as imagens. Quantificou-se a proporcao
volumeétrica (em porcentagem) das fibras colagenas da matriz extracelular por area do
frame da imagem. Para ndo haver diferencas, todas as imagens foram digitalizadas com
frame de 149774,6 um® Desta forma, as imagens abrangeram a cartilagem articular e o
0sso adjacente. O valor obtido nos 36 campos por animal, por superficie articular foi
somado, separando condilo lateral de condilo medial e calculada a média. A média final

dos cinco animais de cada grupo foi calculada e utilizada no programa estatistico.

4.4.2.5 ldentificacdo dos Tipos de Colageno

Para andlise qualitativa dos tipos de colageno, as ldminas coradas com Picrossirius
foram estudadas com a utilizacdo de filtros de polarizagdo em microscépio de luz
convencional. Quando analisadas por este método, o coldgeno tipo | apresenta-se de
coloracdo laranja ou vermelho, enquanto o tipo 11l mostra-se verde. O colageno tipo I,
geralmente, apresenta-se amarelo, porém pode ser encontrado em cores variaveis, no
entanto, essas cores sempre sdo claramente distintas dos colagenos tipo | e I1l. Como as
cores obtidas dependem dos filtros de cor utilizados e da intensidade da luz, sempre que
possivel, as imagens foram obtidas sob as mesmas condi¢cbes (JUNQUEIRA et al.,
1978). Foram realizadas imagens digitalizadas com objetivas de aumento de 400X , dos

12 cortes de cada animal (6 da cartilagem articular da tibia e 6 da cartilagem articular do



43

fémur), em 6 locais (3 em cada condilo), totalizando 72 campos por animal (36 da
cartilagem articular da tibia e 36 da cartilagem articular do fémur), sendo as dimensdes
de cada campo 430X340um .

45 IMUNOHISTOQUIMCA

Para a andlise histoquimica do colageno tipo Il da matriz das cartilagens
articulares do fémur e da tibia foram utilizados 6 cortes de cada animal. Esse tipo de
colageno foi escolhido por ser o predomintante na cartilagem articular
(HARDINGHAM et al., 2002; CAIRNS et al., 2010). Os cortes em laminas silanizadas,
foram desmascarados em banho-maria em tampdo borato a 80°C durante 30 minutos.
Em seguida, os cortes foram submetidos ao blogqueio da peroxidase em solugéo de H,0;
3%, diluido em metanol durante 5 minutos. Apds lavagens o bloqueio antigénico das
laminas foi realizado em &cido5-tio-2-nitro-benzéico (TNB) durante 30 minutos.
Posteriormente, os cortes foram lavados e incubados em camara umida, overnight a 4°C,
com anticorpo mouse anti-human collagen I1*. Em seguida, as laminas foram incubadas
com anticorpos secundarios biotilinados® durante 30 minutos, em camara Umida. Ap6s
lavagem, a revelacdo foi realizada com diamino benzidina (DAB). Posteriormente, foi
realizada a coloragdo de fundo com Hematoxilina de Harris durante 5 segundos. As
laminas foram montadas e fotografadas imediatamente com objetiva de aumento de
400X. Controles negativos foram realizados para evitar marcacdes inespecificas do

anticorpo secundario.

46 ANALISE ESTATISTICA

As andlises foram feitas pelo procedimento ANOVA para a analise de variancia e

em casos de identificagdo de efeitos significativos (P<0,05), utilizou-se o teste de

#2150-0040 (Serotec) Oxford, Inglaterra
® (Dako) Glostrup, Dinamarca
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Tukey. Foram calculadas as médias de cada variavel para cada unidade experimental
(rato). As andlises foram feitas com estas médias. Foram testados os efeitos das
varidveis: alimentagdo (usual X hipocalorica) e envelhecimento sobre as medidas da
espessura das zonas da cartilagem, nimero de nicleos por unidade de &rea, volume dos

nacleos dos condrocitos e densidade de volume de colageno.
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5 RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados de acordo com 0s seguintes itens: variacdo da

massa corpdrea dos animais, analise morfométrica e imunohistoquimica.

5.1 VARIACAO DA MASSA CORPOREA DOS ANIMAIS

Os gréaficos 1 e 2 e 0 apéndice a (Tabela 2) mostram os resultados das pesagens
dos animais. Conforme citado anteriormente, os animais foram pesados no inicio do

experimento e mensamenlte durante todo o periodo experimental (12 meses).

Gréfico 1 - Médias das pesagens obtidas mensalmente durante o periodo experimental (12
meses), para 0s animais do grupo SR
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Grafico 2 - Médias das pesagens obtidas mensalmente durante o periodo experimental (12
meses), para 0s animais do grupo RC
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No inicio do experimento, aos seis meses de idade, ndo havia diferenca estatitica
entre 0s grupos SR (dieta A) e RC (dieta B) (p>0,05) (Apéndice a . Tabela 2).

Aos sete meses notamos um aumento discreto na massa corporea dos ratos do
grupo SR em relacdo ao RC, porém sem significancia estatistica (p>0,05) (Apéndice a.
Tabela 2).

A partir dos oito meses de idade, observamos diferencga significativa na massa
corporea dos animais, sendo no SR maior que no RC. Na presente idade houve perda de
massa nos animais do grupo RC (dieta B), seguida de ganho até o final do experimento,
poréem esse ganho foi significantemente menor do que o dos animais do SR até os 18
meses (p<0,05) (Apéndice a. Tabela 2).

Para o SR, o coeficiente de crescimento exponencial (e) e o coeficiente de

-13
determinacdo (R?) foram e ! e 0,97 respectivamente (P<0,0001). Enquanto para o
RC, o coeficiente de crescimento exponencial e o coeficiente de determinagdo foram

-2,6

e ' e 0,81 respectivamente (P<0,0001).
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5.2 ANALISE DA ESPESSURA DAS ZONAS (CAMADAS) DA CARTILAGEM
ARTICULAR

A seqguir serdo apresentados os resultados da espessura da cartilagem articular da

epifise proximal da tibia e distal do fémur, respectivamente.

5.2.1 Tibia

A figura 2 mostra o aspecto dos cortes histologicos da cartilagem articular da tibia
dos animais dos 3 grupos, corados pela HE. Nestas figuras pode ser observada a

distribuicdo dos condracitos nas 3 zonas da cartilagem articular.
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Figura 2— Cortes histoldgicos da cartilagem articular da tibia mostrando as zonas superficial (S),
média (M), profunda (P) e calcificada (*), o aspecto dos condrdcitos (seta preta) nas lacunas e a tidemark
(seta amarela) nos trés grupos estudados (C, SR e RC) HE
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A tabela 3 mostra os resultados da analise da espessura das zonas superficial,
média e profunda da cartilagem articular, bem como a média da espessura total da

cartilagem nos condilos lateral e medial da tibia nos grupos C, SR e RC.

As analises mostram que o0s animais do SR apresentaram um aumento da
espessura da cartilagem articular da tibia em relacdo ao grupo C sem diferenca entre 0s
condilos. As médias bicondilares da espessura total foram 105,8 (£28,6) para o grupo C
e 144,5 (£68,7) para o grupo SR (p<0,001). Esse aumento ocorreu de maneira especifica
na zona profunda, sendo 74,9 (£25,5) para o C e 112,4 (£59,9) para o SR (p<0,001),
(Tabela 3).

Os animais do RC, nédo apresentaram diferencas em relacdo aos do SR, tendo
médias bicondilares da espessura total de 114,4 (x51,9) e profunda 157,7 (+66,1)
(P>0,05), (Tabela 3).

Tabela 3 - Demonstrativo das médias das espessuras das zonas da cartilagem articular
da epifise proximal da tibia nos diferentes grupos avaliados, seguidas pelo
desvio padrdo e significancia estatistica - Sdo Paulo — 2012

Tibia Espessura (pum)

Grupo Zona Condilo N
Lateral Medial Bicondilar

Superficial 10,1 + 45 79 £ 17 90 £ 29 5

Média 21,4 £ 51 241 + 6,7 227 +26 5

Profunda 604 + 134 894 + 462 749 + 255 5

Total 90,2 + 12,4 1214 + 544 1058 + 286 5

Superficial 94 + 2,2 96 £ 1,0 95 + 16 5

Média 21,7 + 67 236 +81 227 +73 5

SR profunda 108,2 + 64,8 116,6 + 56,7 1124 + 59,9 5

Total  139,2 + 735 149,9 + 65,7 1445 + 68,7 5

Superficial 89 = 1,7 103 £ 3,1 96 £ 2,3 5

RC Média 36,6 + 148 30,7 + 136 336 + 130 5

Profunda 114,9 + 55,6 113,8 + 53,8 1144 + 51,9 5

Total 160,5 + 70,7 154,9 + 69,7 157,7 + 66,1 5

" Significante em relacio ao SR na zona profunda (P<0,001); ~ Significante em relagio ao SR
na espessura total (P<0,001).
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5.2.2 Fémur

A figura 3 mostra o aspecto dos cortes histolégicos da cartilagem articular do
fémur dos animais dos 3 grupos estudados, corados pela HE.
Figura3— Cortes histolégicos da cartilagem articular do fémur mostrando mostrando as zonas

superficial (S), média (M), profunda (P) e calcificada (*), o aspecto dos condrdcitos (seta
preta) nas lacunas e a tidemark (seta amarela) nos trés grupos estudados (C, SR e RC) HE
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As tabelas 4 e 5 mostram respectivamente as médias gerais e especificas por zona,
da espessura da cartilagem articular do fémur nos condilos lateral e medial nos grupos
C,SReRC.

Os resultados mostram que, de maneira geral, os animais do SR apresentaram uma
diminuigdo da espessura da cartilagem articular do céndilo medial do fémur em relacéo
aos do grupo C. A diferenca entre as médias bicondilares foi de 6,4um, sendo menor no
SR (P<0,001). Essa alteracdo ocorreu devido a uma diminuicdo do condilo medial, o
qual foi menor no SR, sendo a diferenca entre as médias de 10,9um (P<0,001) (Tabela
4).

De maneira mais especifica, houve também, diminuicdo em relacdo as médias
bicondilares da espessura total, as quais foram 63,9 (£ 12,2) para o grupo C e 51,0
(£10,6) para o grupo SR (p<0,001). Essa diminuicdo ocorreu na zona profunda, sendo
40,7 (¥11,6) parao C e 32,1 (£8,8) para 0 SR (p<0,001) (Tabela 5).

Os animais do RC por sua vez, obtiveram de maneira geral, um aumento da
espessura em relacdo aos do SR. A diferenca entre as médias bicondilares foi de 4,5um,
sendo maior para 0 RC (P<0,001) (Tabela 4).

Especificamente, esse aumento do RC em relagdo ao SR, se deu pelo aumento da
zona profunda e consequente aumento da espessura total no condilo medial (P<0,001)
(Tabela 5).
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Tabela 4 - Demonstrativo das médias das espessuras da cartilagem articular da epifise
distal do fémur nos diferentes grupos avaliados seguidas pela significancia
estatistica - S&o Paulo — 2012

Fémur Espessura (um)
condilo N
Lateral Medial Bicondilar
C 296 34.2° 319" 5
SR 27,77 233 255" 5

RC 25,3 34,8 30 5

“ Significante em relacdo ao SR bicondilar (P<0,001); ~ Significante em relacdo ao SR no
condilo medial (P<0,05); ™ Significante em relacio ao condilo medial no C (P<0,05); *
Significante em relagdo ao SR no condilo medial (P<0,001); * Significante em relagio ao RC
bicondilar (P<0,001).

Grupo

Tabela 5 - Demonstrativo das médias das espessuras das zonas da cartilagem articular
da epifise distal do fémur nos diferentes grupos avaliados, seguidas pelo
desvio padrao e significancia estatistica - Sdo Paulo — 2012

Fémur Espessura (um)

Grupo Zona Conqno - - N
Lateral Medial Bicondilar

Superficial 6,6 £ 0,7 76 £ 09 71 £ 04 5

Média 152 + 1,2 170+ 34 161 +20 5

Profunda 37,6 + 81 439 + 206 40,7 + 11,6 5

Total 59,4 + 8,1 685 + 225 639 + 1227 5

Superficial 6,9 + 02 57 * 0,6 63 +03 5

Média 133 + 14 120+ 24 127 +18 5

SR Profunda 352 + 7,7 289 + 10,2 321 + 88 5

Total 555 + 8,9 465 + 124" 510 + 106 5

Superficial 7,0 £ 0,3 72 £ 10 71 £ 05 5

RC Média 126 + 07 150 + 63 138 + 28 5

Profunda 31,2 + 827 47,4 + 262 393 + 90 5

Total 50,7 + 9,0 69,6 + 334 602 + 122 5

" Significante em relacio ao SR na zona profunda (P<0,001); ~ Significante em relagio ao SR
na espessura total (P<0,001); ™ Significante em relacdo ao RC na zona profunda do condilo
medial (P<0,001); * Significante em relacio ao RC na espessura total do condilo medial
(P<0,001); * Significante em relagio ao RC na zona profunda do condilo medial (P<0,001); **
Significante em relacdo ao RC na espessura total no condilo medial (P<0,001).
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5.3 ANALISE DA DENSIDADE NUMERICA DE CONDROCITOS

A seguir serdo apresentados os resultados do ndmero de condrécitos nas

cartilagens articulares da tibia e do fémur, respectivamente.

5.3.1 Tibia

As tabelas 6 e 7 mostram respectivamente as médias gerais e especificas por zona
do nimero de condrdcitos nos condilos lateral e medial da cartilagem articular da tibia
nos grupos C, SR e RC.

Os resultados mostram que, de maneira geral, os animais do SR apresentaram um
aumento da densidade numérica de condrécitos no condilo lateral em relagdo aos do C.
A diferenca das médias bicondilares entre os grupos foi de 2,5 condrdcitos (P<0,05),

devido ao aumento no condilo lateral do SR de 4.2 condrdécitos (P<0,001) (Tabela 6).

A andlise especifica mostra um aumento discreto bem distribuido entre as zonas,
resultando em pequeno aumento do numero total bicondilar, concentrado no condilo

lateral do SR, porém sem significancia estatistica (P>0,05) (Tabela 7).

Em relacdo ao RC, houve um aumento médio bicondilar de 3,8 condrocitos em

relacdo ao SR (P<0,001), sem diferenca entre os condilos (P>0,05) (Tabela 6).

A analise especifica mostra um aumento discreto bem distribuido entre as zonas e
os condilos, resultando em pequeno aumento do numero total bicondilar do RC em
relacdo ao SR, porém sem significancia estatistica (P>0,05) (Tabela 7).
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Tabela 6- Demonstrativo das médias do numero de condrocitos da cartilagem articular
da epifise proximal da tibia nos diferentes grupos avaliados seguidas pela
significancia estatistica - Sdo Paulo — 2012

Tibia NUmero de Condrocitos
Condilo

Grupo ] ) ]
Lateral Medial Bicondilar

C 1417 164 15,3 5

SR 183 17,2 17,8 5

RC 21,7 214 216 5
“Significante em relagdo ao SR bicondilar (P<0,05); ~ Significante em relacdo ao
C medial (P<0,05); ~ Significante em relacdo ao C lateral (P<0,05); *
Significante em relacdo ao SR bicondilar (P<0,001).

Tabela 7 - Demonstrativo das médias do niumero de condrdcitos das zonas da cartilagem
articular da epifise proximal da tibia nos diferentes grupos avaliados, seguidas
pelo desvio padréo e significancia estatistica - Sdo Paulo — 2012

Tibia Numero de Condrécitos

Grupo Zona Condilo N
Lateral Medial Bicondilar

Superficial 33 +05 30+04 3204 5

c Média 94 + 17 102 +21 98 07 5

Profunda 15,7 £+ 6,2 198 £ 57 17,7 + 53 5

Total 284 + 64 330 + 6,7 307 £52 5

Superficial 39 + 08 3404 3706 5

SR Média 98 + 22 105 + 38 10,1 + 30 5

Profunda 23,1 + 13,8 20,6 £ 12,6 21,8 + 132 5

Total 36,7 + 16,6 34,5 + 16,3 356 + 164 5

Superficial 46 + 14 46 +05 46 +08 5

RC Média 146 + 72 133 + 42 139 + 54 5

Profunda 24,4 + 11,1 251 + 82 248 + 85 5

Total 435 + 18,3 43,0 £ 12,1 432 + 140 5
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5.3.2 FéEmur

A tabela 8 mostra os resultados da analise do numero de condrdcitos das zonas
superficial, média e profunda da cartilagem articular, bem como a média total desse
namero nos condilos lateral e medial da cartilagem articular do fémur nos grupos C, SR
e RC.

Os resultados mostram que houve uma diminuicdo da densidade numérica de
condrdcitos bicondilar nos animais do SR em relacdo aos do C na zona profunda, sendo
11,1 (x1,6) no C e 9,4 (¥2,2) no SR (P<0,05). O namero total de condrécitos foi menor
no condilo medial do SR que do C (P<0,001) (Tabela 8).

Nos animais do RC encontramos um aumento na densidade numérica de
condrocitos bicondilar na zona profunda em relagdo aos do SR, sendo 13,6 (£1,2) no
RC e 9,4 (£2,2) no SR (P<0,001). O namero total de condrdcitos foi maior no céndilo
medial do RC que do SR (P<0,001) (Tabela 8).
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Tabela 8 - Demonstrativo das médias do numero de condrdcitos das zonas da cartilagem
articular da epifise distal do fémur nos diferentes grupos avaliados, seguidas
pelo desvio padrao e significancia estatistica - Sdo Paulo — 2012

Fémur Nimero de Condrdcitos

G - Condilo N
Fupo ona Lateral Medial Bicondilar

Superficial 47 = 0,6 49 £+ 06 48 £06 5

c Média 87 + 11 86 + 12 87 %10 5

Profunda 105 + 08 11,8 + 35 111 + 16 5

Total 238 + 1,7 253 + 35 246 + 22 5

Superficial 4,9 £ 0,5 38 +07 43+05 5

R Média 90 + 15 61 +11 75+09 5

Profunda 99 + 3,2 90 + 14 94 + 22" 5

Total 238 + 397 189 + 22 213 + 27 5

Superficial 45 = 0,9 45+ 04 45+ 06 5

RC Média 78 + 14 78 +10 78+ 05 5

Profunda 129 + 2,0 143 + 24 136 + 12 5

Total 252 + 33 266 + 35" 259 + 13 5

1

“Significante em relacio ao SR na zona profunda (P<0,05); ~ Significante em relacio ao nimero
total no condilo medial do SR (P<0,001); " Significante em relagdo ao nimero total no condilo
medial do SR (P<0,001); * Significante em relagdo ao RC na zona profunda (P<0,001); *
Significante em relacdo ao nimero total no condilo medial do SR (P<0,001).

5.4 DETERMINACAO DO VOLUME DOS NUCLEOS DOS CONDROCITOS

Neste tdpico serdo apresentados os resultados do volume nuclear dos condrocitos
nas cartilagens articulares estudadas.
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5.4.1 Tibia

A tabela 9 mostra os resultados da analise do volume dos ndcleos dos condrocitos
das zonas superficial, média e profunda da cartilagem articular da tibia, bem como o
volume nuclear total médio dos condrécitos da cartilagem nos céndilos lateral e medial

nos grupos C, SR e RC.

Os resultados mostram que ndo houve diferenca no volume nuclear dos
condracitos entre os grupos C e SR e entre SR e RC (P>0,05) (Tabela 9).

Tabela 9 - Demonstrativo das médias do volume dos nucleos dos condrdcitos nas zonas
da cartilagem articular da epifise proximal da tibia nos diferentes grupos
avaliados, seguidas pelo desvio padrdo e significancia estatistica - Sdo Paulo
- 2012

Tibia Volume dos ntcleos dos Condraécitos
Coéndilo

Grupo Zona - . . N
Lateral Medial Bicondilar

Superficial 28,4 + 16,7 26,4 = 16,1 27,4 + 16,0 5

Média 40,0 £ 2800 378 + 228 389 + 250 5

Profunda 59,0 £ 26,0 652 + 31,0 621 £+ 275 5

Total 1275 £+ 68,7 1295 + 65,1 1285 + 66,1 5

Superficial 27,3 + 86 259 + 71 266 + 68 5

SR Média 39,0 + 136 390 + 180 39,0 £ 134 5

Profunda 594 £ 195 645 + 152 62,0 £ 17,0 5

Total 1257 £ 39,2 1294 + 31,6 1276 £ 335 5

Superficial 27,8 £ 98 29,2 £ 11,7 285 + 97 5

RC Média 447 + 248 46,4 + 23,1 456 + 232 5

Profunda 87,3 + 48,7 110,1 + 37,9 98,7 + 432 5

Total  143,7 £ 89,0 165,7 + 93,8 154,7 £ 91,1 5
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5.4.2 FéEmur

A tabela 10 mostra os resultados da andlise do volume dos ndcleos dos
condrocitos das zonas superficial, média e profunda da cartilagem articular do fémur,
bem como o volume nuclear total médio dos condrdcitos da cartilagem nos condilos

lateral e medial nos grupos C, SR e RC.

Os resultados demonstram que houve uma diminui¢do do volume nuclear total dos
condrécitos no condilo medial. Os valores bicondilares foram diminuidos de 125,2
(x17) no C para 101 (£24,1) no SR (P<0,001), devido a diminuigdo do volume total no
condilo medial de 133 (x£16,9) no C para 92,3 (+30,1) no SR (P<0,001) (Tabela 10).

Os animais do RC apresentaram um aumento do volume nuclear total dos
condrocitos bicondilar. Os valores médios foram 107,3 (£30,1) no RC e 101 (£24,1) no
SR (P<0,05). A comparacdo do volume nuclear entre os condilos lateral e medial do RC

néo apresentou diferenca significativa (P>0,05) (Tabela 10).
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Tabela 10 -Demonstrativo das médias do volume dos nucleos dos condrdcitos nas zonas
da cartilagem articular da epifise distal do fémur nos diferentes grupos
avaliados, seguidas pelo desvio padrdo e significancia estatistica - Sdo Paulo
- 2012

Fémur Volume dos nucleos dos Condrécitos

Grupo Zona Cond_llo - - N
Lateral Medial Bicondilar

Superficial 16,3 * 3,9 18,5 + 4,0 174 + 32 5

c Média 268 + 7,3 31,6 + 49 292 £+ 50 5

Profunda 74,0 + 20,8 83,2 + 18,3 786 £ 122 5

Total  117,2 + 30,9 1333 + 16,9 1252 + 170" 5

Superficial 17,1 + 8,4 13,8 + 2,6 154 + 4,3 5

SR Média 259 + 45 24,1 + 8,6 250 £+ 51 5

Profunda 66,9 + 30,2 544 + 214 607 + 182 5

Total 109,9 + 37,6 92,3 + 30,1 101,1 + 241" 5

Superficial 24,4 = 10,2 204 + 70 224 + 80 5

RC Média 255 + 8,8 339 + 234 297 + 150 5

Profunda 56,4 + 11,4 540 + 17,7 552 + 93 5

Total 106,2 + 19,6 1083 + 456 1073 + 30,1 5

“Significante em relac&o ao volume total do condilo medial do C (P<0,05); ~ Significante em
relagdo ao volume total no condilo medial do SR (P<0,001); " Significante em relacéo ao
volume total no condilo medial do SR (P<0,05); *Significante em relacéo ao SR total bicondilar
(P<0,001); Significante em relagdo ao volume total no RC (P<0,05).

5.5 MORFOMETRIA DO COLAGENO

A seguir serdo apresentados os resultados da proporcao volumétrica de colageno

da cartilagem articular da tibia e do fémur, respectivamente.
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5.5.1 Tibia

O grafico 3 e o apéndice b (Tabela 11), mostram os resultados das analises da
morfometria do coladgeno da cartilagem articular da tibia e do osso adjacente nos
condilos lateral e medial separadamente e em conjunto (bicondilar) nos grupos C, SR e
RC, em fungdo do envelhecimento e da alimentacéo.

Grafico 3 — Os dados mostram a propor¢ao volumeétrica das fibras colagenas da matriz
extracelular por area nos condilos lateral e medial da tibia entre os diferentes
grupos avaliados (Controle — C; Sem restricdo — SR; Restri¢éo caldrica —
RC)
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70,0
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..

% area)
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30,0 - WRC
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0,0 -

Condilo Lateral Condilo Medial Bicondilar

Os resultados demonstram que ndo houve diferenca nas médias da proporcéao
volumétrica das fibras colagenas da matriz extracelular entre os grupos C x SR (P>0,05)
(Apéndice b. Tabela 11).

Os animais do RC mostraram um aumento do volume do colageno no condilo
lateral em relacdo ao SR, sendo 81,7 (+3) para 0 RC e 67,6 (x11) para o SR (P<0,05). O
valor médio também foi maior no condilo lateral que o medial dentro do RC (P<0,05)
(Apéndice b. Tabela 11).
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A comparacdo estatistica dos valores bicondilares das médias da proporcéo
volumétrica das fibras colagenas da matriz extracelular, entre os grupos C x SR e SR x

RC ndo mostrou significancia estatistica (P>0,05) (Apéndice b. Tabela 11).

5.5.2 FEmur

O grafico 4 e o apéndice ¢ (Tabela 12), mostram os resultados das analises da
morfometria do colageno da cartilagem articular do fémur e do osso adjacente nos
condilos lateral e medial separadamente e em conjunto (bicondilar) nos grupos C, SR e

RC, em fungdo do envelhecimento e da alimentacéo.

Grafico 4 — Os dados mostram a propor¢ao volumeétrica das fibras coldgenas da matriz
extracelular por area nos condilos lateral e medial da tibia entre os diferentes
grupos avaliados (Controle — C; Sem restrigdo — SR; Restri¢do calorica —
RC).
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Os resultados mostram que houve uma diminui¢do da proporgdo volumétrica das
fibras colagena nos animas do SR em relacdo aos do C em ambos os condilos. Os
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valores bicondilares foram 62,1 (x0,6) no C e 44,3 (£8,7) no SR (P<0,001). No condilo
medial, obtivemos 63,8 (£14,4) no C e 43,8 (x10,2) no SR (P<0,001). Para o condilo
lateral as médias foram 60,4 (£1,3) no C e 44,7 (£7) no SR (P<0,001) (Apéndice c.
Tabela 12).

Os animais do RC apresentaram um aumento do volume do coladgeno apenas no
condilo medial, sendo 52,1 (x11,7) no RC e 43,8 (£10,2) no SR (P<0,05). Esse aumento
repercutiu na média bicondilar, cujos valores foram 49,6 (+13,6) e 44,3 (+8,7) para 0
RC e SR respectivamente (P<0,05) (Apéndice c. Tabela 12).

5.6 IDENTIFICACAO DOS TIPOS DE COLAGENO

As andlises da identificacdo dos tipos de colageno nas cartilagens articulares da
tibia e do fémur, através da utilizacdo de microscopio de luz polarizada serdo

apresentados a seguir.

5.6.1 Tibia

A figura 4, mostra o aspecto das fibras coldgenas ao longo da cartilagem articular
da tibia nos animais dos trés grupos, coradas com Picrossirius e observadas em

microscopio de luz com utilizacéo de filtros de polarizacao.
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Figura4 — Cortes histologicos da cartilagem articular da tibia mostrando a distribuicdo das fibras
colagenas nas zonas da cartilagem nos trés grupos estudados (C, SR e RC); Osso subcondral
(OS) Picrosirius
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No grupo C, observamos na zona superficial, a presenca das cores amarela (fibras
tipo 1), laranja (tipo I) e verde (tipo Ill), sendo a amarela predominante em relacao as
outras duas. Na zona média, encontramos as cores verdes (tipo Ill) e amarronzadas,
sendo a marrom predominante em relacdo a verde. O tom amarronzado, pode ser
diferenciado claramente do tom alaranjado do colageno tipo | encontrado nas zonas
superficial e profunda, sugerindo entdo que o colageno amarronzado represente fibras
do tipo Il (Figura 4). A zona profunda apresentou as cores laranja (tipo 1), verde (tipo
I11) e marron (tipo Il), sendo a ultima preponderante em relagdo as outras duas. A
andlise dos condilos isoladamente, mostrou equilibrio de fibras colagenas tipo Il entres

os condilos nesse grupo.

No grupo SR, notamos a presenca de fibras colagenas esverdeadas (tipo Il1) e
amarronzadas (tipo 1) na zona superficial, sendo a cor verde predominante em relacéo a
marrom; alaranjadas (tipo 1) e amarronzadas (tipo 1) nas zonas média e profunda. A cor
marrom predominou na zona media, enquanto a laranja na zona profunda. (Figura 4). A
analise dos condilos isoladamente, mostrou o predominio de fibras colagenas tipo Il no

condilo medial desse grupo em relacdo ao condilo lateral.

No grupo RC, observamos a presenca de fibras colagenas amarelas (tipo II),
laranjas (tipo 1) e verdes (tipo Il1) na zona superficial, sendo a cor laranja preponderante
em relacdo as outras duas. Na zona média houve predominancia das fibras
amarronzadas (tipo 1), mas também foram encontradas fibras laranjas (tipo I). Na zona
profunda notamos as cores amarela (tipo 1), laranja (tipo I) e verde (tipo Il1), sendo as
duas primeiras dominantes em relacdo a ultima(Figura 4). A avaliacdo dos condilos
separadamente, mostrou a predominancia de fibras colagenas tipo Il no condilo lateral
desse grupo em relacdo ao condilo medial.

A comparacao entre os grupos, mostrou predominio de fibras colédgenas tipo Il em
ambos 0s condilos do grupo C em relagdo aos condilos lateral e medial do SR, no
condilo no lateral do RC em relagéo ao lateral do SR e no medial do SR em relagéo ao
medial do RC.
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5.6.2 FéEmur

A figura 5, mostra o aspecto das fibras colagenas ao longo da cartilagem articular
do fémur nos animais dos trés grupos, coradas com Picrossirius e observadas em

microscoépio de luz com utilizacdo de filtros de polarizacéo.
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Figura5— Cortes histoldgicos da cartilagem articular do fémur mostrando a distribuicdo das fibras
colagenas nas zonas da cartilagem nos trés grupos estudados (C, SR e RC); Osso subcondral
(OS) Picrosirius
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Nos animais do grupo C, notamos na zona superficial, a presenca das cores
amarela (fibras tipo Il) e laranja (tipo 1), sendo a amarela predominante em relacdo a
laranja. Nas zonas média e profunda, encontramos as cores marrom (tipo Il) e laranja
(tipo 1), sendo a marrom predominante em relacdo a laranja (Figura 5). A andlise dos
cobndilos isoladamente, mostrou equilibrio de fibras colagenas tipo 1l entres os condilos

nesse grupo.

No grupo SR, encontramos as cores verde (tipo Ill) e amarela (tipo Il) na zona
superficial, sendo a verde predominante em relacdo a amarela. Nas zonas média e
profunda observamos as cores verde (tipo I11), marron (tipo 1) e amarela (tipo 1), sendo
a marrom, preponderante em relacéo as outras. Encontramos também na zona profunda,
a cor vermelha (tipo I) em pequena propor¢do (Figura 5). A andlise dos condilos
isoladamente, mostrou equilibrio de fibras colagenas tipo Il entres os condilos nesse

grupo.

No grupo RC, observamos a presenca das cores amarela (tipo 1), laranja (tipo 1) e
verde (tipo Il1) nas zonas superficial, média e profunda. Na ultima zona encontramos
também, a cor marrom (tipo Il). A cor amarela prevaleceu nas zonas superficial € média
e a marrom na profunda (Figura 5). A analise dos condilos isoladamente, mostrou

equilibrio de fibras colagenas tipo Il entres os condilos nesse grupo.

A comparacao entre 0s grupos mostrou predominio de fibras colagenas tipo Il em
ambos os condilos do grupo C em relacdo aos condilos lateral e medial do SR. Porém,
observamos equilibrio de fibras colagenas tipo 1l na comparacao entre os condilos entre

0s grupos SR e RC.
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5.7 IMUNOHISTOQUIMICA

A avaliacdo da imunohistoquimica foi realizada de forma qualitativa, através de

analises de imagens digitalizadas com objetivas de 40X.

O apéndice d (Tabela 13), mostra a relacdo dos resultados da imunohistoquimica
com os dados da polarizacdo encontrados ao longo da cartilagem articular da tibia e do
fémur nos trés grupos estudados.

5.7.1 Tibia

A figura 6 mostra o aspecto dos cortes histologicos da cartilagem articular da tibia

dos animais dos 3 grupos, marcados pela técnica de imunohistoquimica.
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Figura 6 - Cortes histolégicos da cartilagem articular da tibia mostrando a marcagdo do colageno
tipo Il em bege (*) por Imunohistoquimica, nos trés grupos estudados (C, SR e RC)
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No grupo C observamos a marcacdo do colageno tipo Il em toda a matriz
extracelular da cartilagem articular da tibia de forma homogénea em todos os animais
(Figura 6).

Os grupos SR e RC apresentaram algumas areas de marcacdo heterogéna, porém
essa diferenca na marcacdo dos animais do RC, ndo foi tdo intensa quanto no SR
(Figura 6).

Analisando os condilos separadamente, observamos uma marcacdo menos
irregular no céndilo lateral do RC em relacdo ao condilo medial do mesmo grupo e

também em relacdo ao condilo lateral do SR.

Quando avaliamos os condilos mediais, identificamos menor irregularidade na
marcagdo do condilo medial do SR que no condilo lateral do mesmo grupo e também
em relacédo ao condilo medial do RC.

5.7.2 FéEmur

A figura 7 mostra o aspecto dos cortes histologicos da cartilagem articular do

fémur dos animais dos 3 grupos, marcados pela técnica de imunohistoquimica.
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Figura 7 - Cortes histolégicos da cartilagem articular do fémur mostrando a marcagao do colageno tipo Il
em bege (*) por Imunohistoquimica, nos trés grupos estudados (C, SR e RC)
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No grupo C observamos a marcacdo do colageno tipo Il em toda a matriz
extracelular da cartilagem articular do fémur de forma homogénea em todos os animais
(Figura 7).

Os grupos SR e RC apresentaram algumas areas de marcacao pouco heterogéna de

maneira equilibrada entre eles (Figura 7).

Na andlise dos condilos separadamente, observamos equilibrio na irregularedade
de marcacdo entre os condilos entre os grupos SR e RC.
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DISCUSSAO
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6 DISCUSSAO

Nossos resultados demonstram as alteracdes sobre a massa corpOrea, sobre a
espessura das zonas da cartilagem articular, sobre a densidade numérica de condrdcitos,
sobre o volume dos nucleos dos condrocitos e sobre o coldgeno nas cartilagens

articulares da tibia e do fémur em relacdo ao envelhecimento e a restri¢éo calorica.

Os efeitos do envelhecimento e da restricdo caldrica na massa corpOrea dos
animais, segundo os dados obtidos demonstram que os ratos do SR e do RC ganharam
massa durante o periodo experimental. Porém esse ganho teve comportamento diferente

entre os dois grupos.

Os animais do SR apresentaram aumento de massa durante todo o experimento.
Ja os animias do RC, aos oito meses, apresentaram uma perda de massa, seguida de
ganho até o final do experimento, no entanto esse ganho de massa foi significativamente
menor que nos animais do SR. O coeficiente de crescimento exponencial foi maior para
os animais do grupo SR. Quanto maior o coeficiente de crescimento exponencial, mais
rapido o ganho de massa, logo o grupo SR, ganhou peso mais rapidamente que o RC. O
coeficiente de determinagéo indica o quanto os resultados se aproximam do modelo de
regressdo de crescimento exponencial da massa, ou seja, quantos dos dados tiveram o
mesmo comportamento, assim, no grupo SR, 97% dos dados batem com o modelo de
regressao e no grupo RC, 81% (P<0,0001).

Os dados encontrados em relacdo ao grupo SR confirmam os achados da literatura,
que demonstram que o processo natural do envelhecimento causa aumento de massa em
ratos até meados dos 20 meses de idade (BAILEY et al., 1993; HOLLOSZY, 1997;
ATHANASIOU et al., 2000; WANG et al., 2006).

Em relacdo ao RC, os dados convergem ao trabalho de Athanasiou et al. (2000),
que demonstraram um aumento de massa corporea menos intenso em ratos entre 0s 6 e
18 meses devido a restricdo alimentar. Porém divergem de Holloszy (1997) que
demostraram nédo haver diferencas de massa significante entre 6 e 18 meses em animais

submetidos a restrigdo e Bailey et al. (1993), que notaram uma aumento de massa até os
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15 meses em animais com alimentacdo restrita, com posterior perda até os 18 meses.
Essas divergéncias podem ser devidas a diferencas na metodologia da restricdo. Todos
os trés trabalhos citados utilizaram restricdo alimentar e ndo restricdo calorica.
Athanasiou et al. (2000), utilizaram um modelo de 40% do ad libitum. Holloszy (1997),
utilizaram um modelo de 30% do ad libitum e Bailey et al. (1993) alternava a

alimentacéo dos ratos, sendo um dia ad libitum e outro com 18-25% do ad libitum.

No presente estudo, a administracdo de dieta com 31% de calorias reduzidas, foi
capaz de reduzir o ganho de massa corpérea de ratos entre 8 e 18 meses de idade.
Prevenindo o ganho esperado de massa durante o envelhecimento, sendo um fator
protetor da cartilagem articular, uma vez que 0 sobrepeso e a obesidade estejam
associados a osteoartrose por mecanismos biomecanicos e metabdlicos. Os mecanismos
biomecanicos sugerem que a obesidade aumenta a carga e o impacto exercido sobre a
cartilagem articular do joelho, agindo assim como um impulso para o processo de
fibrilacdo e degradacdo. Enquanto os mecanismos metabdlicos sugerem que além da
carga mecanica, pode haver fatores metabdlicos sistémicos que servem como ligacdo
entre obesidade e osteoartrose do joelho (LEE; KEAN, 2012). Além disso, sabe-se que
a obesidade causa um ambiente inflamat6rio. O tecido adiposo, que antigamente
pensava-se ser um simples armazenador de energia, € aceito atualmente como um érgao
enddcrino que pode secretar substancias como citocinas e adipocitocinas. Essas
adipocitocinas, que sdo encontradas no fluido sinovial e no plasma de pacientes com
osteoartrose, podem influenciar a homeostase, tendo, portanto, um papel importante na
relacdo entre obesidade e osteoartrose de joelho (SOWERS; KARNOVEN, 2010; LEE;
KEAN, 2012).

Os resultados sobre a espessura da cartilagem mostraram que o envelhecimento
ocasionou resultados diferentes entre as cartilagens articulares da tibia e do fémur. Na
tibia houve aumento da espessura da zona profunda, resultando em um aumento da
espessura total (soma das trés zonas) ndo havendo diferenca entre os condilos lateral e
medial. No fémur houve uma diminui¢do importante da espessura da mesma zona,
ocasionando diminuicdo na espessura total, além disso, a espessura do condilo medial
foi menor que o lateral. Embora Wang et al. (2006) e Stockwell (1967) tenham afirmado
que a espessura da cartilagem distal do fémur ndo muda com o avanco da idade, nossos

achados confirmam os dados da literatura que demonstram que ha uma reducdo da
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espessura com o envelhecimento decorrente da diminuicdo de uma das trés zonas da
cartilagem. Essa reducdo ocorre provavelmente devido a menor atividade dos
condrocitos com o envelhecimento (KARNOVEN et al., 1994; HUDELMAYER et al.,
2001), podendo contudo, ser indicio de osteoartrose, cuja principal caracteristica é o
dano focal que inclui fibrilacdo e afinamento (KERIN et al., 2002). A assimetria entre
os condilos pode ser reflexa ao efeito de fatores mecanicos (KARNOVEN et al., 1994;
HUDELMAYER et al., 2001), pois de acordo com Buckwalter e Mankin (1998), a
sobrecarga devido ao uso da articulagdo cria sinais mecanios, elétricos e fisicoquimicos
que ajudam na atividade dos condrdcitos de sintese e degradacdo. Nossos resultados
referentes a tibia podem estar relacionados a grande estresse mecanico, pois segundo
Andriachi e Mundermann (2006), a espessura da cartilagem aumenta com grandes
cargas de peso. Nossos dados concordam com os de Athanasiou et al. (2000) que
encontraram aumento da espessura da cartilagem articular do ombro de ratos entre 6 e
18 meses de idade. Esse aumento da espessura também pode ser indicio de doenca
degenerativa (MANKIN et al., 1974).

Os efeitos da restricdo caldrica sobre a espessura da cartilagem mostraram,
também, resultados diferentes entre as cartilagens articulares da tibia e do fémur. Na
tibia, ndo houve diferenca na espessura, logo entendemos que a restri¢do caldrica ndo
muda os efeitos do envelhecimento sobre a espessura da cartilagem articular da tibia,
confirmando os achados de Athanasiou et al. (2000), que mostraram que ratos entre 6 e
18 meses com ou sem restricdo alimentar de 40% do ad libitum, sofrem aumento da
espessura da cartilagem articular do ombro. No fémur houve aumento da espessura total
no condilo medial, ocasionado por um aumento da zona profunda. Mostrando assim,
que a restricdo calorica impede a diminuicdo da espessura da cartilagem articular do

fémur causada pelo envelhecimento.

Os dados do envelhecimento sobre o nimero de condrdcitos foram diferentes
entre as cartilagens articulares do fémur e tibia. Houve um aumento do numero de
condrdcitos no condilo lateral da tibia. No fémur observamos, assim como na
espessura, uma diminui¢do do nimero de condrocitos causado por uma diminuicdo da
zona profunda. O namero total de condrécitos foi menor no condilo medial. Isso ja era
esperado, pois segundo Stockwell (1967) e Oda et al. (2007), ocorre uma diminuigéo da
espessura e da densidade celular da cartilagem articular com a idade. Essa diminuicédo
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pode, contudo, ser devido a apoptoses relacionadas a osteoartrose (HORTON et al.,
2006; AIGNER et al., 2007). Quanto a tibia, os resultados também foram coerentes, ja
que ambos, espessura e numero de células aumentaram, exceto pela diferenca entre o0s
condilos, que ndo ocorreu na espessura. Segundo Corvol (2000) e Mobasheri (2002), os
condrdcitos sdo responsaveis pela manutencdo das propriedades mecéanicas da
cartilagem, que permite a cartilagem mudar sua estrutura para satisfazer as demandas,
logo nossos achados ssugerem que uma cartilagem mais espessa apresente uma matriz
proporcionalmente maior, necessitando de mais condrocitos para manté-la com mesma

eficiéncia.

A restrigdo caldrica sob o envelhecimento ocasionou resultados opostos na tibia e
no fémur quanto ao nimero de condrdcitos. Na tibia observamos aumento da densidade
celular bicondilar sem diferenca entre lateral e medial, mostrando que a restricdo
calorica intensifica os efeitos do envelhecimento sobre o nimero de condrocitos da
cartilagem articular da tibia. Poréem no fémur houve aumento da densidade celular,
ocasionado por aumento importante na zona profunda, sendo o numero total de
condrocitos maior no condilo medial, coerente com o resultado da espessura, logo a
restricdo caldrica impede os efeitos do envelhecimento sobre o nimero de condrécitos

da cartilagem articular do fémur.

Quanto ao volume dos nucleos dos condrécitos, o envelhecimento néo alterou esse
aspecto na cartilagem articular da tibia. No entanto, no fémur ocasionou uma
diminuicdo no volume total dos nucleos no condilo medial. Sabendo que o metabolismo
dos condrdcitos é responsavel pela manutencdo da matriz através de um balango entre
anabolismo e catabolismo (KUETTNER et al., 1991; POOLE et al, 1992;
BUKWALTER; MANKIN, 1998; CORVOL, 2000; HUBER et al., 2000; DUDHIA,
2005; YANG et al., 2005; HORTON, 2006; CAIRNS, 2010), os resultados encontrados
na tibia contradizem a literatura, porém os do fémur, mesmo que em apenas um dos
condilos, concordam com Karnoven et al. (1994), Hudelmayer et al. (2001) e Martin e
Buckwalter (2002), que mostraram que o envelhecimento diminui a habilidade dos
condrocitos na manutencdo e reparo da matriz pela diminuicdo da sua atividade

sintética.
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A restrigdo caldrica também ndo alterou o volume dos ndcleos dos condrdcitos da
cartilagem articular da tibia, porém no fémur causou um aumento do volume total dos
nucleos sem diferengas entre os condilos. Dessa maneira, a restricdo calorica ameniza,
os efeitos do envelhecimento, uma vez que iguala o volume dos nlcleos dos condrécitos
entres os condilos lateral e medial da cartilagem articular do fémur. A literatura mostra
que a ingestdo caldrica altera a atividade metabolica (DUFFY et al., 1990; HART et al.,
1990). No presente estudo encontramos um aumento do metabolismo relacionado a

restricdo caldrica.

A literatura relata que ocorrem mudancas na densidade, composicdo e/ou
organizacdo do colageno durante o processo de envelhecimento (ATHANASIOU et al.,
2000; KERIN, 2002; GOLDRING; GOLDRING, 2007). No presente estudo, em
relacdo ao envelhecimento, encontramos alteracdo na densidade do colageno apenas na
cartilagem articular do fémur, sendo uma diminuicdo bicondilar. Em relagdo a
organizacdo dos tipos de colageno, nossos dados referentes a imunohistoquimica
mostraram uma marcac¢do mais heterogénea do colageno tipo Il tanto no fémur quanto
na tibia, sendo mais evidente no céndilo lateral da tibia sugerindo uma proporgao menor
desse tipo de fibras. Esses resultados também foram confirmados pela polarizagdo que
mostraram predominancia do colageno tipo Il apenas na zona média da tibia e nas
média e profunda do fémur desse grupo. A alteracdo da marcacdo do condilo lateral da
tibia, também foi confirmada pela polarizacdo, que mostrou predominio de fibras
colagenas tipo Il no céndilo medial em relacdo ao lateral do SR. Assim, o
envelhecimento exerceu efeitos sobre o tipo, porém ndo sobre a quantidade total de
colageno da cartilagem articular da tibia, principalmente no céndilo lateral, enquanto no
fémur houve diminui¢cdo na quantidade e na qualidade, sugerindo uma diminui¢do do
colageno tipo Il na cartilagem articular do fémur. Segundo Yang et al. (2005), durante o
envelhecimento ocorre sintese anormal dos componentes da matriz da cartilagem, o que

ndo encontramos em relacdo ao colageno.

A restricdo calorica exerceu efeitos sobre a proporcdo volumétrica das fibras
colagenas das cartilagens articulares de maneiras diferentes, pois houve aumento no
condilo lateral da tibia e no medial do fémur. Sendo assim, a restrigdo caldrica aumenta
a proporcao volumetrica de fibras colagenas no condilo lateral da tibia de ratos idosos,

no entanto ameniza os efeitos do envelhecimento apenas sobre o condilo medial do
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fémur, mas néo no lateral. O comportamento diferenciado entre os condilos tibiais pode
ser indicio de doenca degenerativa, pois segundo Felson (2009), pacientes com
osteoartrose de joelho tendem a sustentar peso progressivamente no condilo lateral.
Segundo Goldring e Goldring (2007) nos estagios iniciais de osteoartrose, na tentativa
de regeneracdo, ha evidéncias de aumento da atividade sintética de componentes da
matriz, como colageno tipo Il. Essas evidéncias foram confirmadas apenas na
cartilagem articular da tibia pela imunohistoquimica e pela polarizagdo, que mostraram
respectivamente uma marcacdo de colageno tipo Il menos heterogénea e uma
predominancia de fibras colagenas tipo Il no condilo lateral dos animais do RC em
relacdo ao condilo medial e também em relacdo ao lateral do SR. Quanto ao fémur, ndo
houve diferencas na marcacdo e na polarizacdo entre os condilos, sugerindo que o

colageno aumentado no cdndilo medial, ndo foi predominantemente o tipo II.

Sabendo que o colageno apresenta papel fundamental na estrutura da cartilagem,
nossos resultados séo controversos em relagéo ao trabalho de Athanasiou et al. (2000),
que relataram que a restricdo alimentar de 40% do ad libitum, ndo afeta a integridade
estrutural da cartilagem articular da cabeca do Umero de ratos aos 18 meses. Essa
controversia, mais uma vez, pode ser atribuida a diferenca de metodologia utilizada em

nosso estudo.

Em relagdo a analise qualitativa, observou-se a presenca do colageno tipo Il nas
trés zonas da cartilagem de todos os trés grupos (C, SR e RC) no fémur e na tibia. Ainda
relacionado a esses dados, o colageno tipo Il foi predominante em todas as zonas do
grupo C no fémur e na tibia. No SR, prevaleceu apenas na zona média da tibia e nas
zonas média e profunda no fémur. No grupo RC a preponderéncia do colageno tipo Il
ocorreu nas zonas media e profunda na tibia e nas trés zonas da cartilagem articular do
fémur. Entre os grupos, observamos diferencas de predominancia desse tipo de fibras na
tibia e no fémur apenas em ambos os condilos do grupo C em relacdo aos a ambos do
SR. Ainda na tibia, encontramos preponderancia no céndilo no lateral do RC em relagédo
ao lateral do SR e no medial do SR em rela¢do ao medial do RC.

Os dados da polarizagao foram confirmados pela imunohistoquimica, que mostrou
a presenca de coldgeno tipo Il de forma homogénea apenas no grupo C tanto no fémur

quanto na tibia, com atenuacéo e irregularidade da marcacao do colageno tipo Il no RC
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e de maneira mais acentuada no SR na tibia. Essa atenuagdo e irregularidade de
marcacdo ocorreram de maneira semelhante no RC e SR no fémur. Analisando os
condilos separadamente, observamos uma marcagdo menos irregular no condilo lateral
do RC em relacdo ao condilo lateral do SR e no condilo medial do SR em relagéo ao
céndilo medial do RC. Essa diminui¢do do colageno tipo Il pode estar relacionada a
osteoartrose, uma vez que tal patologia esteja associada com ruptura da organizacao
estrutural das fibras colagenas tipo Il da cartilagem hialina (KASARAGOD et al.,
2012). Dessa forma, nossos resultados mostram que a restricdo cal6rica ameniza os
feitos do envelhecimento sobre os tipos de colageno e sobre a organizacdo do colageno
tipo Il na matriz da zona superficial da cartilagem articular do fémur e da zona profunda
da cartilagem articular da tibia, porém ndo é capaz de mudar a alteracdo sofrida sobre a
zona superficial da cartilagem articular da tibia.

Oda et al. (2007), compararam a cartilagem da epifise distal do fémur de ratos
Wistar aos 3, 12 e 32 meses de idade, mostrando que na zona superficial, entre os 3 e 12
meses, 0 colageno tipo | € substituido pelo colageno tipo Il e persiste até os 32 meses,
indo de encontro ao nosso resultado em relagdo aos grupos C e SR. Porém esse mesmo
estudo mostrou que o colageno tipo Il é encontrado nas zonas média e profunda da
cartilagem articular entre os 12 e 32 meses. Esse tipo de colageno ndo foi encontrado

nos animais do grupo SR.

As alteracdes do tipo e da prevaléncia do coldgeno tipo Il observadas ao longo da
cartilagem articular do fémur e da tibia nos grupos experimentais SR e RC, em maior e
menor intensidade respectivamente, podem ser devido ao aumento da descarga de peso
sobre a articulacéo, decorrente do ganho de peso nesses animais, principalmente do SR,
que ganharam mais massa corporea durante o experimento, pois de acordo com Roth e
Mow (1980) e Volpi e Katz (1991), as mudancas no coldgeno dependem das forcas que
atuam sobre a cartilagem articular, que influenciam a remodelagéo e a reorientacdo das

fibras colagenas na cartilagem.

Nossos resultados demonstram que as mudancas sofridas nas cartilagens
articulares do fémur e da tibia pelo envelhecimento podem ser alteradas pela ingestdo

de dieta de baixa caloria, de maneira benéfica ou ndo. Dessa maneira 0
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acompanhamento nutricional mostra-se importante para a melhoria da qualidade de vida

em idosos, atuando na prevencéo do desenvolvimento e da progresséo de osteoartrose.
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CONCLUSOES
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7 CONCLUSOES

Sabendo que as mudancas da cartilagem articular relacionadas a idade aumentam
o risco de osteoartrose (MARTIN; BUCKWALTER, 2002), podemos concluir que:

o A cartilagem articular da tibia e do fémur respondem de maneiras

diferentes ao envelhecimento e a restricdo calorica;

o As alteracdes sofridas pela cartilagem articular da tibia decorrentes do

envelhecimento, sugerem inicio de doenca degenerativa,;

o Uma restricdo calérica de 31% no envelhecimento, causa alteracdes na

cartilagem articular da tibia compativeis com osteoartrose avancada;

o As alterag0es sofridas pela cartilagem articular do fémur decorrentes do

envelhecimento, sdo compativeis com tal processo natural;

o Uma restricao calorica de 31% é capaz de amenizar as alteracoes

decorrentes do envelhecimento na cartilagem articular do fémur.
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Tabela 1- Composicgéo percentual e quimica das dietas experimentais de acordo com 0s

niveis de energia

| Ingredientes Unidade Dieta A Dieta B
Milho kg 42,711 -
Soja kg 36,101 46,200
Trigo kg 11,482 3,200
Fosfato Bicélcico kg 2,035 2,700
Inerte kg - 23,750
Calcario kg 0,136 0,300
Amido kg - 19,050
Oleo de soja kg 2,735 -
Sal comum kg 0,300 0,300
Premix Vitaminico* kg 1,000 1,000
Premix Mineral ? kg 3,500 3,550

| Composicéo analisada
Energia bruta Kcal/kg 3900 2700
Proteina bruta % 22,0 22,0
Fibra bruta % 4,0 3,0
Célcio % 0,70 0,9
Fosforo total % 0,80 0,8

1Composigélo por kg do produto: Vit. A, 400.000 UI; Vit. D3, 100.000Ul; Vit E, 7500mg; Vit. K1, 75mg; Vit. B12,
2500mcg; Ac. Félico, 200mg; Ac. Nicotinico, 3000mg; biotina, 20mg; pantotenato de calcio , 1600mg; pirodoxina-
Hcl, 700mg; riboflavina, 600mg; tiamina Hcl, 600mg.
ZComposigéo por kg do produto: boro, 14,26; calcio, 142,94; cloro, 44,9; cobre, 172,41; cromo, 28,65; enxofre, 8,60;
ferro, 1000mg; flaor, 28,72; fésforo, 44,61; iodo, 5,93mg; litio, 2,85mg; magnésio, 14,48mg; manganés, 300mg;
molibdénio, 4,32; niquel, 14,31; potassio, 102,81mg; selénio, 4,28mg; silicio, 143,26mg; sodio, 29,38mg; vanadio,

2,87mg; zinco, 860mg.
Fonte: (MARI, 2009).
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ANEXO B

Figura 1- Demonstracdo das zonas da cartilagem articular em comparativo entre
esquema e corte histologico.
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Fonte: (KRAUS et al., 2010).
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APENDICE A

Tabela 2 - Médias das pesagens, seguidas pela significancia estatistica - Sdo Paulo —

2012
-13 26

Idade animal SR (dieta A) e RC (dietaB) e *

6 meses 398a 396a

7 meses 495a 482a

8 meses 523a 463b

9 meses 535a 471b

10 meses 544a 483b

11 meses 550a 486b

12 meses 554a 506b

13 meses 553a 510b

14 meses 553a 512b

15 meses 554a 514b

16 meses 563a 512b

17 meses 570a 514b

18 meses 567a 514b

“Médias com letras diferentes no sentido de linha diferem (p<0,05) pelo teste de Tukey.
Coeficiente de crescimento exponencial (e®™).
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APENDICE B

Tabela 11 - Demonstrativo das médias da propor¢do volumétrica das fibras colagenas da
matriz extracelular por area nos céndilos lateral e medial da tibia entre os
diferentes grupos avaliados, seguidas pelo desvio padréo e significancia
estatistica - Sdo Paulo — 2012

Tibia Colageno (% area)
Condilo

Lateral Medial  Bicondilar

C 725 + 11,3 789 + 65 75,7 £ 8,7 5

SR 676 + 11,00 73,0 + 88 70,3 + 91 5

RC 81,7 + 30 688 + 80 752 + 55 5

* Significante em relacdo ao cdndilo medial no RC (P<0,05); ** Significante em relacdo ao RC
no condilo lateral (P<0,05).

Grupo
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APENDICE C

Tabela 12 - Demonstrativo das médias da propor¢do volumétrica das fibras colagenas da
matriz extracelular por area nos condilos lateral e medial do fémur entre os
diferentes grupos avaliados, seguidas pelo desvio padréo e significancia
estatistica - Sdo Paulo — 2012

Fémur Colageno (% area)
Condilo
Lateral Medial Bicondilar
C 604 + 13** 638 + 14 62,1 + 0,6* 5
SR 447 + 7*** 438 + 10,2 443 + 87" 5
RC 471 % 15 52,1 + 11,7%% 496 + 136 5

" Significante em relacdo ao SR bicondilar (P<0,001); = Significante em relacdo ao C no condilo
medial (P<0,05); ~Significante em relagdo ao C no condilo lateral (P<0,001); *Significante em
relacdo ao C no condilo medial (P<0,001); *Significante em relacdo ao RC bicondilar (P<0,05);
" Significante em relagdo ao SR no condilo medial (P<0,05).

Grupo
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APENDICE D

Tabela 13 — Analise qualitativa demonstrando os dados referentes aos tipos de colageno
encontrados ao longo das zonas superficial, média e profunda (ZS, ZM, ZP)
da cartilagem articular da tibia e do fémur, relacionados com a
imunohistoquimica nos trés grupos estudados — Sao Paulo - 2012

" Grupo Grupo Grupo P Grupo Grupo Grupo
Fémur C SR RC Tibia C SR RC
ZS tipo colageno I, I, 11 I, 10, 1l ZS tipo colageno I, 10, 1l I, I, 10, I
ZM tipo colageno I, I, 11 I, 11, 1l ZM tipo colageno I, 1 I, I,
ZP tipo colageno I, 1 L e L ZP tipo colageno I, 10, 11 I, 1 I, 10, I
Predominancia Todas ZMZP Todas Predominancia Todas ZM M ZP
colageno Il (Zona) coléageno Il (Zona)
Marcagéo _ + 4 Marcacéo _ 4 #
Imunohistoquimica Imunohistoquimica ~

= Marcagao homogénea; # Marcagido Heterogénea.



