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RESUMO GERAL

O objetivo deste estudo foi analisar os efeitos do exercicio fisico de subida em escada
sobre parametros histomorfométricos 6sseos e cartilaginosos de ratas submetidas a
um modelo de osteoporose e imobilizacdo. Foram utilizadas 36 ratas Wistar
separadas em seis grupos: G1, G2 e G3 submetidas a pseudo-ooforectomia; e G4,
G5 e G6 a ooforectomia. Apds a cirurgia, permaneceram 60 dias em repouso e as
ratas de G2, G3, G5 e G6 tiveram o membro posterior direito (MPD) imobilizado por
15 dias, seguido pelo mesmo periodo em remobilizagédo, sendo livres na caixa para
G2 e G5, e de subida em escada para G3 e G6. Ao final do experimento, as ratas
foram eutanasiadas, suas tibias retiradas bilateralmente e submetidas a rotina
histol6gica. Foram realizadas andlises morfométricas, nas quais observou-se que
houve diminuicdo estatisticamente significativa de area (p= 0,0178) e espessura
cortical (p=0,0024), espessura da cartilagem articular (p= 0,0138) e da placa epifisaria
(p=0,0187), e do numero de ostedcitos (p < 0,0001) e condrécitos (p= 0,0006), como
também aumento significativo do canal medular (p= 0,0384), em membros
imobilizados de ratas ooforectomizadas. No entanto, o exercicio de subida em escada
foi capaz de reverter a perda Ossea cortical (area (F (5;29) = 6,24; p= 0,0007) e
espessura (F(5;29)=4,11; p= 0,0062)), cartilaginosa (espessura da cartilagem articular
(F(5;29)=13,88; p<0,0001) e da placa epifisaria (F(5;29)=14,72; p<0,0001)) e celular
(osteécitos (F(5;29)=14,55; p<0,0001) e condrécitos (F(5;29)=10,16; p<0,0001))
decorrente da ooforectomia associada a imobilizacdo. Observou-se também
diminuic&o significativa de area e espessura trabecular nos membros submetidos a
imobilizacéo, contudo, tanto a remobilizacéo livre como em escada foram capazes de
recuperar essa perda. Nas andlises morfolégicas da cartilagem articular da tibia, ndo
foram verificadas mudancas de estrutura nem de organizacao celular das ratas néo
submetidas a imobilizacao (G1 e G4), observando-se apenas consideravel diminuicdo
na espessura e no numero de condrdcitos em G4 (grupo ooforectomizado). Nas ratas
que ficaram em remobilizacao livre (G2 e G5), visualizou-se regides de degeneracéo
da cartilagem articular com exposi¢cdo de osso subcondral, perda da organizacao
celular, descontinuidade da tidemark, presenca de fissuras e floculagbes, como
também diminuicdo do niamero de condrocitos. No entanto em G2 (grupo pseudo-
ooforectomizado, imobilizado e remobilizagéo livre) algumas regides apresentavam
tecido de granulacdo (pannus). Nas ratas submetidas ao exercicio de subida em
escada (G3 e G6), havia sinais de reparacdo das estruturas cartilaginosas, com
presenca de clones e pannus. Em G6 (grupo ooforectomizado, imobilizado e
remobilizacdo em escada), observou-se ainda invasdo de vasos sanguineos
subcorticais na zona calcificada, além de aumento da quantidade de grupos iségenos
e da espessura da zona calcificada. A partir dos resultados obtidos neste estudo,
pode-se concluir que o exercicio de subida em escada mostrou-se efetivo no processo
de recuperacédo dos tecidos 6sseo e cartilaginoso danificados pela imobilizacdo, em
modelo de osteoporose por ooforectomia em ratas.

Palavras-chave: osteoporose; remobilizacdo; exercicio em escada; cinesioterapia;
fisioterapia.



GENERAL ABSTRACT

The aim of this study was to analyze the effects of the physical exercise of climbing
stairs in bone and cartilage histomorphometric parameters in rats submitted to a model
of osteoporosis and immobilization. 36 Wistar rats were separated into six groups were
used: G1, G2 and G3 groups were subjected to pseudo-oophorectomy; and G4, G5
and G6 to oophorectomy. After surgery, all groups remained 60-day rest and the rats
G2, G3, G5 and G6 had the right hind limb (MPD) immobilized during 15 days, followed
by remobilization same period, being free in the box to G2 and G5, and climb stairs in
G3 and G6. At the end of the experiment, the rats were euthanized, their tibias removed
bilaterally and submitted to histological routine. Morphometric analysis showed that
there was a statistically significant decrease in area (p = 0.0178) and cortical thickness
(p = 0.0024), thickness of articular cartilage (p = 0.0138) and epiphyseal plate were
made (p = 0.0187), and the number of osteocytes (p <0.0001) and chondrocytes (p =
0.0006) as well as significant increase in the medullary canal (p = 0.0384) in
immobilized limbs of ovariectomized rats. However, the stair climbing exercise was
able to reverse the loss of bone cortex (area (F (5; 29) = 6.24, p = 0.0007) and
thickness (F (5; 29) = 4.11 p = 0.0062)), cartilage (articular cartilage thickness (F (5;
29) = 13.88, p <0.0001) and epiphyseal plate (F (5; 29) = 14.72, p <0.0001)) and
cellular (osteocytes (F (5; 29) = 14.55, p <0.0001) and chondrocytes (F (5; 29) = 10.16,
p <0.0001)) resulting of oophorectomy associated with immobilization. It was also
observed a significant decrease in trabecular thickness and area in the members
subjected to immobilization, however, both as the free remobilization and climb stairs
were able to recover from this loss. Morphological analysis of tibia articular cartilage,
no changes in cell structure or organization of the rats not subjected to immobilization
(G1 and G4) were verified by observing only considerable decrease in the thickness
and number of chondrocytes in G4 (oophorectomized group) . In female rats that were
free remobilization (G2 and G5), it was observed degeneration regions of articular
cartilage with subchondral bone exposure, loss of cellular organization, discontinuity
of tidemark, the presence of fissures and flocculation, as well as decreased number of
chondrocytes. On the other hand, G2 female rats (pseudo-oophorectomized group,
immobilized and free remobilization) showed some regions of granulation tissue
(pannus). In rats subjected to exercise climb stairs (G3 and G6), there were repair
signs of cartilaginous structures, the presence of clones and pannus. In G6
(oophorectomized group, remobilization and immobilized ladder), although it was
observed subcortical invasion of blood vessels in the calcified zone, and increasing the
amount of isogenous groups and the thickness of the calcified zone. From the results
obtained in this study, it can be concluded that climbing stairs exercise was effective
in the recovery process of bone and cartilage tissue damaged by immobilization on
osteoporosis model by ovariectomy in rats.

Keywords: osteoporosis; remobilization; climbing stairs exercise; kinesiotherapy;
physiotherapy.
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1 INTRODUCAO GERAL

A trajetdria histérica da humanidade evidencia que a mulher, para atender as
vigentes e emergentes demandas sociais, assumiu multiplos papéis ocupacionais,
porém sem perder sua identidade primdrdica, num contexto de desemprego estrutural,
baixos ganhos, informalidade, flexibilizacdo e desregulamentacédo do trabalho. Nesse
cenario, em que o produto é mais valorizado que o produtor, ser humano, irrompe em
comprometimento da saude fisica e mental feminina, envolvendo até mesmo eventos
fisioldgicos como a menopausa (HERCULANO, 2006; HERZLICH, 2004).

A menopausa é marcada pela ultima menstruacao, mas so pode ser confirmada
apos o periodo de um ano sem a ocorréncia de um episddio menstrual. Pode
acontecer de forma espontanea, normalmente por volta dos 51 anos de idade, ou por
inducéo cirdrgica, nos casos de histerectomia e ooforectomia (NAMS, 2012).

Essa alteracdo no organismo feminino provoca suspensédo lenta e gradativa
dos hormobnios estrogeno e progesterona, predispondo ao aparecimento e
agravamento de algumas disfungcbes e doencas, como a osteoporose. Em
consequéncia, esta doenca osteometabdlica provoca deterioragcdo da
microarquitetura do tecido e diminuicdo da massa 6ssea, causando fragilidade do
0sso e predispondo ao risco de fraturas, até mesmo por traumas leves (CLAASSEN
et al., 2006; NAMS, 2012; NIH, 2011; TALWAR et al., 2006; WHO, 2003).

Estudos apontam que aproximadamente um terco das mulheres na pos-
menopausa sao acometidas pela osteoporose, com maior prevaléncia entre os 65 e
75 anos de idade, podendo chegar até 70% em senhoras acima dos 80 anos
(BANDEIRA; CARVALHO, 2007; BERRY et al., 2010; CAMARGO et al.,, 2005;
CLAASSEN et al. 2006; EGERMANN et al., 2005; FONTES; ARAUJO; SOARES,
2012; NIH, 2001).
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Além do grande risco de fraturas, existem outros fatores de alerta que podem
agravar ainda mais o quadro clinico e de disfuncdo humana, principalmente quando
relacionado a senilidade. Dessa forma, devem ser discutidas acbes de saude, meio
ambiente e igualdade social, tendo o envolvimento das diversas areas do
conhecimento, como sociologia, politica, direito, urbanismo, dentre outras. Na saude,
o tratamento deve envolver uma equipe multiprofissional, com ac¢des conjuntas
objetivando reabilitacdo, prevencdo e promocdo a saude, individual e coletiva
(FONTES; ARAUJO; SOARES, 2012; RIZZOLI; ABRAHAM; BRANDI, 2014).

Varios autores tém apontado alguns pontos relevantes do tratamento da
osteoporose, como exercicio fisico regular, ingestdo adequada de calcio, vitamina D
e proteinas (RIZZOLI; ABRAHAM; BRANDI, 2014) e uso de terapia hormonal
estrogénica (SIRIS et al.,, 2001). De acordo com o consenso sobre osteoporose,
divulgado pelo Conselho Sueco de Avaliacao de Tecnologias Médicas (SBU, 2013),
existem muitas evidéncias de que o exercicio fisico é eficaz na reducdo de quedas em
idosos, além de ser protetor para o quadril e prevenir fraturas.

Kemmler et al. (2003) reforcam que até mesmo uma unica sessao de exercicio
fisico é capaz de influenciar positivamente os horménios que afetam o metabolismo
0sseo. Contudo, ainda existem muitas questfes a serem estudadas e compreendidas
em relacdo a génese, prevencao e tratamento da osteoporose, porém, muitas ndo
possiveis de serem respondidas por meio da intervencdo em humanos, sendo
necessario o uso de modelos animais (LELOVAS et al., 2008).

Ainda sdo poucos os estudos que envolvem os efeitos da imobilizagdo em
0SS0s osteoporoticos, principalmente quando se trata de situacdes da vida feminina,
como a pds-menopausa. A imobilizacdo € um recurso terapéutico conservador usado
em pdés-operatérios, pés-fraturas, entorses e lesées musculares, com a finalidade de
manter um segmento corporal em repouso, visando diminuir o quadro algico, proteger
as estruturas musculoesqueléticas atingidas e evitar danos induzidos quimicamente
nas cartilagens articulares (BRANDT, 2003; PATRIDGE; DUTHIE, 1963; WILLIAMS,;
BRANDT, 1984).

No entanto, a imobilidade afeta negativamente os tecidos muscular, 0sseo e
cartilaginoso, provocando diminuicdo da massa muscular, da amplitude de movimento
articular e déficits funcionais (CAIERAO; TEODORI; MINAMOTO, 2007; CORNWALL,
1984; KUNZ et al., 2013; SAKAKIMA, 2004; THOMASON; BIGGS; BOOTH, 1989;
THOMASON; BOOTH, 1990; WILLIAMS, 1988).
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Além desses efeitos, é possivel constatar altera¢des dos tecidos citados, como
diminuicdo da forca e da area de seccao transversa do musculo; perda e reducéo da
sintese de proteoglicanos da matriz cartilaginosa; irregularidade da superficie
articular; proliferacdo de tecido conjuntivo intra-articular; necrose e ulceracdo da
cartilagem; reducdo da massa e volume totais da cartilagem; perda significativa de
0SSO0 esponjoso e cortical (BRANDT, 2003; CHRISTENSEN et al.,, 2008a;
CHRISTENSEN et al., 2008b; CULAV et al., 1999; DEL CARLO et al., 2007; KANEPS;
STOVER; LANER, 1997; LANTZ, 1998; LEROUX et al., 2001; MAEDA et al., 1993;
NARMONEVA et al., 2002; THAXTER et al., 1965).

Assim, com todos esses prejuizos mencionados, pode-se inferir que
tratamentos que se utilizam de talas, repouso for¢cado ou tracdo, aumentam o risco de
fraturas e provocam limitagcdes nas atividades cotidianas. Dessa maneira, torna-se
necessaria a intervencdo fisioterapéutica no periodo pds-imobilizacdo, visando
recuperacgdo dos danos e das limitagdes, melhora das fun¢des fisico funcionais e da
qualidade de vida (BARBOSA et al, 2011; TREBACZ; ZDUNEK, 2006;
VANWANSEELE; LUCCHINETTI; STUSSI, 2002).

Diversos estudos sobre remobilizacao salientam que o exercicio fisico tem se
mostrado eficaz na recuperacdo de pacientes e animais que foram submetidos a
imobilizacdo de um segmento corporal, promovendo hipertrofia muscular, melhorando
e mantendo a massa 6ssea (CASSILHAS et al., 2013; JU et al.,, 2008; LAYNE;
NELSON, 1999; MENKES et al., 1993; NASCIMENTO et al., 2013; RENNO et al.,
2007). No entanto, até o presente momento, ndo foram encontrados na literatura
estudos sobre alteracbes morfoldégicas e morfométricas que o exercicio fisico pode
causar no tecido 6sseo e cartilaginoso de animais osteoporoticos submetidos a

imobilizacao.
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2 REVISAO GERAL DE LITERATURA

2.1 Tibia: aspectos anatémicos e biomecanicos

A tibia juntamente com a fibula constituem o esqueleto da perna. E classificada
como um osso longo, localizada no lado antero-medial da perna, articulando-se
proximalmente com o fémur e a fibula e distalmente com o télus e a fibula. Assim, faz-
se integrante das articulacdes do joelho e do tornozelo, sendo 0 segundo maior 0Sso

gue mais suporta o peso do corpo, ficando atrds somente do fémur (Figura 1)
(STANDRING, 2010).
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Em sua porcdo proximal, a tibia recebe a insercdo do ligamento da patela,
anteriormente em sua tuberosidade, como também se encontram os condilos tibiais
mediais e laterais, recobertos de cartilagem hialina. Nessa regido, acomodam-se 0s
condilos femorais e 0s meniscos mediais e laterais. Entre os condilos existe a regiao
intercondilar que serve de sitio para inser¢do do ligamento cruzado anterior (LCA) e
posterior (LCP) (DANGELO; FATTINI, 2007; STANDRING, 2010).

As articulagcdes das quais a tibia faz parte sédo classificadas como sinoviais,
sendo compostas por cépsula articular, cartilagem articular, membrana sinovial,
liquido sinovial e ligamentos capsulares, sendo estes Ultimos presentes em algumas
articulacées sinoviais. Além disso, sdo formadas por varias células especializadas
oriundas de variados tecidos, como o mesenquimal e o hematopoiético (DANGELO;
FATTINI, 2007; HUI et al., 2012; IWANAGA et al., 2000).

Na articulagdo do joelho ou tibiofemoral, onde estd a porcdo da tibia que
suporta maior peso, existem os eixos de movimento transversal e longitudinal. No
transversal, ocorre a flexo-extensdo (140-160° de flexdo e 0° de extensdo) e no
longitudinal a rotacdo axial, sendo externa (40-50°) e interna (30-35°), com o0s
movimentos associados no final da extenséo e no inicio da flexdo. Pela acdo muscular
e dos ligamentos ocorrem o0s movimentos das articulagbes tibiofemoral e
patelofemoral (KAPANDJI, 2000).

A articulacao tibiofemoral é o ponto do eixo para a flexo-extensao, sendo a tibia
rotacionada sobre o condilo medial do fémur durante o movimento. A articulacao
patelofemoral depende da contracdo do musculo quadriceps, aumentando a distancia
dos eixos articulares e protegendo o joelho anteriormente. Também promove o
deslizamento na cavidade troclear, possibilitando o sistema de alavancas deste
musculo e gerando uma pressao lateralmente durante a flexdo e medialmente na
extensdo. Dessa forma, a tibia é considerada um 0sso muito importante para a
manutenc¢ao da postura ortostatica e para a locomocéao bipede (BOGART; ORT, 2008;
KAPANDJI, 2000).
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2.2 Tecido Osseo

O tecido 6sseo, principal componente da tibia, constitui-se de células e da
matriz 6ssea. Suas principais funcées sdo suporte para os tecidos moles, protecao
aos orgaos vitais e medula 0ssea, apoio aos musculos esqueléticos, como tambéem
depositos de calcio, fosfato e outros ions (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; MARTIN;
DEMPSTER, 1998).

As células que o compdem sao os osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos. Os
osteoblastos sdo células jovens que estdo mais envolvidas na formacgédo do tecido
0sseo. Possuem aspecto cubdide e se acomodam nas superficies 6sseas lado a lado,
como se fosse um epitélio simples. Possuem capacidade de concentrar fosfato de
calcio e sintetizar a parte organica da matriz 6ssea, participando da mineralizacdo e
sendo englobado pela mesma, considerado entdo ostedcito. Os ostedcitos sao células
achatadas que ocupam as lacunas no interior da matriz éssea, sendo um por lacuna,
contribuindo para a composicdo e manutencdo do osso ja formado. Destas lacunas
saem canaliculos por onde passam os prolongamentos dos ostedcitos, estabelecendo
juncdes comunicantes entre as células para troca de pequenas moléculas e ions
(FRANZ-ODENDAAL; HALL; WITTEN, 2006; GENESER, 2003; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008).

Outras células importantes sdo os osteoclastos, que sdo multinucleadas,
moveis, gigantes, bastante ramificadas, com citoplasma granuloso, as vezes com
vacuolos e estdo mais envolvidas com o processo de reabsorcéo do tecido 6sseo.
Estas células promovem depressdes na matriz denominadas de lacunas de Howship,
onde também se alojam. A funcdo dos osteoclastos é controlada por moléculas da
superfamilia do fator de necrose tumoral (TNF), sendo a
osteoprotegerina/osteoclastogénese inibitério (OPG/OCIF), ativador do receptor
nuclear kB ligante (RANKL), ativador do receptor do fator nuclear kB (RANK) e ligante
indutor de apoptose relacionado a TNF (GRAVALLESE; GOLDRING, 2000;
HOFBAUER; HEUFELDER, 2001; SHENGQIAN et al., 2012).

O RANKL, que se origina do tecido sinovial e adere ao RANK na superficie dos
osteoblastos, desempenham papel chave na promocédo da osteoclastogénese,
maturacado e ativacdo de osteoclastos, como também prevencao de apoptose destas
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céulas. A interacdo entre RANK e RANKL leva a uma maior reabsorcéo e perda 6ssea
(GRAVALLESE et al., 2000; KHOSLA, 2001; SAIDENBERG; CON'ADO; LEMEITER,
2004). Os efeitos do RANKL podem ser neutralizados pelo receptor OPG, que € um
importante inibidor na regulacdo da reabsorcdo 6ssea osteoclastica (KOSTENUIK;
SHALHOUB; 2001; SHENGQIAN et al., 2012).

Compondo o tecido ésseo, juntamente com as células, esta a matriz 6ssea.
Esta, por sua vez, constitui-se de parte inorganica e organica. Na inorganica
encontram-se o0s ions fosfato e calcio em maior quantidade, como também
bicarbonato, magnésio, potassio, sédio e citrato em menores quantidades. Ja a parte
organica € composta por 95% de fibras colagenas, constituidas de colageno do tipo |
e poucos proteoglicanos e glicoproteinas, que conferem alguma participacdo na
mineralizacdo da matriz. A juncao dessas duas partes estabelece uma construcéo de
ligagcdo, conferindo dureza e resisténcia a compressfes, devido aos componentes
inorganicos, como também elasticidade ao 0sso e resisténcia a forcas de tracdo em
razdo do colageno (EINHORN, 1996; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Os 0ss0s possuem revestimento interno e externo, caracterizado pela presenca
de células osteogénicas e tecido conjuntivo, constituindo o periésteo e enddsteo. As
principais fun¢des desse revestimento séo a nutricdo do tecido 6sseo e fornecimento
de novos osteoblastos, para crescimento e recuperacdo do 0sso. O periésteo €
composto por fibras colagenas e fibroblastos, como também células osteoprogenitoras
em sua porcdo mais profunda, que se multiplicam e se diferenciam em osteoblastos.
Ja o endosteo constitui-se de células osteogénicas achatadas que revestem as
cavidades do o0sso esponjoso, canal medular, canais de Havers e de Volkmann
(EINHORN, 1996; GENESER, 2003; HOLLINGER; BUCK; BRUDER, 1999; MADER,
2004) (Figura 2).

.......

Figura 2: Representacao esquematica da estrutura do tecido 6sseo de um osso longo (Adaptado de
MADER, 2004).



17

Os o0ssos podem ainda ser classificados macroscopicamente e
histologicamente. Macroscopicamente, podem ser compactos (sem cavidades
visiveis) ou esponjosos (com muitas cavidades intercomunicantes). As epifises sédo
formadas por 0sso esponjoso com uma fina camada compacta em sua superficie e as
diafises (parte cilindrica) essencialmente por 0sso compacto, com pouca quantidade
de 0ss0 esponjoso em sua porgao profunda, delimitando o canal medular (GENESER,
2003; HOLLINGER; BUCK; BRUDER, 1999; MADER, 2004; MARTIN; DEMPSTER,
1998).

De acordo com a classificagdo histolégica, o tecido 6sseo pode ser imaturo,
primario ou ndo lamelar, e maduro, secundario ou lamelar. O tecido 6sseo imaturo é
0 primeiro a aparecer, no desenvolvimento embriondrio e na reparacao de fraturas.
Apresenta fibras colagenas dispostas irregularmente, maiores quantidades de
minerais e ostedcitos em relagcdo ao tecido secundario. Em individuos adultos
aparecem apenas proximo as suturas dos 0ssos do cranio, nos alvéolos dentéarios e
em alguns pontos de insercdo muscular. Ja o tecido secundario apresenta fibras
colagenas organizadas em lamelas de 3 a 7 microbmetros de espessura, paralelas
umas as outras, ou dispostas em camadas concéntricas em volta de canais com
vasos, formando os sistemas de Havers ou Osteons. Apresenta ainda lacunas com
ostedcitos situados entre as lamelas, estando algumas vezes situados dentro delas
(EINHORN, 1996; HOLLINGER; BUCK; BRUDER, 1999; JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2008; MARTIN; DEMPSTER, 1998).

2.3 Tecido Cartilaginoso

O tecido cartilaginoso, como o tecido 6sseo, também é composto por células e
pela matriz extracelular. Possui variadas funcfes, como revestimento das superficies
articulares, suporte estrutural aos tecidos moles e atuacdo na formacao e crescimento
dos ossos longos (GENESER, 2003; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

A cartilagem ndo possui vasos sanguineos e linfaticos, nem terminacdes
nervosas, sendo a nutricdo de suas células realizada por difusdo pela substancia
fundamental, que é rica em agua, ou seja, por meio do liquido sinovial ou capilares
localizados no pericondrio (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; OVALLE; NAHIRNEY,
2008).
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A cartilagem pode ser classificada em hialina, elastica ou fibrosa. A hialina
possui aspecto vitreo azulado e esta presente nas superficies articulares, cartilagens
costais, parte do esqueleto nasal, laringe, traqueia e bronquios. Desenvolve-se a partir
de células do mesénquima, que apos intenso trabalho celular promove o0 aumento da
quantidade de matriz, tornando o tecido mais eléstico e firme, além de criar lacunas
para alojar as células. Estas células vao se diferenciando em condrécitos, ao mesmo
tempo em que se desenvolve uma camada de outras células achatadas e de fibras
gue rodeiam a cartilagem, constituindo o pericondrio (GENESER, 2003).

As células diferenciadas passam por divisdo mitotica e favorecem assim o
crescimento e formagdo dos condroblastos. Contribuem ainda no crescimento
intersticial, por meio da divisdo das células-filha e pelo agrupamento em quatro
células, que também podem se dividir. Cada grupo desses, contém células originarias
das divisbes mitoticas, a partir de um Unico condrécito, sendo denominados grupos
isdgenos (OVALLE; NAHIRNEY, 2008).

A cartilagem articular adulta pode ser esquematicamente dividida em quatro
zonas distintas: repouso, proliferativa, hipertréfica e calcificada. A zona de repouso é
caracterizada pela presenca de condrdcitos dispostos como se fosse um epitélio
simples. Na proliferativa, h& presenca de colunas longitudinais de células
cartilaginosas. Na zona hipertréfica, as células amadurecem e aumentam de tamanho.
E a zona calcificada é caracterizada por ser a regido de transicdo entre a cartilagem
e 0 0sso, sendo normalmente bastante estreita (Figura 3) (SIMON; JACKSON, 2006;
WATRIN et al., 2001).

Superficie da cartilagem
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Figura 3: Representacdo esquematica da divisdo em zonas da cartilagem articular
(Adaptado de SIMON; JACKSON, 2006).

Entre a epifise e a diafise existe um disco cartilaginoso transversal que as
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separam, o disco epifisario. Este disco € componente importante no crescimento
longitudinal 6sseo, pela constante formacao de cartilagem em seu interior substituida
por 0sso. ApGs o periodo de crescimento, esse disco € eliminado, permanecendo
apenas uma linha, considerada uma irregularidade no tecido 6sseo do 0SsoO

esponjoso, denominada linha epifisaria (GENESER, 2003).

2.4  Osteoporose

A osteoporose pode ser conceituada como uma doenca osteometabdlica que
causa diminuicdo da massa 0ssea e danificacdo da microarquitetura do tecido 6sseo,
gerando fragilidade Ossea, dor e risco de fraturas, além de estar associada a altas
taxas de morbimortalidade. Pode ser classificada em priméria e secundéria, sendo a
primaria subdividida em tipo | e Il (CLAASSEN et al., 2006; NIH, 2011; TALWAR et al.,
2006; WHO, 2003).

A tipo | € a osteoporose ocorrida na pdés-menopausa e a tipo Il é a osteoporose
senil ou tardia. O principal critério para designar tipo | ou Il € idade. J& a secundaria
esta relacionada com a presenca de comorbidades, drogas ou outros fatores que
podem desencadear osteoporose e aumentar a possibilidade de fraturas (NIH, 2011;
WHO, 2003).

Sabe-se que essa doenca € desencadeada durante a vida a depender de
alguns fatores como reducao da massa 0ssea, idade avancada, género feminino, etnia
asiatica ou caucasiana, historia familiar, fratura prévia, insuficiéncia hormonal, uso de
glicocorticoides, fumar ou ter fumado. Outros fatores também sdo mencionados,
porém alguns autores caracterizam como de menor predisposi¢ao, sendo constituicdo
fisica, etilismo, sedentarismo, insuficiéncia de calcio e vitamina D, indice de massa
corporal (IMC) < 19 Kg/m? e a imobilizacdo (KULAK; BILEZKIAN, 1998; KULAK et al.,
2011; SIRIS et al., 2001).

Ambos os géneros podem desenvolver osteoporose, mas a prevaléncia € maior
em mulheres, em torno de 17%, contra 7% de homens. Entretanto, esse percentual
pode aumentar de acordo com a elevagdo da idade, etnia e localizagdo geografica.
Alguns estudos tém demonstrado esse aumento apds os 40 anos, idade aproximada
de inicio da perda de massa 0ssea. Na mulher, isso pode se acentuar ainda mais por
volta dos 49 anos, devido ao hipoestrogenismo (BANDEIRA; CARVALHO, 2007;
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CAMARGO et al., 2005; CLAASSEN et al. 2006; EGERMANN et al., 2005; FONTES;
ARAUJO; SOARES, 2012; NIH, 2001).

No Brasil, acredita-se que aproximadamente 40% da mulheres no periodo poés-
menopausa tenham desenvolvido a doenca. Alguns estudos revelam ainda uma
prevaléncia possivel entre 14 a 29% de mulheres acima dos 50 anos, chegando até
73% em mulheres acima dos 80 anos (BANDEIRA; CARVALHO, 2007; CAMARGO et
al., 2005; FONTES; ARAUJO; SOARES, 2012; NIH, 2011; PINHEIRO; EIS, 2010).
Entretanto, Fortes et al. (2008) revelam que, no sistema de saude brasileiro, ainda
existe grande dificuldade com o diagnoéstico da doenca, além de elevadas taxas de
morbimortalidade.

O diagnéstico da osteoporose € realizado por meio da mensuracdo da
densidade mineral éssea (DMO), obtida com o auxilio de uma técnica denominada
densitometria 6ssea por dupla emissdo de raios X, considerada padrao-ouro. Os
valores! sdo expressos por grama de mineral por centimetro quadrado (g/cm?) e
comparados com dados de DMO esperado para um pessoa da mesma idade e género
(Z-escore) e para um jovem adulto sadio do mesmo género (T-escore). Atualmente,
estudiosos dessa area buscam também outras alternativas para auxiliar no
diagnostico (DELMAS; SEEMAN, 2004; LEWIECKI; BORGES, 2006; NIH, 2012;
PINHEIRO; EIS, 2010; WHO, 2003). Brandao et al. (2013) relatam que ainda existe
grande dificuldade e desigualdade no acesso aos servicos de saude no Brasil, o que
dificulta o diagnéstico e tratamento da osteoporose, como também sao elevados 0s
custos com medicamentos.

O tratamento para esta moléstia deve envolver uma equipe multiprofissional de
saude, atuando em conjunto por meio de abordagens terapéuticas medicamentosas,
nutricionais, fisicas, ocupacionais e psicossociais, visando reabilitacdo, prevencao e
promocdo a saude individual e coletiva (FONTES; ARAUJO; SOARES, 2012;
RIZZOLI; ABRAHAM; BRANDI, 2014).

Rizzoli, Abraham e Brandi (2014) relatam que a prevencdo da osteoporose
primaria requer comportamentos saudaveis, como o exercicio fisico regular e ingestao

adequada de calcio, vitamina D e proteinas. Salientam que existem programas

1 A organizacao mundial de saude (OMS) estabelece como evidéncia diagndstica para osteoporose,
valores de DMO < 2,5 desvios padrao (dp) da média do valor de pico de adultos jovens (T-escore < 2,5
dp), associado a alto risco de fraturas (NIH, 2012; WHO, 2003).
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educacionais para mulheres sobre osteoporose e saude 6ssea, 0 que pode gerar
influéncias positivas a respeito de conhecimento, atitudes, motivacdo e
comportamentos. Siris et al. (2001) reforcam ainda que a pratica de atividade fisica
regular e o uso de estrogenos séo fatores protetores contra a osteoporose.

Estima-se que no Brasil cerca de 20% da populacdo sédo de mulheres acima
dos 50 anos, ou seja, aproximadamente 38 milhdes de mulheres com predisposi¢ao
a osteoporose e com risco de fraturas por conta das mudancas no organismo,
principalmente devido & diminuicdo da producéo de estrégeno (FONTES; ARAUJO;
SOARES, 2012).

Diversos autores tém apontado que a diminuicdo dos niveis estrogénicos no
organismo alteram tanto o processo de remodelacdo, quanto o de reparacao 0ssea
(JUNQUEIRA et al., 2002; NAMKUNG-MATTHAI et al., 2001; TURNER, R.T.; RIGGS,
B.L.; SPELSBERG, 1994; WALSH et al., 1997). Esse hipoestrogenismo durante a
menopausa inicial, periodo que dura entre cinco e oito anos, tende a promover o
aumento da reabsorcdo Ossea, por meio dos osteoclastos, induzindo assim a
osteoporose (CLAASSEN et al., 2006; TALWAR et al., 2006). Como o estrégeno &
também condroprotetor, sua diminuigcdo no organismo feminino ndo afeta somente o
tecido 6sseo, mas também o cartilaginoso, favorecendo por exemplo o aparecimento
de artroses (CLAASSEN et al., 2006; TALWAR et al., 2006).

Na osteoporose senil ou tardia, este processo de remodelacédo déssea acontece
por meio da diminuicdo da atividade osteoblastica, reduzindo a formacdo éssea.
Todas essas alteragdes acontecem devido a um desequilibrio entre reabsor¢cédo e
neoformacédo do tecido 6ésseo, fazendo com que haja diminuicdo da forca 6ssea
(CLAASSEN et al. 2006; COMPSTON, 2006; NIH, 2011; WHO, 2003).

Essa forca 6ssea significa a juncéo entre densidade e qualidade do osso, em
que qualidade esta relacionada a microarquitetura, mineralizacdo, danos e
composi¢cdo da matriz 6ssea. Dessa maneira, essa fragilidade do tecido 6sseo pode
incorrer em algumas complicagdes, especialmente as fraturas (COMPSTON, 2006).

No Brasil cerca de 15,1% das mulheres acima dos 40 anos possuem risco de
sofrerem fraturas. Nos Estados Unidos, do total de gastos com tratamento de fraturas,
cerca de 50 a 67% sé&o especificamente de fraturas osteoporaticas, sendo os maiores
custos para fraturas de quadril, seguidas de punho e antebragco (BUDHIA et al., 2012).

As fraturas osteoporéticas mais comuns sao na regido proximal do fémur

(regido do quadril), vértebras e na regido carpal. Apesar de possuirem incidéncia um
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pouco menor em relacdo aos demais tipos, as fraturas de tibia apresentam grande
relevancia anatdmica e biomecanica, principalmente pelo elevado suporte de peso,
pela participacdo em duas importantes articulagcdes, joelho e tornozelo, e importancia
para a postura ortostatica e locomocéao bipede, comprometendo assim o bem estar e
a qualidade de vida dos individuos acometidos. Por conseguinte, a osteoporose pode
ser considerada um problema de saude publica, tendo em vista problemas sociais e
econdbmicos que acarreta, como a incapacitacdo temporaria ou permanente da
pessoa, como também pelos altos custos de cuidados em saude (CLAASSEN et al.,
2006; NIH, 2001; TALWAR et al., 2006; WHO 2003).

Riggs e Melton (1997) sugerem que aproximadamente 50% de pessoas que
fraturaram o quadril necessitardo de auxilio para deambulacédo, e cerca de 25% de
cuidados de longo prazo. No entanto, varios fatores de risco para a osteoporose sao
passiveis de mudanca por meio de exercicios fisicos corretamente orientados. Alguns
estudos apresentam repostas positivas quanto a forgca muscular, com melhora entre 6
a 174%; amplitude de movimento articular (ADM), entre 0,5 a 18%; equilibrio, 7 a 53%;
marcha, 12 a 48% e tempo de reacdo, de 0 a 4% (AN, 2002; MYERS; YOUNG;
LANGLOIS, 1996).

Varios estudos randomizados tém mostrado diminuicao significativa de quedas
em idosos como resultados de programas orientados de treinamento fisico, entretanto
nao existe ainda um consenso sobre tipo ideal, duracédo, intensidade e frequéncia
desses exercicios (AMERICAN GERIATRICS SOCIETY, BRITISH GERIATRICS
SOCIETY AND AMERICAN ACADEMY OF ORTHOPAEDIC SURGEONS PANEL ON
FALLS PREVENTION, 2001; CARTER; KANNUS; KHAN, 2001).

Cabe salientar que os estudos relacionados a incidéncia de individuos com
osteoporose no Brasil ainda séo incipientes e necessitam de maior abrangéncia e
explicitacdo, envolvendo a realidade da populagédo desse pais. Tal fato demonstra a
importancia do tema e a necessidade de se discutir, propor estratégias e agir em prol
de medidas oportunas, preventivas e terapéuticas (FONTES; ARAUJO; SOARES,
2012).

Com a urgéncia de melhor compreensdo de sua natureza multifatorial e de
desenvolver novos métodos preventivos e terapéuticos que atuem contra os efeitos
deletérios desta doenca, torna-se plausivel e necessario o uso de modelos animais
de osteoporose em pesquisas cientificas. Diversas espécies animais ja foram

utilizadas em pesquisas de osteoporose, tais como roedores, coelhos, cées e
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macacos. No entanto, apesar das limitagcdes na semelhangca com humanos, o rato de
laboratério tem sido o mais escolhido, com muitos estudos sobre seu esqueleto e de
suas peculiaridades, até mesmo criando-se técnicas especificas a fim de superar tais
limitacbes (LELOVAS et al., 2008).

Existem varios modelos experimentais de inducdo a osteoporose, seja por
intervencdes hormonais (cirdrgica ou farmacologica), dietéticas, alteragbes genéticas
ou imobilizacdo (conservadora ou cirdrgica). Dentre as intervengdes por cirurgia,
pode-se citar a gonadectomia (ovariectomia ou ooforectomia e orquidectomia),
hipofisectomia e paratireoidectomia; e as farmacoldgicas, agonista do hormdnio
liberador de gonadotrofina (GnRH), antogonista de receptores estrogénicos, inibidores
de aromatase e corticosterdides (AN, 2002; BERDUD et al., 1998; GALLAGHER,;
CHAMBERS; TOBIAS, 1993; GASSER et al., 2006; GOULDING; GOLD, 1989;
IWAMOTO,; TAKEDA; ISCHIMURA, 2004; IWAMOTO et al., 2007; LELOVAS et al.,
2008; LI; SHEN; WRONSKI, 1997; TURNER et al., 2001).

As principais intervencdes dietéticas normalmente séo induzidas por meio de
dieta pobre em célcio (SETO et al., 1999) ou pelo abuso de alcool (SAMPSON et al.,
1996; TURNER et al., 1988). Ja a imobilizacdo pode ser dividida em conservadora,
com a realizacéo de enfaixamento de membro, fundicdo ou suspenséao pela cauda; ou
cirtrgica, por meio de ressec¢ao nervosa, tendinosa ou da medula espinhal (BERDUD
et al., 1998; MOREY, 1979; OKUMURA et al., 1988; STEINBERG; TRUETA, 1981;
THOMPSON; RODAN, 1988; ZENG et al., 1996).

Um dos modelos mais escolhidos e com melhores resultados é a ooforectomia,
principalmente quando é para mimetizar época de pos-menopausa. Consiste na
retirada dos ovarios, principal fonte de estrogenos, induzindo assim a restricdo desse
horménio da circulacdo do organismo (LELOVAS et al., 2008). An (2002) relata que o
modelo de ooforectomia pode ser realizado em ratas, ratazanas, coelhas, cadelas,
porcas, ovelhas, primatas ndo-humanas e outros animais como porquinhas da india,
furoas, gatas e aves fémeas, especialmente galinhas poedeiras.

Contudo, devido semelhancas nas respostas fisiopatoldgicas entre o esqueleto
humano e do rato, vantagens financeiras e de criacdo, como também pela existéncia
de protocolos que induzem perda de massa 6ssea mais rapidamente, fizeram do rato
um modelo valioso em pesquisas sobre osteoporose. No entanto, a selecdo de um
modelo deve ser baseada em critérios cientificos e ndo apenas pela facilidade de uso,

devendo os pesquisadores terem sempre em mente que a experimentacao deve
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aderir aos 3 Rs da ética com o uso de animais: substituicdo (replacement), reducéo
(reduction) e refinamento (refinement) (LELOVAS et al., 2008).

Os ratos atingem a maturidade sexual com a idade de 2,5 meses e seu
esqueleto torna-se maduro apos os 10 meses de vida. A perda de DMO inicia-se por
volta de 12 meses, na metafise proximal da tibia, e de 15 meses em vértebras
lombares?. No entanto, pesquisas podem ser realizadas com esqueletos maduros ou
imaturos, embora em alguns casos a escolha entre um e outro seja fundamental para
o delineamento metodoldgico (JEE; YAO, 2001; SHEN et al., 1997).

Em se tratando de pds-menopausa, o0 modelo mais utilizado é o de ratas
ooforectomizadas, pois apds a cirurgia ja tem inicio o processo de remodelacao 6ssea,
com a reabsorcao excedendo a neorformacao, causando perda éssea e logo depois
havendo um equilibrio nesse processo (TURNER et al., 2001).

Desssa forma, com esse modelo citado, perdas 6sseas significativas séo
percebidas ap06s 14, 72 e 74 dias na metafise proximal da tibia, apds 60 e 73 dias no
corpo vertebral lombar e apds 30 dias no colo do fémur. Entretanto, ndo ocasiona
perdas de massa 0ssea significativas nas epifises de ossos longos, metafise tibial
distal e em vértebras caudais (LI; JEE, 1991; LI et al., 1996; LI; SHEN; WRONSKI,
1997; MA; KE; JEE, 1994; MIYAKOSHI et al., 1999).

Ja o tempo necessario para o processo de remodelacéo 6ssea atingir equilibrio
€ de cerca de 80 dias, na metéfise proximal da tibia, e de 270 dias para o corpo
vertebral lombar e colo do fémur. Esses achados de diminui¢cdo da massa 6ssea séo
bem vistos no osso cortical, por meio do alargamento da cavidade medular. Isto ocorre
devido ao aumento da reabsorcdo endosteal e da aposicdo 6ssea periosteal. As
mensuracdes realizadas em areas da metade inferior do eixo cortical sdo muito
confiaveis, devido a maior parte das perdas 6sseas ocorrerem nesse local (KIMMEL;
WRONSKI, 1990; LI; SHEN; WRONSKI, 1997; MILLER et al., 1991; WRONSK]I,
DANN; HORNER, 1990).

As primeiras mudancgas na largura do osso cortical e na cavidade medular, do
fémur e da tibia, sdo notadas em periodos em torno de 90 e 120 dias apos a
ooforectomia, enquanto o tempo para atingir o estado estacionario de perdas é de
cerca de 180 dias. Alguns autores sugerem que a associacao entre ooforectomia e

imobilizacdo pode reduzir o tempo de perda Ossea significativa, principalmente

2 |dade aproximada para populacgdo de ratos saudaveis (FUKUDA; IIDA, 2004).
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cortical, quando comparada as técnicas isoladamente (CAVOLINA et al., 1997,
DANIELSEN; MOSEKILDE; SVENSTRUP, 1993; JEE; YAO, 2001; KE et al., 1993).

Existem varios métodos de avaliacdo da diminuicdo da massa 6ssea, que
podem ser invasivos ou nao invasivos. Dentre os métodos nao invasivos, pode-se citar
os marcadores bioquimicos, densitometria 6éssea, medidas de célcio, fésforo e
magnésio, no sangue e na urina. Nos meétodos invasivos sdo incluidos a
histomorfometria e a avaliacdo da forca mecanica (CAVOLINA et al., 1997; LELOVAS
et. al, 2008; LOEB, 1999).

Por meio da histomorfometria € possivel analisar a massa e arquitetura 6ssea,
sendo que a arquitetura pode ser avaliada com acuracia, independente da massa
Ossea, tal como indices de fragilidade Ossea. Podem ser mensurados area e
espessura de 0sso cortical e trabecular, cartilagem articular e placa epifisaria, nimero
de osteoblastos, osteoclastos, ostedcitos e osteoblastos ativos em relacdo ao
perimetro do o0sso, além da analise qualitativa, para verificacdo de alteracdes e
irregularidades nos tecidos (DALLE et al., 2005; LELOVAS et al., 2008).

A técnica de analise histologica € considerada de melhor eficacia quando
comparada as outras mencionadas anteriormente. Entretanto, apresenta algumas
limitagBes, como dificuldade de avaliar varias areas, em estruturas diferentes e ao
mesmo tempo. Normalmente é possivel analisar somente uma pequena area de
tecido, em um o0sso especifico, 0 que néo representa modificacbes ao longo do
esqueleto. Todavia, apresenta grande credibilidade quando a area de amostragem é
comparavel em todos os grupos (CAVOLINA et al., 1997; LELOVAS et al., 2008;
ROSEN et al., 1995).

Outro método invasivo e que avalia a resisténcia mecanica dos 0ssos é a
avaliacdo da forca mecanica. Esta pode ser realizada por meio de testes, como o de
trés pontos de flexdo, flexdo de quatro pontos, torcdo, compressdo e cantilever
(SOGAARD et al., 1994; YAO et al., 2005).

2.5 Imobilizacdo e Remobilizagdo por Exercicios

A imobilizac&o € um recurso terapéutico conservador muito utilizado em lesbes
do sistema musculoesquelético, que objetiva o repouso de um segmento corporal ou

de parte dele. E normalmente utilizada em pos-operatorios, fraturas, entorses e lesdes
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musculares, favorecendo diminuicdo do quadro algico, protecdo as estruturas
danificadas e contra alguns tipos de danos induzidos quimicamente nas cartilagens
articulares (BRANDT, 2003; PATRIDGE; DUTHIE, 1963; WILLIAMS; BRANDT, 1984).

Entretanto, a imobilidade e outros fatores como sedentarismo, fragueza
muscular e lesdo nervosa, afetam o tecido 6sseo e muscular, ocasionando diminui¢éo
do peso, prejuizos as propriedades, diminuicdo da amplitude de movimento articular
(ADM) e déficits funcionais, principalmente quando o musculo € mantido em
encurtamento (CAIERAO; TEODORI; MINAMOTO, 2007; CORNWALL, 1984;
SAKAKIMA, 2004; THOMASON; BIGGS; BOOTH, 1989; THOMASON; BOOTH, 1990;
WILLIAMS, 1988).

Devido a grande inviabilidade de realizar algumas andlises com humanos, a fim
de verificar os efeitos da imobilizacdo no sistema musculoesquelético, utiliza-se
modelos animais. Diversas técnicas cirirgicas e ndo-cirdrgicas tem sido adotadas,
como enfaixamento de membro; Orteses de gesso, resina acrilica e algodao;
suspensao pela cauda; fixacdo articular com pinos; resseccdo nervosa, tendinosa ou
da medula espinhal (BERDUD et al., 1998; DURIGAN et al., 2005; MOREY, 1979;
OKUMURA et al., 1988; STEINBERG; TRUETA, 1981; THOMPSON; RODAN, 1988;
ZENG et al., 1996).

Por meio dessas mimetizacbes € possivel observar alguns outros efeitos
deletérios da imobilizacdo, como: aumento da espessura da capsula articular;
degeneracdo de células sinoviais; diminuicdo da producdo de fluido sinovial e do
suprimento nutricional a cartilagem; perda e reducdo da sintese de proteoglicanos da
matriz cartilaginosa; irregularidade da superficie articular; proliferacdo de tecido
conjuntivo intra-articular; necrose e ulceracdo da cartilagem; reducdo da massa e
volume totais da cartilagem; diminuicdo da forca e da area de seccéo transversa do
musculo (BRANDT, 2003; CHRISTENSEN et al.,, 2008a; CHRISTENSEN et al.,
2008b; CULAV et al., 1999; DEL CARLO et al., 2007; KANEPS; STOVER; LANER,
1997; LANTZ, 1998; LEROUX et al., 2001; NARMONEVA et al., 2002; THAXTER et
al., 1965).

Em um estudo de Maeda et al. (1993) foi verificado perda significativa de 0sso
esponjoso em ratos submetidos a seis semanas de imobilizacdo. E na pesquisa de
Leroux et al. (2001) foi observado que as propriedades mecéanicas da cartilagem
sofreram alteragGes apos quatro semanas de imobilizagéo.

A cartilagem possui uma capacidade limitada de reparacdo apés uma lesao
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intrinseca e os danos causados ndo sdo reparados de forma espontanea (BOS;
MELLE; OSCH, 2010). Estes danos podem ocorrer devido proliferacdo dos tecidos
sinovial e conjuntivo; aderéncia da superficie articular; alterac6es do osso subcondral;
irregularidade nas camadas celulares; aumento do niumero de células inflamatorias;
diminuicdo do numero de condrdcitos; perda de macromoléculas estruturais da matriz
e diminuicdo da absorcao de impacto na articulagdo (ANDO et al., 2011; ARAKAKI et
al., 2011; BRANDT, 2003; CHRISTENSEN et al., 2008a; CHRISTENSEN et al.,
2008b; CULAV et al., 1999; HAGIWARA et al., 2011; IQBAL, 2012; IQBAL; KHAN;
MINHAS, 2012; KANEPS; STOVER; LANER, 1997; LANTZ, 1998; LEROUX et al.,
2001; NARMONEVA et al., 2002; THAXTER et al., 1965). Mesmo com intervencdes
terapéuticas aplicadas corretamente, nem sempre havera reversibilidade completa
dos danos causados (BARBOSA et al, 2011; TREBACZ; ZDUNEK, 2006;
VANWANSEELE; LUCCHINETTI; STUSSI, 2002).

Ando et al. (2011) observaram que a hipotrofia muscular foi reversivel durante
remobilizacdo, mas a perda e hipertrofia de condrocitos na superficie articular,
ocasionados pela tensdo mecanica da imobilizacao rigida, foram irreversiveis. Assim,
concluiram que até mesmo uma imobiliza¢&o rigida de curto prazo pode causar danos
irreversiveis a cartilagem articular.

A recuperacéo vai depender do tipo de imobilizacao, idade, segmento corporal
envolvido, espécie animal, tipo e intensidade do exercicio preconizado na
remobilizacdo (CHRISTENSEN et al., 2008a; CHRISTENSEN et al., 2008b; KANEPS;
STOVER; LANER, 1997). Existem diversos estudos realizados com diferentes
modelos de imobilizacdo e remobilizacdo, contudo ndo ha um consenso sobre quais
técnicas ou procedimentos mais eficazes em proporcionar reversibilidade completa
das lesBes impostas por um dispositivo imobilizatério, para restaurar os prejuizos
fisico funcionais e histolégicos.

Para Barbosa et al. (2011), o exercicio fisico é a intervencgéo terapéutica que
mais tem sido estudada para evitar lesbes, como para recuperar componentes 0sseos
e musculares em periodos de remobilizagcdo. Por meio do movimento articular,
consegue-se promover mudancgas fisicas, bioquimicas e histolégicas, favorecendo o
retorno a sintese de macromoléculas e proporcionando reversibilidade das lesdes
causadas na cartilagem (BRANDT, 2003; CULAV et al., 1999; LANTZ, 1998; LEROUX
et al., 2001; NARMONEVA et al., 2002; THAXTER et al., 1965).

Contudo, os beneficios do exercicio fisico sobre o esqueleto dependem da
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intensidade; idade e tipo de 0sso, se é cortical ou trabecular; regido 6ssea, sendo
diafise, metafise ou epifise; e época de realizacdo, antes ou apds inducdo da
osteoporose, no caso de estudos experimentais (HOU et al., 1990; OCARINO et al.,
2009).

Sao grandes as possibilidades de reversdo das alteracbes advindas da
imobilizacéo, tendo em vista que ndo ha deterioracdo da rede de colageno, apesar da
diminuicao significativa de proteoglicanos. Durante a remobilizacdo, com a descarga
de peso sobre a articulacdo, ocorre a secrecéo de proteoglicanos na matriz celular, o
gue viabiliza a restauragéo da estrutura da cartilagem (BRANDT, 2003).

Diversos autores estudaram a acao terapéutica de variados recursos ou
técnicas de remobilizacdo em modelos animais. Pode-se citar o uso de ultrassom
terapéutico associado ao alongamento muscular (ARTIFON et al., 2012), alongamento
muscular (PORTINHO; BOIN; BERTOLINI, 2008; RENNER et al. 2013), remobilizacao
livre (BARBOSA et al., 2011; DEL CARLO et al., 2007; JU et al., 2008; PORTINHO;
BOIN; BERTOLINI, 2008), natacao (DEL CARLO et al., 2007), salto (JU et al., 2008)
e corrida em esteira (BARBOSA et al., 2011; MATHEY et al., 2002; OCARINO et al.,
2009; VAN DER WIEL et al., 1995).

Apesar de alguns autores detectarem diminuicdo no numero de ostedcitos,
mesmo apos a remobilizacdo (PORTINHO; BOIN; BERTOLINI, 2008) e recuperagao
semelhante com a atividade livre (BARBOSA et al., 2011; KUNZ et al., 2014), grande
parte deles verificaram que as demais técnicas de remobilizacdo foram mais eficazes
para a recuperacdo e restauracdo dos tecidos danificados. Puderam observar
recuperacdo do comprimento muscular e no aumento de sarcbmeros em série
(ARTIFON et al., 2012); melhoras na marcha, na cartilagem, osso subcondral, de
condi¢cBes biomecanicas e da capsula articular (DEL CARLO et al., 2007); restauracéo
da integridade arquitetural das trabéculas (JU et al., 2008); aumento da massa 6ssea
(JU et al., 2008; MATHEY et al., 2002; OCARINO et al., 2009; VAN DER WIEL et al.,
1995) e da densidade mineral 6ssea (MATHEY et al., 2002; OCARINO et al., 2009;
VAN DER WIEL et al., 1995).

Em especial, destaca-se o trabalho de Renner et al. (2013) que evidenciou que
a remobilizacdo por meio de alongamento muscular diario € prejudicial a cartilagem
articular, mas quando aplicado em dias alternados preserva os componentes da
mesma. Christensen et al. (2008b) salientam que as atividades diarias comuns nao

sao suficientes para restaurar a forca muscular apds duas semanas de imobilizacdo e
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acrescentam que o treinamento de forca deve ser enfatizado na reabilitacdo, mesmo
depois de curto periodo de imobilizacéo.

Em estudo realizado com ratas osteopénicas, foi demonstrado que o exercicio
fisico € capaz de estimular o tecido muscular e 6sseo, favorecendo a producdo de
massa 6ssea (RENNO et al., 2007). Menkes et al. (1993) reforcam que o exercicio
fisico estimula o remodelamento 6sseo, promovendo também o aumento da forga do
0SS0.

Os exercicios resistidos tem se mostrado de grande importancia para
manutencdo da massa 6ssea em mulheres na pré-menopausa, com beneficios
estendidos até a pds-menopausa (LAYNE; NELSON, 1999). Em um estudo realizado
com idosos, foi verificado que a realizacdo de alongamento com resisténcia
proporcionou melhora na ADM quando comparado aos que realizaram alongamento
sem carga (SWANK et al., 2003).

Nelson et al. (1994) realizaram um estudo com mulheres em idade de 50 e 70
anos, submetidas a um programa de exercicios resistidos. Apdés 52 semanas,
observaram aumento na DMO do colo do fémur e da vértebra lombar, enquanto o
grupo controle apresentou decréscimo.

Estudos realizados com ratos submetidos a supensao pela cauda por 21 dias
e exercicio em escada pelo mesmo periodo, realizando oito séries, com peso
equivalente a 80% de sua forca maxima, cinco vezes na semana, verificaram que esse
tipo de exercicio resistido foi capaz de restaurar os valores de DMO e rigidez 6ssea
(OLIVEIRA et al., 2013a; OLIVEIRA et al., 2013b).

Cassilhas et al. (2013), em estudo realizado com ratos, acrescentam que 0
exercicio em escada promove hipertrofia dos musculos gastrocnémio, flexor longo dos
dedos e plantar, o que pode ajudar na protecéo articular do tornozelo. Nascimento et
al. (2013) evidenciaram que esse exercicio de escalada também promove hipertrofia
do musculo triceps braquial em ratos, atingindo assim, com resultados positivos,
inclusive musculos dos membros anteriores.

Diversos beneficios dessa modalidade de exercicio tém sido evidenciados em
humanos, como aumento de fibras musculares tipo Il, VO2 méaximo, melhora na
performance de atletas, qualidade de vida, em tratamento de doencas e disfuncdes
osteomioarticulares, cardiovasculares, pneumondlogicas, enddcrinas, metabdlicas e
HIV (BOGDANIS et al., 2011; CHURCH, 2011; LINCOLN et al., 2011; SOUZA et al.,
2011; VICENT; VICENT, 2006).
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ABSTRACT

Objectives: To analyze the effects of ladder climbing exercise on rats bone histomorphometry induced
osteoporaosis and subjected to immobilization. Methods: 36 female Wistar rats were separated into six groups: G1,
G2 and G3 subjected to pseudo-oophorectomy; and G4, G5 and G6 to oophorectomy. After 60 days rest, G2, G3,
G5 and G6 had immobilized the right hind limb for 15 days, followed by remobilization for the same period, being
free in the box to G2 and G5, and ladder climbing exercise to G3 and G6. At the end of the experiment, the rats
were euthanized, their tibias removed bilaterally and submitted to histological routine. Results: There was a
significant decrease in cortical bone (area and thickness) and osteocytes numbers, and increased medullary canal,
in immobilized limbs of ovariectomized rats. However, the exercise of climbing a ladder was able to reverse these
losses due to oophorectomy associated with immobilization. There was also a significant decrease in the area and
trabecular thickness in members subjected to immobilization, being reversed with the free remobilization and in
ladder. Conclusions: the ladder climbing exercise was effective in the recovery process of bone tissue damaged
by immobilization on osteoporosis model by ovariectomy in rats.

Keywords: ovariectomy; remobilization; climb stairs; kinesiotherapy; physiotherapy.

Mini-Abstract

This study analyzed the effects of ladder climbing exercise on rats bone histomorphometry subjected to post-
menopausal osteoporosis model and immobilization. It was found that such exercise promotes osteocytes and
cortical bone recovery, which have been lost due to ovariectomy and immobilization.
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INTRODUCTION

Menopause is characterized by last menstrual period and may occur spontaneously at about 51 years of
age or by surgical induction in cases of oophorectomy and hysterectomy?. This alteration in the female body causes
a slow and gradual decrease in estrogen and progesterone hormones, predisposing the onset and aggravation of
some disorders and diseases such as osteoporosis. Consequently, this metabolic bone disease causes deterioration
of the tissue microarchitecture and decrease of bone mass, leading to bone fragility and predisposing to fractures
risk, even for minor traumas®-3. Around a third of postmenopausal women are affected by osteoporosis, with higher
prevalence between 65 and 75 years of age and it may reach 70% in women over 80 years old. It is related to high
rates of morbimortality, mainly due to fractures caused by bone fragility>4~. In the United States, from the total
fractures treatment expenditure, about 50-67% are specifically of osteoporotic fractures, which increases the health
care costs®.

The studies involving the effects of immobilization in osteoporotic bones, especially when it comes to
women's life situation, such as postmenopausal are still few. Immobilization is a conservative therapeutic resource
used in post-operative, post-fractures, sprains and muscle injuries, in order to maintain a body segment at rest;
aims to reduce the pain symptoms, protect the affected musculoskeletal structures and prevent chemically induced
damage to articular cartilages®. However, the immobility affects negatively the muscle, bone and cartilaginous
tissues, causing mass and joint range of motion decreasing, besides functional deficits'®*2, In addition to these
effects, is still observed decrease in strength and in the cross sectional area of the muscle; loss and reduction of the
synthesis of proteoglycans of the cartilage matrix; necrosis and ulceration of cartilage; mass reduction and total
cartilage volume; significant loss of cortical and cancellous bone®3-%°,

Several studies emphasize that remobilization exercise has been shown to be effective in the recovery of
patients and animals that were subjected to a body segment immobilization, promoting muscle hypertrophy,
improving and maintaining bone mass?®2%, Kemmler et al.* reinforces that even a single session of exercise can
positively influence the hormones that affect bone metabolism, improving the remodeling process. However, up
to the present, were not found in literature studies about morphological changes that the exercise of stair climbing
can cause on the bone tissue of animals, osteoporotic females due to hormonal deprivation, in mimetization of
postmenopausal period. Thus, in order to increase the life expectancy of the population, with consequent increase
in the arising of chronic diseases, osteoporosis as a major public health problem nowadays, the disabilities and
deleterious effects on tissues resulting from a restraint, and also from the need of making scientific evidence
therapeutic resources used in clinical practice justify this study, which aimed to analyze the effects of ladder
climbing exercise on bone histomorphometry in female rats induced to osteoporosis and submitted to

immobilization.

METHODS
Experimental Groups
It were used 36 adult female Wistar rats, (10 + 2 weeks), nulliparous, with a mean weight of 317.2 £ 22.1
g, kept in polypropylene cages, with free access to water and food, photoperiod light/dark of 12 hours, controlled

room temperature (25 £ 1° C). The study was conducted according to the international ethical standards of animal
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experimentation and was approved by the Ethics Committee on Animal Experimentation of the State University

of West of Parana (Unioeste), under the number 4112.

The rats were divided randomly into six groups:

e G1 (n=6): submitted to simulated oophorectomy surgery (pseudo-oophaorectomy) and remained 60 days
without intervention;

e G2 (n=6): submitted to pseudo-oophorectomy and remained 60 days without intervention. After that, an
immobilization of the right hind limb was performed (RHL) for two weeks. Posterorly, they remained in
free remobilization for the same period, being just put in contact with a ladder, in the last 10 centimeters
(cm);

e G3 (n=6): submitted to pseudo-oophorectomy and remained 60 days without intervention. After that, an
immobilization of the RHL was performed for two weeks and subsequently subjected to the exercise of
stairs climbing for 10 days, with an interval of two days after the fifth session;

e G4 (n=6): bilateral oophorectomy surgery and remained 60 days without intervention;

e G5 (n=6): bilateral oophorectomy and remained 60 days without intervention. After that, it was performed
immobilization and remobilization similar to G2;

e G6 (n=6): bilateral oophorectomy and remained 60 days without intervention. After that, it was performed

immobilization procedure and remobilization similar to G3.

Pseudo and Oophorectomy Protocol

To carry out oophorectomy, pseudo-oophorectomy, immobilization and euthanasia, the rats were weighed
and subjected to a protocol of anesthesia, which consisted of intraperitoneal injection of xylazine (12 mg/kg) and
ketamine (80 mg/kg). To do the oophorectomy a trichotomy and antisepsis with iodine alcohol was performed in
the region of the lower abdomen, followed by a longitudinal incision with a scalpel blade n® 11. After accessing
the peritoneal cavity, the adipose tissue was removed until the oviduct and ovaries could be identified. Then, a
suture with simple wire catgut 4.0 was done on the area of the uterine horns, promoting ovarian resection
bilaterally. At the end of the procedure, internal sutures with resorbable simple wire catgut 4.0, and external with
nylon 4.0 were performed. The pseudo-oophorectomy consisted of all surgical steps similar to ovariectomy, except
for the ovaries removal. Subsequent to surgery, the rats remained for 60 days without any intervention, free in the

cage®.

Immobilization Protocol

Prior to immobilization, the anesthetic procedure was performed, and then the RHL, from the hip to the
ankle, wrapped in a tubular mesh with cotton bandages. Then the static orthosis was shaped, of approximately 50
grams, using quick drying plaster bandages, with the RHL in full extension of the knee and ankle in maximum
plantar flexion, in rats of G2, G3, G5 and G6 as model proposed by Booth and Kelso?, being reconfigured to only

one of the members according to a study by Matheus et al.?’.

Ladder Climbing Protocol



54

After immobilization removal, the rats of G3 and G6 were submitted to the exercise of ladder climbing,
with 10 repetitions per day in the first week (five days) and 20 repetitions per day in the second week (five days),
with an interval of one minute between the climbs and two days between the weeks. The rats of G2 and G5
performed remobilization free of the cage, being placed in contact with a ladder at 10 cm from the end of it, only
once, in the same period in which the exercise was performed on the ladder to G3 and G6. The equipment used to
perform the exercise consisted of a ladder with 67 steps, spaced 1.5 cm between the steps of the grid, 20.5 cm
wide, 118 cm height and 80° inclination angle. At the upper area there was a 28.5 cm long, 18.5 cm high and 15
cm wide darkroom, used for the rats to rest between the climbing sets, as well as to make them feel attracted to a

shelter and encouraged to perform the exercise?%.22:2829,

Histomorphometric Analysis

At the end of the experiment, all the rats were weighed and underwent anesthetic protocol being
subsequently euthanized by decapitation in guillotine. After these procedures, the right and left tibia (left hind limb
— LHL) were dissected and placed in flasks containing formalin at 10%. Then, after the fixation, the tibiae were
washed with distilled water and immersed in trichloroacetic acid (TCA) at 5%, during five days, for decalsification.
The next steps were dehydration, diafanization, measurement of the parts in its length with the help of a digital
pachymeter to perform in the medial region of the bone a cut in the transversal plane.

In the proximal part, a cut in the frontal plane was performed, being reserved the anterior portions. After
that, the bone pieces were impregnated and embedded in paraffin, being arranged in the blocks for subsequent
microtomization as follows: the proximal portion, in frontal cut; and the distal portion, with transversal cut,
positioned with the upper region for visualization. Cuts of 7 um were performed in microtome, and confectioned
blades with hematoxylin and eosin (HE) and photomicrographed with Olympus DP71® microscope.

The photomicrographs were submitted to analysis using the Image-Pro Plus 6.0® program, in the transversal plane
performed with magnification of 40 times, for measurements of medullary canal area and cortical bone area, being
the cortical thickness measured at three points (M1, M2 and M3)% (Figure 1A); and magnification 400 times for
counting the osteocytes, measured in three regions (between the points M1 and M2, M1 and M3, and M2 and M3)
by means of a rectangle of 200 um base by 100 um height, overlaid on the image. There were excluded from the
count, the cells that were in contact with the upper edge and right side (Figure 1B). In the frontal plane,
photomicrographs were taken in three regions, designated P1, P2, and P3, which correspond respectively to the
lateral, intermediate and medial portions of the proximal region of the tibia, with a magnification of 40 times to
measure the length (vertical tracing) and area (circular tracing) trabecular bone (region between epiphyseal plate

the and upper articular cartilage)®*? (Figure 1C). After collecting the data, the means were made and the statistical

analyzes were performed.
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Figure 4: Photomicrographs with statements of histomorphometric analyzes performed on the ovariectomized rat right tibia subjected to
immobilization and remobilization ladder. In A, measuring the thickness of cortical bone in three points (M1, M2 and M3) and medullary canal
area, cross-section and 40X magnification; B overlaid base of 200 um by 100 um high for counting osteocytes in the area between the points
M1 and M2, 400X magnification (obs .: rectangle asterisks exclusion demarcate the edges (top and right side)); and C, measurement of area
(circular route) and thickness (vertical layout) of trabecular bone (upper region of the plate and articular cartilage) in medial (P3), 40X
magnification. HE staining.

Statistical Analysis

The survey data were evaluated by comparing the results obtained on the left hind limb (control) and right
(immobilized), between the rats of the same group and between the experimental groups. For this, the BioEstat
5.0® program was used, with values presented as mean and standard deviation. The Student t paired test was applied
for comparison between the right and left side, within the same group, and one-way ANOVA with Bonferroni post

hoc test, for comparison between experimental groups. The level of significance was p < 0.05.

RESULTS

Cortical Bone Area and Thickness

In the comparison between rats of the same group, it could be noted a significant decrease in cortical
bone of the RHL regarding the LHL in G5, as evidenced by data from both the area (p=0.0178) and thickness
(p=0.0024). The other groups (G1, G2, G3, G4 and G6) showed no significant differences between their hind limbs
so that remobilization (G6) was able to reverse the loss of cortical bone in the immobilized limb when compared
to the contralateral non-immobilized (Table 1).

When the comparison was made between the groups, with mean values of RHL, it was observed a
significant increase in G6 compared to G1, G4 and G5 (F (5, 29)=6.24; p=0.0007), to area, but also to G4 and G5
(F(5; 29)=4.11, p=0.0062), for thickness. Thus, it is evident that the exercise was able to reverse the cortical bone
loss caused by ovariectomy and immobilization, with values that exceed even those found in rats only pseudo-
oophorectomized (G1). It is noteworthy that the free remobilization was not able to recover the loss of cortical
bone in the limb of ovariectomized rats (Table 1).

In the LHL analysis between groups, there was a significant decrease in area of G4 in relation to G2
and G6 (F(5, 29)=4.71, p=0.0031), and in thickness of G4 in relation to the other groups (F(5; 29)=8.30, p=0.0001).
This finding shows that ovariectomy was able to promote cortical bone loss and that both, free remobilization, and
in ladder were able to recover from this loss (Table 1).

Table 1: Area and cortical thickness data, comparing the rats distributed between the study groups (G1 - G6), right
(RHL - target) and left hind limbs (LHL - control)

Cortical Area (Um?)

Note.: values elevated to the 6th Power

Groups RHL LHL
(mean =+ sd) (mean * sd)
G1 4,20 + 5,47 (a) 4,90 + 8,91 (cd)
G2 4,65 + 11,71 (ab) 4,78 +9,97 (c)

G3 5,60 + 18,36 (ab) 5,80 + 12,58 (cd)
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G4 3,80+ 6,78 (a) 3,73+ 4,77 (d)
G5* 4,00 + 5,57 () 5,40 + 7,91 (cd)
G6 6,66 + 9,22 (b) 6,22 + 12,32 (c)
Cortical Thickness (um)
Groups RHL LHL
(mean % sd) (mean % sd)
Gl 600,38 + 64,44 (ab) 661,46 + 122,49 (c)
G2 617,68 + 69,30 (ab) 690,43 + 89,07 (c)
G3 683,07 + 69,83 (ab) 702,05 + 39,53 (c)
G4 394,68 + 35,83 (a) 427,55 + 103,78 (d)
G5* 374,96 + 28,40 (a) 624,19 + 90,31 (c)
G6 646,12 + 112,36 (b) 711,63 + 78,82 (c)

Obs.: same letters mean similarities, and the different letters mean significant differences between the experimental groups to the same side. *

Significant difference between the sides of the same group.

Medullary Canal Area

As to the medullar canal area, G5 rats showed a significant increase of RHL in relation to LHL
(p=0.0384), also for the G5 RHL showed higher values than G1, G3, G4 and G6 (F(5, 29)=4.42, p=0.0043). In
LHL there was no significant difference between the groups, ie, the area of the medullary canal was maintained

even after the interventions (Table 2).

Thus, it was found that oophorectomy associated with immobilization and free remobilization (G5),
produced a significant increase in the medullary canal area of the immobilized limb, when compared to the RHL
from the other groups and that the ladder climbing exercise was able to reverse this increase. This was evident in
G3 and G6, which had similar means between themselves and to the non-immobilized groups (G1 and G4) (Table
2).

Table 2: Data of the medullary canal area, comparing the rats distributed between the study groups (G1 - G6),
right (RHL - target) and left hind limbs (LHL - control)

Medullary Canal Area (um?)

Note.: values elevated to the 6th Power

Groups RHL LHL
(mean % sd) (mean % sd)
G1 1,90 + 2,53 (a) 2,13+ 4,89 (c)
G2 2,48 £ 6,61 (ab) 2,00 + 4,29 (c)
G3 1,77 £ 4,32 (a) 2,08 +7,57 (c)
G4 2,00+5,21 (a) 2,25+ 4,93 (c)
G5* 3,42 +1,07 (b) 2,22 + 3,34 (c)
G6 2,00 + 8,74 (a) 2,40 £5,73 (c)

Obs.: same letters mean similarities, and the different letters mean significant differences between the experimental groups to the same side. *
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Significant difference between the sides of the same group.

Osteocytes Number

Regarding the osteocytes number, it was observed a statistically significant difference between RHL and
LHL of G5 (p<0.0001), revealing that the free remobilization is not able to reverse the cell loss caused by
immobilization in ovariectomized rats. However, as there was no difference between the hind limbs of rats
belonging to the G6; it is believed that the exercise was able to reverse this loss (Table 3).

In the comparison between the groups, it was observed lower values only in RHL at G5 comparing to the
other groups (F(5, 29)=14.55; p=<0.0001). Thus, immobilization with free remobilization caused severe loss of
osteocytes in ovariectomized rats and the ladder climbing exercise proved to be effective in recovering the number
of osteocytes (Table 3).

Table 3: Data of osteocytes number, comparing the rats distributed between the study groups (G1 - G6), right
(RHL - target) and left hind limbs (LHL - control)

Osteocytes Number (un)

Groups RHL LHL
(mean % sd) (mean % sd)
Gl 22,67 £ 5,32 (a) 20,06 + 3,32 (c)
G2 18,83 £ 3,48 (a) 23,33+ 6,36 (C)
G3 20,44 + 1,76 (a) 21,33 +4,73 (c)
G4 20,33 + 1,63 (a) 19,67 + 1,71 (c)
G5* 10,07 + 0,83 (b) 20,07 1,93 (c)
G6 23,94 +1,97 (a) 24,94 + 2,89 (c)

Obs.: same letters mean similarities, and the different letters mean significant differences between the experimental groups to the same side. *

Significant difference between the sides of the same group.

Trabecular Area and Thickness

In the trabecular bone area and thickness analysis of the same group rats, there was no significant
difference between RHL and LHL. In the intergroup analysis there were significant differences in comparison of
G1 LHL with G6 (F(5, 29)=2.99; p=0.0265) for the area and thickness, and G1 to G2 and G3, only for thickness
(F(5; 29)=5.39, p=0.0015) (Table 4).

Table 4: Data referring to the trabecular bone area and thickness, comparing the rats distributed between the study
groups (G1 - G6), right (target) and left hind limbs (control)

Trabecular Area (um?)
Note.: values elevated to the 6th power
Groups RHL LHL
(mean + sd) (mean = sd)
Gl 2,67 %922 (a) 2,15+ 6,74 (b)
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G2 3,55+ 7,73 (a) 3,55+ 5,56 (b)
G3 3,34 +£5,07 (a) 3,45+ 7,85 (b)
G4 3,52+ 1,24 (a) 3,84+ 1,02 (b)
G5 3,03+8,43 (a) 3,02 £ 3,72 (b)
G6 3,70 + 6,83 (a) 4,69 + 2,40 (c)
Trabecular Thickness (um)
Groups RHL LHL
(mean % sd) (mean % sd)

Gl 1587,6 + 255,82 (a) 1353,87 + 118,44 (b)
G2 1774,83 + 215,35 (a) 1795,06 + 81,48 (c)
G3 1927 + 156,10 (a) 1928,89 + 257,36 (c)
G4 1655,11 + 175,77 (a) 1716,03 + 206,04 (bc)
G5 1728,07 £ 227,24 (a) 1645,6 + 232,20 (bc)
G6 1880,72 + 307,6 (a) 19285 + 354,04 (c)

Obs.: same letters mean similarities, and the different letters mean significant differences between the experimental groups to the same side.

DISCUSSION

According to the results, it was observed a significant loss of cortical bone and the osteocytes humber in
immobilized limbs in ovariectomized rats subjected to the free remobilization, which was reversed by
remobilization climbing ladder exercise. It was also observed that the osteoporotic rats, not immobilized, had
significant loss of cortical bone, however, there was reversibility with the free remobilization and ladder climbing
exercise. It was also observed an increase in trabecular bone in the not immobilized limbs of rats submitted to
exercise ladder. Thus, the results obtained are consistent and affirm the hypothesis of this study that the ladder
climbing exercise is effective in reduction or reversibility of bone loss caused by osteoporosis and immobilization.

In the present study, it was opted for the use of ovariectomized rats that mimetize some osteoporotic
features found in postmenopausal women and for immobilization in plaster static orthoses, using the
histomorphometry method for evaluation. These were chosen for been effective, and for best representing the daily
clinic routine and with lower operational costs. There are several experimental models for inducing osteoporosis,
either by hormonal interventions (surgical or pharmacological), dietary, genetic alterations, or immobilization
(conservative or surgical)®®3, The oophorectomy consists on the removal of the ovaries, the main source of
estrogens, thus inducing the restriction of this hormone circulating in the body. After surgery already begins the
process of bone remodeling, with reabsorption exceeding neoformation, causing bone loss?*%,

In the evaluation by means of histomorphometry is possible to analyze bone mass and architecture with
accuracy as well as indexes of bone fragility, number of osteoblasts, osteoclasts, osteocytes and active osteoblasts
in relation to the bone perimeter. Some authors have emphasized that the histological analysis technique is
considered to be more effective, however it shows some limitations, such as difficulty in assessing various areas
in different structures and at the same time. It is usually possible to analyze only a small area of the tissue, at a
particular bone, which does not represent changes throughout the skeleton. However, it presents a great reliability
when the sampling area is comparable in all groups®>%, Thus, it was opted for the bone histomorphometry in the

proximal and medial region of the tibia, this bone was chosen due to its anatomical and biomechanical importance.
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In some studies on oophorectomy significant bone losses were observed after 14, 72 and 74 days at the
proximal tibia metaphysis, after 60 and 73 days in the lumbar vertebral body and after 30 days in the femoral
neck3®33, Other authors report that the first changes in the width of the cortical bone and the medullar cavity of the
femur and tibia, are noted in periods around 90 and 120 days after ovariectomy3*-2¢. In the present study, was
observed significant bone loss at 60 days after ovariectomy and 90 days after the association of oophorectomy,
immobilization and free remobilization in the proximal region (trabecular) and tibia medial (cortical). However,
the loss was more pronounced in 90-day period in the oophorectomized group, immobilized and free
remobilization, and may be associated with longer duration of hormone estrogen deprivation, but also by
association with immobilization, as it accentuated the decrease in bone mass.

Strong evidences show that the combination of oophorectomy and immobilization can reduce the time
of significant bone loss, especially the cortical, when compared to the techniques isolated3%342%, In view of the
findings of this study, such association may also accentuate the effects of the significant loss of bone mass. These
findings corroborate with previous studies showing the accuracy of measurements taken in the medial inferior
areas of the cortical axis, which are very reliable, because most bone losses occur in this location3°33%7

The reduction in bone mass was clearly demonstrated in this study, because it is well seen in the cortical
bone by the enlargement of the medullar cavity. This occurs due to the increasing in endosteal reabsorption and
periosteal bone apposition®*337, With area measurements and cortical thickness as well as the medullar canal area,
only G5 RHL showed significant decrease compared to the LHL, which may be related to the effects of estrogen
hormone deprivation associated with immobilisation of the RHL. The free remobilization was not effective to
recover this loss, as in G2, G3 and G6 there was no difference. Thus, it is believed that both the free exercise and
in stairs were effective to recover the bone loss associated with immobilisation in the pseudo-ovariectomized
groups (G2 and G3) and that only the ladder exercise was effective in this reversibility in immobilized osteoporotic
rats.

In intergroup comparison to the RHL, it was found that the exercise on ladder was effective in the recovery
of cortical bone loss caused by ovariectomy alone or in combination with immobilization and free remobilization.
It was also found that G6 was significantly higher than G1 regarding the cortical area, ie, showing that the exercise
on ladder produces increasing in the upper bone mass even when compared with animals that did not undergo
significant interventions, only the surgical procedure stress without removal of the ovaries.

In intergroup comparison for LHL, there was a significant decrease in cortical bone area and cortical bone
thickness of G4 compared to G2 and G6. Regarding G2 can be linked to the fact that there was an overload on the
LHL in relation to the immobilized limb (RHL), leading to a growth of cortical bone in higher values than those
from the group which was subjected only to hormone deprivation (G4) with significant loss of cortical bone.
However, in G6, it is evident the outcomes of therapeutic intervention, ie, that the ladder exercise was a clinical
resource very well employed in remobilization for the recovery of bone loss caused due to hormonal estrogen
deprivation and immobilization. As there was no difference compared to G5, it is believed that osteoporosis may
have been determinative in the reduction of bone mass, as in G4, as well as in the free activity in the box was not
enough to reverse the decrease in cortical bone mass in osteoporotic rats.

Regarding the trabecular bone, there was a significant LHL loss of G1 compared to G2, G3 and G6. This
may be related to overload exerted on LHL due to immobilization of RHL associated with the effectiveness of

exercise of climbing stairs, in ovariectomized and pseudo-oophorectomized rats being even able to promote an



60

increase in this type of tissue. For rats not subjected to hormone deprivation, even the free exercises associated to
the overload in LHL were able to promote growth of the trabecular bone. It was not observed diminution in
consequence of ovariectomy and immobilization, which may be related to post-surgical period and immobilization.
Maeda et al.*8 found a significant loss of cancellous bone in rats subjected to six weeks of immobilization.

Even with therapeutic interventions applied correctly, the complete reversibility of the damage caused
by immobilization will not always occur®®°. Nevertheless, the exercise has been a therapeutic resource widely
used for both the treatment of osteoporosis and in remobilization periods. However, the benefits of physical
exercise on the skeleton depend on the intensity and bone characteristics, such as age, type and region involved“4,
In this study it was found that both the free exercise and the stairs climbing were effective in recovering the bone
loss in rats that have undergone hormonal deprivation, through the protocol used. However, when these
ovariectomized rats underwent immobilization, it was found that the free exercise was not able to recover bone
loss, unlike the ladder exercise.

Several authors studied the therapeutic action of various resources and remobilization techniques in
animal models, such as muscle stretching®?, free remobilization'>?%4?, swimming'®, jump® and treadmill
running*®*3, It were found improvements in gait, cartilage conditions, subchondral bone, biomechanical and
articular capsule’®; restoration of the trabecular architectural integrity?!; increase in bone mass and mineral
density?>4%43: decrease in the number of osteocytes, even after remobilization*?. This study verified that the
osteocytes number of immobilized limbs was reestablished in both free remobilization and climbing stairs, in
pseudo-ovariectomized rats. In osteoporotic rats, only the exercise of stairs climbing was able to recover the
number of osteocytes, with values that even resemble the groups not exposed to hormone deprivation.

Study performed with rats subjected to tail suspension for 21 days and climbing stairs exercise for the
same period, doing eight sets, with overload equivalent to 80% of their maximum strength, five times a week,
observed that this type of exercise was able to restore the BMD and bone stiffness values*. In this study, the
exercise of climbing stairs was held without load. Nevertheless, the protocol used for this endurance exercise was
effective in the recovery of bone mass and cell losses due to ovariectomy and immobilisation verified by the
histomorphometry method. Cassilhas et al.?® add that the ladder exercise promotes hypertrophy of the
gastrocnemius muscle, the flexor digitorum longus and plantaris, which can help on the protection of the ankle
joint and the bone matrix. Nascimento et al.?? showed that this climbing exercise also promotes hypertrophy of the
brachial triceps muscle, ie, achieving, with positive results with inferences even for the forelimbs.

Thus, it is apparent that the stair climbing exercise promotes the adaptation of muscle tissue, cartilage and
bone, with an improvement in BMD, bone stiffness, hypertrophy of gastrocnemius muscles, flexor digitorum
longus, plant and triceps proprioceptive stimulation and resistance, thus proving to be an important and effective
kinesiotherapeutic feature, mainly because of its global action throughout the body, not only in a focus or
member?®2248_ |t is believed that exercise stimulates ladder climbing action osteoprotegerin, neutralizing the
effects of osteoclastic bone resorption by the interaction of receptor activator kB ligand (RANKL) and receptor
activator kB (RANK) due to hypoestrogenism. This possibly leads to an increased formation of vitamin D and
serum calcium uptake in the bone matrix, providing increased mass and bone strength, which was evidenced by
area and cortical thickness, and number of osteocytes, in the groups submitted to exercise climb staircase*.

Thus, it might be noted that the ladder climbing exercise appears to be a good resource for clinical

practice, taking in account many benefits that it provides to the treatment of osteoporosis in periods of
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remobilization and the combination of both situations. This causes it to expand the clinical reasoning of
professionals and to increase the possibilities of therapeutic methods to be applied with greater accuracy and
resolution in the proposed treatments. One limitation of the present study was the absence of a control group
subjected only to immobilization, without remobilization and hormonal intervention. It is reiterated regarding the
difficulty of other comparisons with the exercise protocol used, using times, series and different intensities.
However, following the 3Rs ethical rule (replacement, reduction and refinement) for the use of animals in research,
it was opted to follow this model due to the number of rats to be used.

In resume, upon the climbing stairs exercise protocol used in this study and with its limitations, it is
concluded that this therapeutic approach was effective in the recovery of bone loss in rats subjected to a post-
menopausal osteoporosis experimental model and immobilization, with recovery of thickness, and cortical and
trabecular area, as well as the number of osteocytes. It is emphasized that future studies could be conducted with
greater times of hormonal deprivation and immobilization, implementing other exercise protocols, in association
with other therapeutic resources, as well as evaluating the effects on other systems and potential impact on

functional activities.
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RESUMO

Objetivo: Analisar os efeitos do exercicio fisico sobre a histomorfometria cartilaginosa
de ratas induzidas a osteoporose e submetidas a imobilizagcdo. Métodos: Foram
utilizadas 36 ratas Wistar separadas em seis grupos: G1, G2 e G3 submetidas a
pseudo-ooforectomia; e G4, G5 e G6 a ooforectomia. Apds 60 dias em repouso, G2,
G3, G5 e G6 tiveram o0 membro posterior direito imobilizado por 15 dias, seguido pelo
mesmo periodo em remobilizagdo, sendo livres na caixa para G2 e G5, e de subida
em escada para G3 e G6. Ao final do experimento, as ratas foram eutanasiadas, suas
tibias retiradas bilateralmente e submetidas a rotina histolégica. Resultados: Houve
aumento significativo de espessura da cartilagem articular (F (5;29) = 13,88; p= <
0,0001) e placa epifisaria (F (5;29) = 14,72; p= < 0,0001), como do numero de
condrocitos (F (5;29) = 5,11; p=<0,0021), em ratas ooforectomizadas, imobilizadas e
submetidas ao exercicio em escada. Nas analises morfolégicas, verificou-se
degeneracédo da cartilagem articular com exposicdo de osso subcondral, perda da
organizacao celular, descontinuidade da tidemark, presenca de fissuras e floculagdes
em ratas ooforectomizadas, imobilizadas e remobilizacdo livre. Nas ratas
ooforectomizadas, imobilizadas e remobilizacdo em escada, observou-se sinais de
reparacao das estruturas cartilaginosas com presenca de clones, pannus, invasao de
vasos sanguineos subcorticais na zona calcificada, aumento da quantidade de grupos
isbgenos e espessura da zona calcificada. Conclusdes: O exercicio fisico de subida
em escada mostrou-se efetivo no processo de recuperagédo do tecido cartilaginoso
danificado pela imobilizacdo, em modelo de osteoporose por ooforectomia em ratas.

Palavras-chave: osteoporose; remobilizacdo; exercicio em escada; cinesioterapia;
fisioterapia.
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INTRODUCAO

A menopausa provoca diminuicdo lenta e gradativa dos horménios estrégeno
e progesterona, produzindo aumento da reabsorcao 0ssea e diminuicdo da absorcao
de calcio pelo tecido 6sseo. Dessa forma, os ossos ficam mais fragilizados e aumenta
a predisposicédo ao aparecimento de doencas, como a osteoporose.>? Considerada
uma doenca osteometabdlica, a osteoporose provoca deterioracdo da
microarquitetura do tecido 0sseo e diminuicdo de sua massa, como também
degradacéo da cartilagem, predispondo ao risco de fraturas. Apresenta altas taxas de
morbimortalidade e afeta cerca de um terco das mulheres na pés-menopausa, com
maior prevaléncia entre os 65 e 75 anos de idade.3’

Devido sua evolucéo insidiosa e silenciosa, as fraturas sdo um dos sintomas
mais frequentes na osteoporose. Estima-se que ocorra anualmente 1.660.000 fraturas
em decorréncia desta doenca, podendo quadruplicar até 2050.58° Na ocorréncia de
fraturas, ou até mesmo de outras lesGes do sistema musculoesquelético, em que se
faz necessario o uso de um aparato imobilizatério, o quadro da doenca pode piorar,
tornando o tecido G6sseo ainda mais fragil, além de acarretar em incapacitacao
temporaria ou permanente do individuo e elevagdo dos custos de cuidados em
saude.3410

Varios tratamentos tém sido propostos tanto para a osteoporose quanto para
periodos de reabilitacdo pos-imobilizacdo. No entanto, o exercicio fisico tem sido o
mais preconizado devido melhorar a forca muscular, marcha e equilibrio; reduzir
guedas em idosos; proteger o quadril; prevenir fraturas e promover reparacées na
estrutura tecidual muscular, 6ssea e cartilaginosa.”1-18

Assim, tendo em vista a elevacdo da expectativa de vida da populagéo, com
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consequente aumento do aparecimento de doencas cronicas, a 0steoporose como um
grande problema atual de saude publica, as incapacitacdes e efeitos deletérios nas
estruturas teciduais decorrentes de uma imobilizacdo, como também da necessidade
de tornar evidéncia cientifica recursos terapéuticos amplamente utilizados na pratica
clinica, justifica-se este estudo, que objetivou analisar os efeitos do exercicio fisico
sobre a histomorfometria cartilaginosa de ratas induzidas a osteoporose e submetidas

a imobilizacao.

MATERIAL E METODOS

Grupos Experimentais
Foram utilizadas 36 ratas da linhagem Wistar, adultas (10 = 2 semanas),
nuliparas, com peso médio de 317,2 + 22,1 gramas, mantidas em gaiolas de
polipropileno com livre acesso a agua e ragao, fotoperiodo claro/escuro de 12 horas e
temperatura ambiente controlada (25° £ 1°C). O estudo foi realizado conforme as
normas éticas internacionais de experimentacdo animal, sendo aprovado pelo Comité
de Etica em Experimentac&o Animal da Unioeste, sob o parecer n® 4112.
As ratas foram separadas aleatoriamente em seis grupos:
e G1 (n=6): as ratas foram submetidas a cirurgia simulada de ooforectomia
(pseudo-ooforectomia) e permaneceram 60 dias sem intervencao;
e G2 (n=6): as ratas foram submetidas a pseudo-ooforectomia e permaneceram
60 dias sem intervencgéo. Apos, foi realizada imobilizagcdo do membro posterior
direito (MPD) por duas semanas. Posteriormente ficaram em remobilizagdo

livre pelo mesmo periodo, sendo apenas colocadas em contato com uma

escada nos ultimos 10 centimetros (cm);
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e G3 (n=6): submetidas a pseudo-ooforectomia e permaneceram 60 dias sem
intervencao. Apos, foi realizada imobilizacdo do MPD por duas semanas, sendo
posteriormente submetidas ao exercicio de subida em escada durante 10 dias,
com intervalo de dois dias ap0s a quinta sessdo. Foram realizadas 10 subidas
por dia na primeira semana (cinco dias) e 20 por dia na segunda semana (cinco
dias), com intervalo de um minuto entre as subidas;

e G4 (n=6): as ratas foram submetidas a cirurgia de ooforectomia bilateral e
permaneceram 60 dias sem intervengao;

e G5 (n=6): submetidas a ooforectomia bilateral e permaneceram 60 dias sem
intervencao. Apos, foi realizado imobilizacdo e remobilizacdo semelhante ao
G2,

e G6 (n=6): as ratas foram submetidas a ooforectomia bilateral e permaneceram
60 dias sem intervencdo. Apads, foi realizado procedimento de imobilizacao e

remobilizacdo semelhante ao G3.

Protocolo de Ooforectomia e Pseudo-Ooforectomia

Para a realizacdo da ooforectomia, pseudo-ooforectomia, imobilizacdo e
eutanasia, as ratas foram pesadas e submetidas a um protocolo de anestesia, que
consistiu em injegdo intraperitoneal de xilazina (12 mg/Kg) e ketamina (95 mg/Kg).

Na realizacdo da ooforectomia, apds realizada a anestesia, foi realizada a
tricotomia e antissepsia com alcool iodado na regidao de baixo ventre, sendo em
seguida feita a inciséo cirurgica longitudinal, com lamina de bisturi n°® 11. Apos acessar
a cavidade peritoneal, foi afastado o tecido adiposo até que se conseguisse identificar
as tubas uterinas e ovarios. Em seguida, realizou-se sutura com fio catgut 4.0 simples

na area dos cornos uterinos, promovendo a resseccao dos ovarios bilateralmente.
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Ao final do procedimento, foram realizadas suturas internas com fio
reabsorvivel catgut 4.0 simples e as externas com fio de nylon 4.0. A pseudo-
ooforectomia consistiu na realizacdo de todas as etapas cirdrgicas semelhantes a
ooforectomia, com excecdo da remocéao dos ovarios. Subsequente a cirurgia, as ratas

permaneceram por 60 dias sem qualquer intervencao, livres na gaiola.

Protocolo de Imobilizacéo

Foi realizada imobilizacdo conforme modelo proposto por Booth e Kelso?'®,
sendo readequado para somente um dos membros, como proposto por Matheus et
al.?°, com adaptacdo do material utilizado para confecgéo de értese estatica gessada.
Prévio a imobilizacdo, realizou-se o procedimento anestésico, sendo em seguida o
MPD, desde o quadril até o tornozelo, envolvido por uma malha tubular juntamente
com ataduras de algoddo. Em seguida, foi moldada a Ortese contensora, de
aproximadamente 50 gramas, utilizando-se atadura gessada de secagem rapida, com
o MPD em extensdo completa de joelho e tornozelo em flexao plantar maxima, nas

ratas dos grupos G2, G3, G5 e G6.

Protocolo de Remobilizacao

ApOs a retirada da imobilizacdo, as ratas de G3 e G6 foram submetidas ao
exercicio de subida em escada, com 10 repetices por dia na primeira semana (cinco
dias) e 20 repeticdes por dia na segunda semana (cinco dias), com intervalo de um
minuto entre as subidas e de dois dias entre as semanas. As ratas de G2 e G5
realizaram remobilizagéo livre na gaiola, sendo colocadas em contato com uma
escada a 10 cm da caixa escura, uma vez apenas, n0o mesmo periodo em que era

realizado o exercicio em escada com G3 e G6. O equipamento utilizado para a



73

realizacdo do exercicio fisico consistiu de uma escada com 67 degraus, com
espacamento de 1,5 cm entre os degraus da grade, 20,5 cm de largura, 118 cm de
altura e angulo de inclinacdo de 80° (aproximadamente). Na regido superior havia uma
camara escura de 28,5 cm de comprimento, 18,5 cm de altura e 15 cm de largura, que
servia para que as ratas descansassem entre as séries de subidas, como também
para que se sentissem atraidas para um reflgio e estimuladas a realizarem o

exercicio.

Andlise Histomorfométrica e Histomorfologica

Ao final do experimento, as ratas foram pesadas, anestesiadas e eutanasiadas
por meio de decapitacdo em guilhotina. Apds, foram retiradas as tibias direitas e
esquerdas, submetidas a rotina de laboratoério, sendo diafanizadas e incluidas em
parafina, realizados cortes de 7 um em micrétomo e confeccionadas as laminas com
cortes em plano frontal, que foram coradas em hematoxilina e eosina (HE). As laminas
foram fotomicrografadas em microscépio Olympus DP71® em trés pontos para as
andlises da cartilagem articular, denominados P1, P2 e P3, que correspondem
respectivamente as porcoes lateral, intermédia e medial da tibia. Para a andlise da
placa epifisaria foi realizada fotomicrografia do ponto intermediario. Foi utilizado
aumento de 200 vezes para a realizacdo de mensuracgdes da espessura da cartilagem
articular e placa epifisaria, como também para a contagem do nimero de condrécitos.
As imagens foram submetidas a analise por meio do programa Image Pro-Plus 6.0®.
Para a analise histomorfoldgica, foram observadas na cartilagem articular, a estrutura

e organizacao celular, como presencas de alteracdes na superficie articular.

Andlise Estatistica
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Os dados da pesquisa foram avaliados por meio da comparacao dos resultados
obtidos no membro posterior esquerdo (controle) e direito (imobilizado), entre as ratas
do mesmo grupo e entre 0s grupos experimentais. Para isso, foi utilizado o programa
BioEstat 5.0, com os valores apresentados em média e desvio padrdo. Foi realizado
o teste t de Student pareado para a comparacao entre o lado direito e esquerdo, dentro
do mesmo grupo e o ANOVA unidirecional para com a comparacdo entre grupos
experimentais para o lado direito e esquerdo. O nivel de significancia estatistica

considerado foi de p < 0,05.

RESULTADOS

Espessura da Cartilagem Articular

Para a espessura da cartilagem articular, observou-se diminui¢ao significativa
do membro posterior direito (MPD) em relagdo ao esquerdo (MPE) nas ratas de G5
(p=0,0138). Na comparacéo intergrupos, para o MPD, houve reducéo significativa de
G4 em relacdo a G1 e G6, como também de G5 em relacdo a G6 (F (5;29) = 13,88;
p= < 0,0001). No MPE, notou-se diminui¢do significativa nas ratas de G4 em relagao

aGl, G5e G6 (F (5;29) = 10,72; p= < 0,0001) (Figura 1).

Espessura da Placa Epifiséria

Na analise da espessura da placa epifisaria, observou-se diminuicao
significativa do MPD em relacdo ao MPE em G5 (p= 0,0187). Na comparacao
intergrupos para o MPD, notou-se reducao significativa de G5 em relacdo a G2, G4 e

G6 (F (5;29) = 14,72; p=< 0,0001) (Figura 2).
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Numero de Condrdécitos

Em relacdo ao numero de condrécitos, somente em G5 houve diminuicao
significativa do MPD em comparacao com o MPE (p= 0,0006). Na comparacao entre
0S grupos experimentais, observou-se diminuicéo significativa de G4 e G5 em relacéo
a G6, tanto na comparacao entre os membros posteriores direitos (F (5;29) = 10,16;

p= < 0,0001) como entre os esquerdos (F (5;29) = 5,11; p= < 0,0021) (Figura 3).

Histomorfologia

Em G1 (grupo pseudo-ooforectomizado) e G4 (grupo ooforectomizado) nao
foram verificadas mudancas na estrutura da cartilagem articular e nem da placa
epifisaria, demonstrando aspectos morfolégicos normais, no entanto, em G4,
visualizou-se consideravel diminuicdo na espessura e no numero de condrdcitos,
como ja evidenciado na andlise histomorfométrica. Nas ratas de G2 (grupo pseudo-
ooforectomizado, imobilizado e remobilizacdo livre) foi observado regides de
degeneracdo da cartilagem articular, perda da organizacdo celular, floculacdes,
diminuicao da quantidade de condrécitos e algumas regides com tecido de granulacao
(pannus). Ja em G3 (grupo pseudo-ooforectomizado, imobilizado e remobilizagcdo em
escada), notou-se sinais de reparacao das estruturas cartilaginosas, com presenca de
clones celulares e de pannus. Em G5 (grupo ooforectomizado, imobilizado e
remobilizacao livre) foi evidenciado degeneracéo da cartilagem articular, presenca de
fissuras e floculagdes, descontinuidade da tidemark e exposi¢cado de osso subcondral.
Em G6 (grupo ooforectomizado, imobilizado e remobilizacdo em escada) foi
visualizado formacdo de pannus, invasao de vasos sanguineos subcorticais na zona
calcificada, aumento da quantidade de grupos iségenos e da espessura da zona

calcificada (Figura 4).
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DISCUSSAO

Os resultados do estudo apontam que a privacdo hormonal estrogénica,
provocada pela ooforectomia, ocasionou perda significativa de cartilagem articular.
Esse hipoestrogenismo altera o processo de remodelagéo e reparacéo 0ssea, levando
a osteoporose?-23, além de afetar também o tecido cartilaginoso, favorecendo
inclusive o aparecimento de artroses.’* Tal fato pode ser agravado quando ha
necessidade do uso de imobilizacdo, podendo provocar lesdes irreversiveis a
cartilagem articular e dificultando o retorno as atividades ocupacionais.?4-26

Alguns autores sugerem que a associagao entre a ooforectomia e imobilizacao
leva mais rapidamente a perda Ossea e instalacdo de quadro osteoporético,
principalmente perda déssea cortical, sem contar com 0s prejuizos causados nos
tecidos muscular e cartilaginoso.?’-3° A imobilizacdo provoca degeneracdo da
cartilagem articular, com alteracdes atréficas, perda e reducdo de sua espessura e da
sintese de proteoglicanos da matriz cartilaginosa, irregularidade da superficie
articular, necrose e ulceracdo da cartilagem, aumento do numero de células
inflamatérias, reducdo da massa e volumes totais da cartilagem.!1:13.24.31-38

A recuperacado depende do tipo de imobilizagdo, idade, regido acometida,
espécie animal, tipo e intensidade do exercicio preconizado na remobilizagdo.31:323°
O exercicio fisico € o recurso terapéutico que tem sido mais preconizado na
remobilizagdo, pois por meio do movimento articular, consegue-se promover
mudancas fisicas, bioquimicas e histologicas que favorecem o retorno a sintese de
macromoléculas e proporcionando reversibilidade, pelo menos parcial, das lesdes
causadas na cartilagem.1%:3740.41

Portinho, Boin e Bertolini*?> imobilizaram o MPE de ratos em flexdo plantar e
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colocaram em remobilizacdo livre por 15 dias, associado a trés séries diarias de
alongamento do musculo séleo esquerdo durante 30 segundos. Verificaram que nao
houve mudancas na espessura da cartilagem articular pela imobilizacdo e
remobilizacdo. Ja Del Carlo et al.'® verificaram que a imobilizacdo por 45 dias
provocou aumento da espessura articular e do nimero de condrdécitos, irregularidade
da superficie articular e perda de proteoglicanos da matriz cartilaginosa.

No entanto, as possibilidades de recuperacéo sao grandes, tendo em vista que
nao ha deterioracdo da rede de colageno, apesar da diminuicdo significativa de
proteoglicanos. Durante a remobilizacédo, com descarga de peso sobre a articulacéo,
ocorre a secrecao de proteoglicanos na matriz celular, viabilizando a restauracéo da
estrutura cartilaginosa.'!

O exercicio de subida em escada é capaz de promover melhora na DMO,
rigidez 6ssea, como também hipertrofia dos musculos gastrocnémio, flexor longo dos
dedos, plantar e triceps braquial.***¢ No entanto, até o momento ndo foram
encontrados na literatura estudos que verificassem os efeitos sobre a morfometria e
morfologia cartilaginosa, em ratas induzidas a osteoporose e submetidas a
imobilizacéo e posterior periodo de remobilizagdo em treino de subida em escada.

No presente estudo foi verificado que, em ratas pseudo-ooforectomizadas e
submetidas a imobilizacdo do MPD, tanto a remobilizacéo livre (G2) como em escada
(G3), foram capazes de manter a espessura da cartilagem articular e placa epifiséria,
como também o numero de condrdcitos, em niveis semelhantes ao membro néo
imobilizado, ndo havendo diferenca significativa. O mesmo ocorreu com as ratas
ooforectomizadas, imobilizadas e em remobilizacdo em escada (G6). No entanto, tal
beneficio ndo foi alcancado com as ratas de G5, demonstrando que a imobilizacéo

provoca perdas significativas no tecido cartilaginoso em ratas ooforectomizadas, e a
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remobilizacdo livre ndo foi capaz de reverter os efeitos deletérios no tecido
cartilaginoso, ao contrario da remobilizacdo em escada (G6).

As lesdes da matriz extracelular e degradacédo completa da cartilagem articular
podem derivar de maior atividade das metaloproteinases da matriz.*’” Na andlise
morfologica foram verificadas predominio de areas degradadas principalmente em G5,
e area com predominio de recuperacdo da cartilagem articular, em G2, G3 e G6,
sendo mais evidente nas duas Ultimas. Havia principalmente presenca de pannus,
aumento de grupos isogénicos e clones celulares, que decorrem da presenca de
inflamacdo dos tecidos articulares.®® Estas reacdes refletem um processo de
recuperacao frente aos danos ocasionados na cartilagem articular, devido capacidade
proliferativa dos condrécitos e reparo do 0sso subcondral, com aumento do aporte
nutricional na regido, alcangadas por meio de programas de remobilizacdo.34®

Em suma, conclui-se que a ooforectomia associada a imobilizacdo provoca
diminuicdo da espessura da cartilagem articular e placa epifisaria, como também
diminuicdo do nimero de condrécitos, degeneracdo da cartilagem articular, perda da
organizacao celular, floculacbes e pannus. A remobilizacdo livre ndo foi capaz de
recuperar as lesBes ocasionadas no tecido cartilaginoso da tibia de ratas
ooforectomizadas e imobilizadas, no entanto a reversibilidade foi alcancada com a
remobilizacdo em escada, com melhora dos pardmetros morfométricos e
morfolégicos, com sinais de reparacdo das estruturas cartilaginosas, observados pela
presenca de clones celulares e de pannus, invasao de vasos sanguineos subcorticais
na zona calcificada, aumento da quantidade de grupos iségenos e da espessura da
zona calcificada. Estudos posteriores podem ser realizados verificando-se tempos
maiores de imobilizacdo e remobilizacdo, além da aplicacdo de outras modalidades

cinesioterapéuticas, a fim de que se possa confirmar os efeitos benéficos da
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remobilizacdo em casos de imobilizacdo e osteoporose pos-menopausica.
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Figura 1: Espessura média da cartilagem articular superior da tibia, comparando-se as ratas
distribuidas entre os grupos de estudo (G1, G2, G3, G4, G5 e G6) e os membros posteriores direito
(alvo) e esquerdo (controle). Obs.: letras iguais significam semelhancas e letras diferentes significam
diferencas significativas entre os grupos experimentais, para 0 mesmo lado. * diferenca significativa
entre os lados do mesmo grupo.

Figura 2: Espessura média da placa epifisaria da tibia, comparando-se as ratas distribuidas entre os
grupos de estudo (G1, G2, G3, G4, G5 e G6) e os membros posteriores direito (alvo) e esquerdo
(controle). Obs.: letras iguais significam semelhangas e letras diferentes significam diferencas
significativas entre os grupos experimentais, para o mesmo lado. * diferenga significativa entre os lados
do mesmo grupo.

Figura 3: Numeros de condrocitos (média) na cartilagem articular superior da tibia (unidade),
comparando-se as ratas distribuidas entre os grupos de estudo (G1, G2, G3, G4, G5 e G6) e os
membros posteriores direito (alvo) e esquerdo (controle). Obs.: letras iguais significam semelhancas e
letras diferentes significam diferencas significativas entre os grupos experimentais, para o mesmo lado.
* diferenca significativa entre os lados do mesmo grupo.

Figura 4: Fotomicrografias da cartilagem articular superior da tibia direita de ratas, G1 (A), G2 (B), G3
(C), G4 (D), G5 (E e F) e G6 (G e H); corte frontal; coloragdo em HE. A: vista panordmica da cartilagem
articular (CA), com evidéncia para a tidemark (TM) e visualiza¢@o de parte de osso subcondral (OS);
B: presenca de fissuras (F), floculacdes (Fl) e desorganizacgdo tecidual; C: aumento da espessura da
CA, hipercelularidade e aumento do nimero de grupos iségenos (Gl); D: diminuicdo da espessura da
CA e organizacéo celular normal; E: perda da cartilagem articular (¢) com exposicao de OS; F: presenca
de floculag®es na superficie cartilaginosa (Fl); G: recuperacgéo da cartilagem articular (0) com formagéo
de pannus e presenca de clones; H: aumento da espessura da CA, hipercelularidade e aumento de GI.
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Figura 2

Espessura da

Placa
Epifiséria
Grupos MPD MPE
G1 164,8 177,13
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Figura 3

Numero de

Condrdcitos
Grupos MPD MPE
Gl 41,44 40,05
G2 35 40,39
G3 42,72 44,94
G4 35,67 34,33
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G6 55,67 47,67
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Figura 4




6 ANEXOS
6.1 ANEXO A

Certificado do Comité de Etica no Uso de Animais da Unioeste

w: unioeste &@

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

COMITE DE £TICA NO USO DE ANWALS

RIUA LNIWERSITARIA, 2086 ~ PREDIO DA HIBUOTECA ~ CAMPUS DE CASCAVEL - JO. UNIVERISTARIO
FONE: (45) 32203272 E 3277 - CEP 85819110 - CASCAVEL — PR

Comité de Etica no Uso de Animais
CEUA/UNIOESTE

PARECER DE APROVACAO DE PROJET

PROTOCOLO DE EXPERIMENTACAOQANIMAL: 04112

TITULO DO PROJETO: Efeitos do exercicio fisico sobre parametros
histomorfométricos musculares e Osseos de ratas Wistar ooforectomizadas

SOLICITANTE: Gladson Ricardo Flor Bertolini

O projeto acima foi aprovado, conforme Ata 07-2012 em reunido ocorrida
em 11/09/2012 realizada pelo Comité de Ftica no Uso de Animais, desde que
seguido o protocolo proposto ¢ avaliado por este Comité.

Lembramos que, de acordo com as atribuigdes, o CEUA se resguarda do
direito de realizar visitas aos locais onde os projetos serdo executados com
finalidade de acompanhamento.

Ao término da vigéucia do projeto e apresentagio do relatério final, o
coordenador receberd um certificado de que o protocolo realizade seguiu os
principios da experimentagiio animal, de acordo com sua respectiva ata de
aprovagdo em data especificada.

. Cascavel, 11 de setembro de 2012.
n
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Prof.Dr* Luciana Oliveira de Farifis
Coordenadora C| EUA/UNIOESTE
Portariz 2861/2012-GRE
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6.2 ANEXO B

Normas para publicacdo na revista cientifica Osteoporosis International

Instructions for Authors

ARTICLE TYPES

* Editorial:

Please note that systematic review articles should be submitted as a Reviews and
meta-analyses should submitted as Original Articles.

* Original articles:

word limit 5000 words, 45 references, no more than 6 figures/tables

» Short communications: 2500 words, 20 references, no more than 2 figures/tables.

* Reviews: word limit 20000 words, 100 references, no more than 10 figures

* Position Papers

* Opinion Papers

» Consensus Statements

» Case Reports: 1500 words, 1-2 figures/tables, 20 references

* Letters: 500 words

* Editorial

Invited Review Articles must also be submitted online.

* Reviews articles invited by Felicia Cosman are managed by the editorial office in New
York: authors must select “R. Lindsay” in the manuscript routing section of Manuscript
Central.

* Reviews articles invited by Rene Rizzoli are managed by the editorial office in Europe:
authors must select “J. Kanis” in the manuscript routing section of Manuscript Central.
These articles will then follow the standard peer review procedure.

Please note:
All word counts listed below refer to restrictions to the main body of the article only,
and are exclusive of title page, abstract, references, tables and figures.

MANUSCRIPT PREPARATION

We urge authors to follow the guidelines for authors to speed up the review and
publication process.

All manuscripts are subject to copyediting upon acceptance; however, authors are
asked to ensure that manuscripts from non-native English language speakers should
have the language and grammar checked by a native speaker or a professional
agency. Poorly written articles cannot be reviewed and will be returned to the authors.
Authorship Criteria and Contributions

All listed authors should have seen and approved the final version of the
manuscript.

All authors of accepted articles must sign an authorship form affirming that they

have met all three of the following criteria for authorship, thereby accepting
public responsibility for appropriate portions of the content:

1. substantial contributions to conception and design, or acquisition of data, or
analysis and interpretation of data;



2. drafting the article or revising it critically for important intellectual content;

3. approval of the version to be published and all subsequent versions.

If authorship is attributed to a group (such as for multi-center trials), the group
must designate one or more individuals as authors or members of a writing
group who meet full authorship criteria and who accepts direct responsibility for
the manuscript.

Other group members who are not authors should be listed in the
Acknowledgment section of the manuscript as participating investigators.
Individuals who do not meet the criteria for authorship but who have made
substantial, direct contributions to the work (e.g., purely technical help, writing
assistance, general or financial or material support) should be acknowledged in
the Acknowledgments section of the manuscript, with a brief description of their
contributions. Authors should obtain written permission from anyone they wish
to list in the Acknowledgments section.

Redundant, Duplicate or Fraudulent Publication

Authors must not simultaneously submit their manuscripts to another publication
if that manuscript is under consideration by Osteoporosis International.
Redundant or duplicate publication is a paper that overlaps substantially with
one already published in print or electronic media. At the time of manuscript
submission, authors must inform the editor about all submissions and previous
publications that might be regarded as redundant or duplicate publication of the
same or very similar work. Any such publication must be referred to and
referenced in the new paper.

Copies of such material should be included with the submitted paper as a
supplemental file.

Authors must not:

 Willfully and knowingly submit false data

» Submit data from source not the authors’ own

» Submit previously published material (with the exception of abstracts) without
correct and proper citation

» Omit reference to the works of other investigators which established a priority
* Falsely certify that the submitted work is original

» Use material previously published elsewhere without prior written approval of
the copyright holder

MANUSCRIPT SUBMISSION

Manuscript Submission
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Submission of a manuscript implies: that the work described has not been published
before; that it is not under consideration for publication anywhere else; that its
publication has been approved by all co-authors, if any, as well as by the responsible
authorities — tacitly or explicitly — at the institute where the work has been carried out.
The publisher will not be held legally responsible should there be any claims for

compensation.

Permissions

Authors wishing to include figures, tables, or text passages that have already been
published elsewhere are required to obtain permission from the copyright owner(s) for
both the print and online format and to include evidence that such permission has been
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granted when submitting their papers. Any material received without such evidence
will be assumed to originate from the authors.

Online Submission

Authors should submit their manuscripts online. Electronic submission substantially
reduces the editorial processing and reviewing times and shortens overall publication
times. Please follow the hyperlink “Submit online” on the right and upload all of your
manuscript files following the instructions given on the screen.

TITLE PAGE

Title Page

The title page should include:

The name(s) of the author(s)

A concise and informative title

The affiliation(s) and address(es) of the author(s)

The e-mail address, telephone and fax numbers of the corresponding author

Abstract

Please provide a structured abstract of 150 to 250 words which should be divided into
the following sections:

Purpose (stating the main purposes and research question)

Methods

Results

Conclusions

Keywords
Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.

Conflict of Interest

Every manuscript must be accompanied by the “Authorship & Disclosure Form”, which
can be found in the tabs along the right-hand side of this page. ALL authors are
required to sign and complete the form and it must then be submitted, alongside the
manuscript, as a supplemental file not for review. Manuscripts without a fully complete
Authorship & Disclosure form will not be considered for review.

SPECIFIC REMARKS

Mini Abstract
50 words or less. Describe the rationale, main result and significance. Use language
that can be understood by persons outside the field. Avoid details.

TEXT

Text Formatting
Manuscripts should be submitted in Word.
Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.



92

Use italics for emphasis.

Use the automatic page numbering function to number the pages.
Do not use field functions.

Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.
Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

Use the equation editor or MathType for equations.

Save your file in docx format (Word 2007 or higher) or doc format (older Word
versions).

Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX.
LaTeX macro package (zip, 182 kB)

Headings
Please use no more than three levels of displayed headings.

Abbreviations
Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.

Footnotes

Footnotes can be used to give additional information, which may include the citation of
a reference included in the reference list. They should not consist solely of a reference
citation, and they should never include the bibliographic details of a reference. They
should also not contain any figures or tables.

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be indicated
by superscript lower-case letters (or asterisks for significance values and other
statistical data). Footnotes to the title or the authors of the article are not given
reference symbols.

Always use footnotes instead of endnotes.

Acknowledgments
Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate section
before the reference list. The names of funding organizations should be written in full.

TEXT FORMATTING

Introduction: Develop the study rationale and avoid a literature review. Literature
should be cited only to the extent that it helps the reader understand why the
question is asked. End the introduction with a stated aim or question, preferably
expressed as a testable hypothesis. For example, if the study is aimed at
identifying the color of apples, or asks what color are apples, state “we
hypothesized that apples will be green rather than red”. The reason for this
hypothesis should be contained in the rationale.

Methods: The methods section should describe the procedures used and
provide sufficient information (subjects, measurements, statistical analyses) so
that a reader can evaluate the credibility of results and interpretation in the light
of possible methodological limitations. Findings should be quantified when
possible, and presented with appropriate indicators of measurement error or
uncertainty, e.g. confidence intervals.

The source or manufacturer name of all products used should be stated.
Authors should always consider clarity for other workers about how and why a


http://static.springer.com/sgw/documents/468198/application/zip/LaTeX.zip

study was in a particular way.

Results: Results concerning the primary testable hypothesis should be
presented first. Do not save the "best” for last. For example, if the main aim is to
assess anti-fracture efficacy, present these data first and surrogates (BMD or
biochemical markers) later.

Data should be presented as concisely as possible, if appropriate, in the form of
tables and/or graphs, although very large tables should be avoided.

If authors wish to present the full data of the study and any technical details,
these can be included as Electronic Supplementary Material.

Discussion: The following paragraph structure is recommended:

* A summary of the main findings from most to least important including a
statement whether the results are consistent with the stated hypothesis.

* Discuss how these results confirm or contrast with the published literature.

« If the results differ, discuss the possible reasons for this. Details of
methodology and results of published literature may be appropriate here. Avoid
reviewing the literature outside the scope of the study.

* Discuss the significance and implications of this new data. Having developed
the rationale to define the limits of current knowledge, how does this new
information advance understanding?

» Write a paragraph concerning the limitations of the study. This is critical. The
inferences made throughout the Discussion must be written bearing in mind the
constraints of the methodological limitations of the work. Papers written without
this section will not be considered for publication.

* Summarize and Conclude: The conclusion is an inference. Within the
constraints of the limitations of the study, the authors may boldly speculate
regarding the significance of the findings and future research.

TERMINOLOGY

93

Please refer to the below Terminology guidelines and include as appropriate in your
submission. All abbreviations in the abstract and text must be defined immediately at

first mention and used consistently thereafter.

Bone histomorphometry: Articles on bone histomorphometry should conform to
the recommendations of the American Society for Bone and Mineral Research
(Dempster DW, Compston JE, Drezner MK, et al (2013) Standardized
Nomenclature, Symbols and Units for Bone Histomorphometry: A 2012 Update
of the Report of the ASBMR Histomorphometry Nomenclature Committee. J
Bone Miner Res 2013;28:2-17).

Tumor necrosis factor (TNF) family members: Articles on TNF family members
should conform to the recommendations of the American Society of Bone and
Mineral Research (ASBMR President's Committee on Nomenclature (2000)
Proposed standard nomenclature for new tumor necrosis factor family members
involved in the regulation of bone resorption. J Bone Miner Res 15:2293-2296).
Bone markers: Articles on bone markers should conform to the
recommendations of the International Osteoporosis Foundation (Delmas PD,
Eastell R, Garnero P, et al. (2000) The use of biochemical markers of bone
turnover in osteoporosis. Osteoporos Int Suppl 6:S2-S17).

Proprietary substances and materials, and instruments: The correct designation
and the manufacturer’'s name should be given. Where the manufacturer is not
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well known, the city and country should also be included.

Units of measure: Sl units should be used throughout, except where non-SI units
are more common.

Drug names: When drugs are mentioned, the international (generic) name
should be used. The proprietary name, chemical composition, and manufacturer
should be stated in full in the Materials and Methods section. The source of any
new and experimental preparation should also be given.

Papers describing the descriptive epidemiology of osteoporosis using BMD at
the femoral neck should include T-scores derived from the National Health and
Nutrition Examination Survey (NHANES) Il reference database for femoral neck
measurements in Caucasian women aged 20—-29 years as described in:

Kanis JA, , Adachi JD, Cooper C, Clark P, Cummings SR, Diaz-Curiel M, Harvey
N, Hiligsmann M, Papaioannou A, D Pierroz D, Silverman SL, Szulc P, and the
Epidemiology and Quality of Life Working Group of IOF (2013). Standardising
the descriptive epidemiology of osteoporosis: recommendations from the
Epidemiology and Quality of Life Working Group of IOF. Osteoporos Int. doi:
10.1007/s00198-013-2413-7

REFERENCES

Citation

Reference citations in the text should be identified by numbers in square brackets.
Some examples:

1. Negotiation research spans many disciplines [3].

2. This result was later contradicted by Becker and Seligman [5].

3. This effect has been widely studied [1-3, 7].

Reference list
The list of references should only include works that are cited in the text and that have
been published or accepted for publication. Personal communications and unpublished
works should only be mentioned in the text. Do not use footnotes or endnotes as a
substitute for a reference list.
The entries in the list should be numbered consecutively.
« Journal article
Gamelin FX, Baguet G, Berthoin S, Thevenet D, Nourry C, Nottin S, Bosquet
L (2009) Effect of high intensity intermittent training on heart rate variability in
prepubescent children. Eur J Appl Physiol 105:731-738. doi:
10.1007/s00421-008-0955-8
Ideally, the names of all authors should be provided, but the usage of “et al”
in long author lists will also be accepted:

Smith J, Jones M Jr, Houghton L et al (1999) Future of health insurance. N
Engl J Med 965:325-329

e Article by DOI

Slifka MK, Whitton JL (2000) Clinical implications of dysregulated cytokine
production. J Mol Med. doi:10.1007/s001090000086

e« Book
South J, Blass B (2001) The future of modern genomics. Blackwell, London
o Book chapter
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Brown B, Aaron M (2001) The politics of nature. In: Smith J (ed) The rise of
modern genomics, 3rd edn. Wiley, New York, pp 230-257

¢ Online document

Cartwright J (2007) Big stars have weather too. IOP Publishing PhysicsWeb.
http://physicsweb.org/articles/news/11/6/16/1. Accessed 26 June 2007

o Dissertation

Trent JW (1975) Experimental acute renal failure. Dissertation, University of
California

Always use the standard abbreviation of a journal’'s name according to the ISSN List
of Title Word Abbreviations, see
ISSN.org LTWA

If you are unsure, please use the full journal title.

For authors using EndNote, Springer provides an output style that supports the
formatting of in-text citations and reference list.

EndNote style (zip, 2 kB)

Authors preparing their manuscript in LaTeX can use the bibtex file spbasic.bst which
is included in Springer’s LaTeX macro package.

TABLES

o All tables are to be numbered using Arabic numerals.
« Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.

« Foreach table, please supply a table caption (title) explaining the components
of the table.

« ldentify any previously published material by giving the original source in the
form of a reference at the end of the table caption.

« Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or
asterisks for significance values and other statistical data) and included
beneath the table body.

ARTWORK AND ILLUSTRATIONS GUIDELINES

Electronic Figure Submission
o Supply all figures electronically.

« Indicate what graphics program was used to create the artwork.

o For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use
TIFF format. MSOffice files are also acceptable.

e Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.
« Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Figl.eps.
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Definition: Black and white graphic with no shading.

Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering
within the figures are legible at final size.

All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.

Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a
minimum resolution of 1200 dpi.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

H'@I_ftone Art

Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.
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If any magnification is used in the photographs, indicate this by using scale bars
within the figures themselves.
Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.
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Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones containing line
drawing, extensive lettering, color diagrams, etc.
Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.

Color Art

Color art is free of charge for online publication.

If black and white will be shown in the print version, make sure that the main
information will still be visible. Many colors are not distinguishable from one
another when converted to black and white. A simple way to check this is to
make a xerographic copy to see if the necessary distinctions between the
different colors are still apparent.

If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the
captions.

Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).

Figure Lettering
To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).

Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually
about 2-3 mm (8-12 pt).

Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use
8-pt type on an axis and 20-pt type for the axis label.

Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering
All figures are to be numbered using Arabic numerals.
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« Figures should always be cited in text in consecutive humerical order.

« Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

o If an appendix appears in your article and it contains one or more figures,
continue the consecutive numbering of the main text. Do not number the
appendix figures,

"Al, A2, A3, etc." Figures in online appendices (Electronic Supplementary
Material) should, however, be numbered separately.

Figure Captions
« Each figure should have a concise caption describing accurately what the
figure depicts. Include the captions in the text file of the manuscript, not in the
figure file.
« Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure
number, also in bold type.

o No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to
be placed at the end of the caption.

« ldentify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes,
circles, etc., as coordinate points in graphs.

« Identify previously published material by giving the original source in the form
of a reference citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

e When preparing your figures, size figures to fit in the column width.

e For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm
wide and not higher than 234 mm.

e For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm
wide and not higher than 198 mm.

Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain
permission from the copyright owner(s) for both the print and online format. Please be
aware that some publishers do not grant electronic rights for free and that Springer will
not be able to refund any costs that may have occurred to receive these permissions.
In such cases, material from other sources should be used.

Accessibility
In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your
figures, please make sure that

« Allfigures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech
software or a text-to-Braille hardware)

o Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information
(colorblind users would then be able to distinguish the visual elements)

e Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1

ELECTRONIC SUPPLEMENTARY MATERIAL

Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and other
supplementary files to be published online along with an article or a book chapter. This
feature can add dimension to the author's article, as certain information cannot be
printed or is more convenient in electronic form.
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Submission

Supply all supplementary material in standard file formats.

Please include in each file the following information: article title, journal name,
author names; affiliation and e-mail address of the corresponding author.

To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files
may require very long download times and that some users may experience
other problems during downloading.

Audio, Video, and Animations
Always use MPEG-1 (.mpg) format.

Text and Presentations

Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for long-
term viability.

A collection of figures may also be combined in a PDF file.

Spreadsheets

Spreadsheets should be converted to PDF if no interaction with the data is
intended.

If the readers should be encouraged to make their own calculations,
spreadsheets should be submitted as .xls files (MS Excel).

Specialized Formats
Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb (Mathematica
notebook), and .tex can also be supplied.

Collecting Multiple Files
It is possible to collect multiple files in a .zip or .gz file.

Numbering
If supplying any supplementary material, the text must make specific mention of
the material as a citation, similar to that of figures and tables.

Refer to the supplementary files as “Online Resource”, e.g., "... as shown in the
animation (Online Resource 3)", “... additional data are given in Online Resource
4”

Néme the files consecutively, e.g. “ESM_3.mpg”, “ESM_4.pdf”".

Captions
For each supplementary material, please supply a concise caption describing
the content of the file.

Processing of supplementary files
Electronic supplementary material will be published as received from the author
without any conversion, editing, or reformatting.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your
supplementary files, please make sure that

The manuscript contains a descriptive caption for each supplementary material

Video files do not contain anything that flashes more than three times per second

(so that users prone to seizures caused by such effects are not put at risk)
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ETHICAL RESPONSIBILITIES OF AUTHORS

This journal is committed to upholding the integrity of the scientific record. As a member
of the Committee on Publication Ethics (COPE) the journal will follow the COPE
guidelines on how to deal with potential acts of misconduct.

Authors should refrain from misrepresenting research results which could damage the
trust in the journal and ultimately the entire scientific endeavor. Maintaining integrity of
the research and its presentation can be achieved by following the rules of good
scientific practice, which includes:

» The manuscript has not been submitted to more than one journal for simultaneous
consideration.

* The manuscript has not been published previously (partly or in full), unless the new
work concerns an expansion of previous work (please provide transparency on the re-
use of material to avoid the hint of text-recycling (“self-plagiarism”)).

* A single study is not split up into several parts to increase the quantity of submissions
and submitted to various journals or to one journal over time (e.g. “salami-publishing”).
* No data have been fabricated or manipulated (including images) to support your
conclusions

* No data, text, or theories by others are presented as if they were the authors own
(“plagiarism”). Proper acknowledgements to other works must be given (this includes
material that is closely copied (near verbatim), summarized and/or paraphrased),
qguotation marks are used for verbatim copying of material, and permissions are
secured for material that is copyrighted.

Important note: the journal may use software to screen for plagiarism.

» Consent to submit has been received from all co-authors and responsible authorities
at the institute/organization where the work has been carried out before the work is
submitted.

» Authors whose names appear on the submission have contributed sufficiently to the
scientific work and therefore share collective responsibility and accountability for the
results.

In addition:

» Changes of authorship or in the order of authors are not accepted after acceptance
of a manuscript.

» Requests to add or delete authors at revision stage or after publication is a serious
matter, and may be considered only after receipt of written approval from all authors
and detailed explanation about the role/deletion of the new/deleted author. The
decision on accepting the change rests with the Editor-in-Chief of the journal.

» Upon request authors should be prepared to send relevant documentation or data in
order to verify the validity of the results. This could be in the form of raw data, samples,
records, etc.

If there is a suspicion of misconduct, the journal will carry out an investigation following
the COPE guidelines. If, after investigation, the allegation seems to raise valid
concerns, the accused author will be contacted and given an opportunity to address
the issue. If misconduct has been proven, this may result in the Editor-in-Chief’s
implementation of the following measures, including, but not limited to:

- If the article is still under consideration, it may be rejected and returned to the author.
- If the article has already been published online, depending on the nature and severity
of the infraction, either an erratum will be placed with the article or in severe cases
complete retraction of the article will occur. The reason must be given in the published
erratum or retraction note.

- The author’s institution may be informed.
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Disclosure of potential conflict of interests

Authors must disclose all relationships or interests that could influence or bias the work.
Although an author may not feel there are conflicts, disclosure of relationships and
interests affords a more transparent process, leading to an accurate and objective
assessment of the work. Awareness of real or perceived conflicts of interests is a
perspective to which the readers are entitled and is not meant to imply that a financial
relationship with an organization that sponsored the research or compensation for
consultancy work is inappropriate. Examples of potential conflicts of interests that are
directly or indirectly related to the research may include but are not limited to the
following:

» Research grants from funding agencies (please give the research funder and the
grant number)

* Honoraria for speaking at symposia

* Financial support for attending symposia

* Financial support for educational programs

* Employment or consultation

» Support from a project sponsor

» Position on advisory board or board of directors or other type of management
relationships

* Multiple affiliations

* Financial relationships, for example equity ownership or investment interest

* Intellectual property rights (e.g. patents, copyrights and royalties from such rights)

* Holdings of spouse and/or children that may have financial interest in the work

In addition, interests that go beyond financial interests and compensation (non-
financial interests) that may be important to readers should be disclosed. These may
include but are not limited to personal relationships or competing interests directly or
indirectly tied to this research, or professional interests or personal beliefs that may
influence your research.

The corresponding author collects the conflict of interest disclosure forms from all
authors. In author collaborations where formal agreements for representation allow it,
it is sufficient for the corresponding author to sign the disclosure form on behalf of all
authors. Examples of the appropriate form can be found

here

The corresponding author will include a summary statement in the text of the
manuscript, and in a separate file as a supplemental document not for review.
Manuscripts without a fully complete Authorship & Disclosure form will not be
considered for review.

See below examples of disclosures to include in text:

Funding: This study was funded by X (grant number X).

Conflict of Interest: Author A has received research grants from Company A. Author B
has received a speaker honorarium from Company X and owns stock in Company Y.
Author C is a member of committee Z.

If no conflict exists, the authors should state:

Conflict of Interest: The authors declare that they have no conflict of interest.

Statement of Human and Animal Rights

When reporting studies that involve human participants, authors should include a
statement that should be added in a separate section before the reference list that the
studies have been approved by the appropriate institutional and/or national research
ethics committee and have been performed in accordance with the ethical standards


http://www.springer.com/cda/content/document/cda_downloaddocument/Authorship+%26+Disclosure+form+Sept+2011.doc?SGWID=0-0-45-960037-p1102329
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as laid down in the 1964 Declaration of Helsinki and its later amendments or
comparable ethical standards. If these statements are not applicable, authors should
state: The manuscript does not contain clinical studies or patient data.

If doubt exists whether the research was conducted in accordance with the 1964
Helsinki Declaration or comparable standards, the authors must explain the reasons
for their approach, and demonstrate that the independent ethics committee or
institutional review board explicitly approved the doubtful aspects of the study.

The following statements should be included in the text before the References section:
Ethical approval: “All procedures performed in studies involving human participants
were in accordance with the ethical standards of the institutional and/or national
research committee and with the 1964 Helsinki declaration and its later amendments
or comparable ethical standards.”

The welfare of animals used for research must be respected. When reporting
experiments on animals, authors should indicate whether the institutional and/or
national guidelines for the care and use of animals were followed.

For studies with animals, the following statement should be included:

“All applicable institutional and/or national guidelines for the care and use of animals
were followed.”

If articles do not contain studies with human participants or animals by any of the
authors, Springer recommends including the following sentence:

“This article does not contain any studies with human participants or animals
performed by any of the authors.”

For retrospective studies, please add the following sentence:

“For this type of study formal consent is not required.”

Informed consent

All individuals have individual rights that are not to be infringed. Individual participants
in studies e.g. have the right to decide what happens to the (identifiable) personal data
gathered and to what they have said e.g. during a study or an interview as well as to
any photograph that was taken. Hence it is important that all participants gave their
informed consent in writing prior to inclusion in the study. Identifying details (names,
dates of birth, identity numbers and other information) of the participants that were
studied should not be published in written descriptions, photographs, and genetic
profiles unless the information is essential for scientific purposes and the participant
(or parent or guardian if the participant is incapable) has given written informed consent
for publication. Complete anonymity is difficult to achieve in some cases, and informed
consent should be obtained if there is any doubt. For example, masking the eye region
in photographs of participants is inadequate protection of anonymity. If identifying
characteristics are altered to protect anonymity, such as in genetic profiles, authors
should provide assurance that alterations do not distort scientific meaning.

The following statement should be included:

Informed consent: “Informed consent was obtained from all individual participants
included in the study.”

If identifying information about participants is available in the article, the following
statement should be included:

“Additional informed consent was obtained from all individual participants for whom
identifying information is included in this article.”

The editors reserve the right to reject manuscripts that do not comply with the
above-mentioned requirements dealing with ethical concerns. The author will be
held responsible for false statements or failure to fulfill the above-mentioned
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requirements.

AFTER ACCEPTANCE

Upon acceptance of your article you will receive a link to the special Author Query
Application at Springer's web page where you can sign the Copyright Transfer
Statement online and indicate whether you wish to order OpenChoice, offprints, or
printing of figures in color.

Once the Author Query Application has been completed, your article will be processed
and you will receive the proofs.

Open Choice

In addition to the normal publication process (whereby an article is submitted to the
journal and access to that article is granted to customers who have purchased a
subscription), Springer provides an alternative publishing option: Springer Open
Choice. A Springer Open Choice article receives all the benefits of a regular
subscription-based article, but in addition is made available publicly through Springer’s
online platform SpringerLink.

Springer Open Choice

Offprints
Offprints can be ordered by the corresponding author.

Color illustrations
Online publication of color illustrations is free of charge. For color in the print version,
authors will be expected to make a contribution towards the extra costs.

Proof reading

The purpose of the proof is to check for typesetting or conversion errors and the
completeness and accuracy of the text, tables and figures. Substantial changes in
content, e.g., new results, corrected values, title and authorship, are not allowed
without the approval of the Editor.

After online publication, further changes can only be made in the form of an Erratum,
which will be hyperlinked to the article.

Online First

The article will be published online after receipt of the corrected proofs. This is the
official first publication citable with the DOI. After release of the printed version, the
paper can also be cited by issue and page numbers.

Copyright transfer

Authors will be asked to transfer copyright of the article to the Publisher (or grant the
Publisher exclusive publication and dissemination rights). This will ensure the widest
possible protection and dissemination of information under copyright laws.

Open Choice articles do not require transfer of copyright as the copyright remains with
the author. In opting for open access, the author(s) agree to publish the article under
the Creative Commons Attribution Noncommercial License.


http://springer.com/openchoice
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DOES SPRINGER PROVIDE ENGLISH LANGUAGE SUPPORT?

Manuscripts that are accepted for publication will be checked by our copyeditors for
spelling and formal style. This may not be sufficient if English is not your native
language and substantial editing would be required. In that case, you may want to have
your manuscript edited by a native speaker prior to submission. A clear and concise
language will help editors and reviewers concentrate on the scientific content of your
paper and thus smooth the peer review process.

The following editing service provides language editing for scientific articles in all areas
Springer

publishes in:

Edanz English editing for scientists

Use of an editing service is neither a requirement nor a guarantee of acceptance for
publication.

Please contact the editing service directly to make arrangements for editing and
payment.


http://www.springer.com/authors/journal+authors/helpdesk?SGWID=0-1723213-12-817308-0
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6.3 ANEXO C
Normas para publicagéo na Revista Brasileira de Reumatologia

Forma e preparag&o de manuscritos:

INSTRUCOES PARA OS AUTORES

A Revista Brasileira de Reumatologia (RBR), 6rgao oficial da Sociedade Brasileira de
Reumatologia, foi fundada em 1957 e € publicada bimestralmente. A revista publica
artigos originais, artigos de revisdo, comunicacfes breves, relatos de casos e cartas
aos editores. O manuscrito deve ser submetido online através do site
http://ees.elsevier.com/bjr.

Apresentacao do manuscrito:

O manuscrito pode ser submetido em portugués ou inglés, em espaco duplo, com
margens de 2,5 cm. No texto ndo devem ser empregadas abreviaturas nao
convencionais, girias (jargdes) médicas ou redacao tipo telegrafica. A citacdo de
medicamentos e produtos farmacéuticos deve ser feita utilizando-se apenas a
nomenclatura farmacolégica, sem menc¢ao do nome comercial.

Estrutura dos manuscritos:

Manuscript*, Title Page*, Cover Letter e Author Agreement* devem ser enviados em
arquivos individuais. Tabelas e figuras devem ser numeradas conforme citadas no
texto e enviadas em arquivos separados, com titulos e legendas correspondentes.
(*arquivos obrigatérios).

Pagina do titulo:

Deve conter: a) titulo do artigo; b) nome completo dos autores e sua titulacdo mais
importante; c) departamento(s) e instituicdo(des) onde se originou o trabalho; d) nome,
endereco completo e e-mail valido do autor responsavel para correspondéncia; €)
conflito de interesse e agéncias financiadoras relevantes; f) titulo resumido com no
méaximo 60 caracteres.

Author Agreement:

E o documento no qual os autores declaram a originalidade do manuscrito, além de
aprovarem o artigo objeto da submisséo, a autoria e a ordem da lista de autores. Deve
ser assinado por todos os autores. A seguir é apresentado um modelo:
Caro Editor,

Os autores, abaixo assinados, declaram que este manuscrito & original, ndo foi

publicado antes e ndo se encontra submetido para qualquer outra publicagao.
Gostariamos de pedir a atencéo do Editor para a presente publicacéo de nos autores,


http://www.reumatologia.com.br/ees.elsevier.com/bjr
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referente a aspectos do presente manuscrito submetido.
Confirmamos que o manuscrito foi lido e aprovado por todos os autores signatarios e
gue ndo ha nenhum outro autor a fazer parte senéo os listados. Confirmamos também
que a ordem dos autores listada no manuscrito foi aprovada por todos.
Entendemos que o Autor para Correspondéncia sera o unico contato para 0 processo
editorial. Ele serd o Unico responsavel pela comunicagdo com os demais autores
acerca do progresso da submissao, da revisdo do manuscrito e de sua aprovacgao
final.

(Assinatura de todos os autores).

Artigo original:

Deve conter: pagina do titulo, pagina de resumo com palavras-chave, introducéo,
material e métodos ou pacientes e métodos, resultados e discussédo, agradecimentos,
referéncias, tabelas, figuras e legendas das figuras. Nao deve exceder 5.000 palavras,
incluindo-se as referéncias e excluindo-se a pagina do titulo, resumo, tabelas e
legendas. Pode exibir até seis figuras ou tabelas e até 50 referéncias.

Pagina de resumo:

Deve conter: a) objetivo, métodos, resultados e conclusdes, ndo excedendo 250
palavras; b) trés a cinco palavras-chave.

Introducéao:

A finalidade dessa secdo € definir o propdsito e as razdes para a realizagdo do
trabalho. Nao se recomenda extensa revisdo da literatura.

Pacientes e métodos ou material e métodos:

Deve incluir informagdes suficientes que permitam a reproducao do trabalho e,quando
pertinente, a aprovacao pelo Comité de Etica institucional. Os métodos empregados
na analise estatistica devem sempre ser citados.

Resultados:

Devem ser claros e concisos. Tabelas e graficos ndo devem duplicar informacdes.
Discusséo:

Deve ser concisa, interpretando os resultados no contexto da literatura atual. E

conveniente ndo ultrapassar a metade do numero de paginas do trabalho completo.

Agradecimentos:
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Apenas as pessoas que contribuiram, por exemplo, com técnicas, discusséo e envio
de pacientes. Auxilio financeiro deve ser referido na pagina do titulo.

Referéncias:

Devem ser citadas no texto em algarismos ardbicos, sobrescritos e depois da
pontuacdo, sem parénteses ou colchetes. A numeracdo deve ser sequencial, de
acordo com a ordem de citagdo no texto. Nas referéncias com mais de seis autores,
devem ser citados os seis primeiros, seguidos pela expressdo et al. Sugere-se a
utilizagdo dos programas Reference Manager ou Endnote, seguindo-se o estilo
Vancouver. Exemplos de referéncia para diferentes formatos sdo apresentados a
seguir. Os autores devem consultar o NLM’s Citing Medicine para mais informagdes
sobre os formatos das referéncias.

Artigo de revista:

1. Rivero MG, Salvatore AJ, Gomez-Puerta JA, Mascaro JM, Jr., Canete JD, Munoz-
Gomez J et al. Accelerated nodulosis during methotrexate therapy in a patient with
systemic lupus erythematosus and Jaccoud’s arthropathy. Rheumatology (Oxford)
2004; 43(12):1587-8.

Artigo extraido de endereco eletrénico:

2. Cardozo JB, Andrade DMS, Santiago MB. The use of bisphosphonate in the
treatment of avascular necrosis: a systematic review. Clin Rheumatol 2008. Available
from
http://www.springerlink.com.w10069.dotlib.com.br/content/I05j4j3332041225/fulltext.
pdf.

[Accessed in February 24, 2008].

Livro:

3. Murray PR, Rosenthal KS, Kobayashi GS, Pfaller MA. Medical microbiology. 4th
ed. St. Louis: Moshy; 2002.

Tabelas e ilustracdes:

Cada tabela ou figura devera ser numerada em algarismo ardbico e enviada em
arquivo separado (.jpg, .tif, .png, .xls, .doc) com 300 dpi no minimo. Titulo e legenda
devem estar no mesmo arquivo da figura ou tabela a que se referem. Tabelas e
ilustracbes devem ser autoexplicativas, com informagdes suficientes para sua
compreensao sem que se tenha de recorrer ao trabalho. Fotomicrografias devem
incluir a escala apropriada.

Artigos de reviséo:
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Revisbes, preferencialmente sistematicas, podem ser submetidas a RBR, devendo
abordar com profundidade um tema de interesse para o reumatologista. Nao
apresentam estruturacdo padronizada, prescindindo de introducdo ou discussao.
Devem apresentar resumo sem subdivisbes, com trés a cinco palavras-chave, e néo
devem exceder 6.000 palavras, incluindo-se as referéncias e excluindo-se a pagina
do titulo, resumo, tabelas e legendas. Podem exibir até cinco figuras ou tabelas e até
70 referéncias.

Relato de caso:

Deve incluir resumo e palavras-chave, sem necessidade de subdivisdes. O texto,
porém, apresenta as seguintes secdes: introducéo, que deve ser concisa; relato de
caso, contendo a descricdo e a evolugdo do quadro clinico, exames laboratoriais,
ilustracdes e tabelas (que substituem as secfes material e métodos e resultados); e
discusséo. Deve conter no maximo seis autores, e ndo deve exceder 1.500 palavras,
incluindo-se as referéncias e excluindo-se a pagina do titulo, resumo, tabelas e
legendas. Pode exibir até duas figuras ou tabelas e até 15 referéncias.

Comunicacéao breve:

Aborda um ponto ou detalhe especifico de um tema. Deve incluir resumo com no
méaximo 250 palavras, e trés a cinco palavras-chave. O texto ndo necessita
subdivisbes, deve ter até 2.500 palavras incluindo-se as referéncias e excluindo-se a
pagina do titulo, resumo, tabelas e legendas. Pode exibir até trés figuras ou tabelas e
até 25 referéncias.

Regras para aplicar tempos verbais apropriados de acordo com o contexto ou
secéao:

CONTEXTO OU TEMPO VERBAL APROPRIADO

SECAO
Resumo Passado
Introducao Presente, quando se referir a fatos estabelecidos e

conhecimento prévio
Métodos, materiais ePassado

resultados

Discusséo e Combinado de passado (quando se referir a resultados obtidos

Concluséo no trabalho) e presente (quando se referir a fatos estabelecidos
e conhecimento prévio); as vezes pode ser utilizado o futuro
(especialmente quando se referir a perspectivas de trabalhos a
serem realizados)

Atribuicdes Passado Ex.: Andrade et al. relataram...

Descricao de Presente

Tabelas e Figuras

Conhecimento Presente

estabelecido e
resultados prévios

Regras gerais para se obter uma boa escrita em um artigo cientifico::
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1. Prefira a voz ativa.
2. As sentengas devem ser curtas, claras e objetivas.
3. A unidade de medida deve ser abreviada quando empregada com valores
numeéricos (p. ex., 1 mg), mas escrita por extenso quando separada de valor numérico.
Utilize o Sistema Internacional de Unidades (Sl units) para definir as unidades de
medida. Lembre-se de deixar um espacgo entre o niumero e a unidade (p. ex., 10
mg/dL), exceto quando for porcentagem, que deve estar junto (p. ex., 70%). O plural
das unidades de medida é a mesma forma do singular (p. ex., 1 mL, 10 mL; 1 h, 10
h). Quando iniciarem a frase, os numeros devem estar por extenso, e ndo em
algarismo arabico.
4. Defina a abreviagdo na primeira vez que aparecer no texto principal. Apos a
definigdo, use sempre a abreviacdo em vez da forma por extenso. Evite o uso de
abreviacoes no titulo e no resumo.
5. Ao escrever em inglés, ndo utilize contragdes (p. ex., prefira does not em vez de
doesn't).

Livro recomendado: Rogers SM. Mastering scientific and medical writing: a self-help
guide. Berlin: Springer; 2007.

Considerac0es éticas e legais:

A RBR segue as normas do Uniform Requirements for Manuscripts (URM) Submitted
to Biomedical Journals desenvolvidas pelo The International Committee of Medical
Journal Editors (ICMJE) — fevereiro de 2006.

Conflito de interesse:

A confianca publica no processo de revisao por pares e a credibilidade dos artigos
publicados dependem, em parte, de como o conflito de interesse € administrado
durante a redacéao, a revisao por pares e a decisdo editorial. O conflito de interesse
existe quando um autor (ou instituicdo do autor), revisor ou editor tem relacbes
financeiras ou pessoais que influenciem de forma inadequada (viés) suas agdes (tais
relacbes sdo também conhecidas como duplo compromisso, interesses conflitantes
ou fidelidades conflitantes). Essas relagdes variam entre aquelas com potencial
insignificante até as com grande potencial para influenciar o julgamento, e nem todas
as relacbes representam verdadeiro conflito de interesse. O potencial conflito de
interesse pode existir dependendo se o individuo acredita ou ndo que a relacéo afete
seu julgamento cientifico. Relagdes financeiras (tais como emprego, consultorias,
posse de acodes, testemunho de especialista pago) sdo os conflitos de interesse mais
facilmente identificaveis e os mais suscetiveis de minar a credibilidade da revista, dos
autores e da propria ciéncia. No entanto, podem ocorrer conflitos por outras razodes,
tais como relacdes pessoais, competicdo académica e paixao intelectual.

Consentimento informado:

Os pacientes tém o direito a privacidade, que ndo deve ser infringida sem o
consentimento informado. A identificacdo de informagdes, incluindo os nomes dos
pacientes, iniciais ou niumeros no hospital, ndo devem ser publicadas em descri¢des,
fotografias e genealogias, a menos que a informacdo seja essencial para 0s
propésitos cientificos e o paciente (ou responsavel) dé o consentimento livre e
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esclarecido para a publicacdo. O consentimento informado para este propdsito requer
gue 0 manuscrito a ser publicado seja mostrado ao paciente. Os autores devem
identificar os individuos que prestam assisténcia a escrever e divulgar a fonte de
financiamento para essa assisténcia. Detalhes identificadores devem ser omitidos se
nao sdo essenciais. O anonimato completo € dificil de se conseguir; no entanto, no
caso de qualquer duvida, o consentimento deve ser obtido. Por exemplo, mascarar a
regido ocular em fotografias de pacientes € uma protecao de anonimato inadequada.
Se as caracteristicas de identificagdo s&o alteradas para proteger o anonimato, como
na linhagem genética, os autores devem garantir que as alteracdes néo distorcam o
significado cientifico. Quando o consentimento informado foi obtido, ele deve ser
indicado no artigo publicado.

Principios éticos:

Ao relatar experimentos em seres humanos, os autores devem indicar se 0s
procedimentos seguidos estiveram de acordo com os padrées éticos do comité
responsavel por experimentagdo humana (institucional e nacional) e com a
Declaracao de Helsinki de 1975, revisado em 2000. Se houver duvida se a pesquisa
foi realizada em conformidade com a Declaracdo de Helsinki, os autores devem
explicar a razdo para sua abordagem e demonstrar que o corpo de revisao institucional
aprovou explicitamente os aspectos duvidosos do estudo. Ao relatar experimentos
com animais, os autores devem indicar se as orientacdes institucionais e nacionais
para o cuidado e a utilizacado de animais de laboratério foram seguidas.

Registro de ensaios clinicos:

Os ensaios clinicos devem ser registrados segundo recomendacdo da OMS em
www.who.int/ictrp/en/. A definicdo de ensaios clinicos incluem ensaios preliminares
(fase I): um estudo prospectivo com o recrutamento de individuos submetidos a
qualquer intervencao relacionada a satde (medicamentos, procedimentos cirargicos,
aparelhos, terapias comportamentais, regime alimentar, mudancas nos cuidados de
saude) para avaliar os efeitos em desfechos clinicos (qualquer parametro biomédico
e de saude, inclusive medidas farmacocinéticas e reacfes adversas). A RBR tem o
direito de ndo publicar trabalhos que ndo cumpram estas e outras normas legais e
éticas explicitadas nas diretrizes internacionais.

Financiamento e apoio:
Os autores devem, também, informar se receberam financiamento ou apoio de

instituicbes como CNPq, CAPES, Fundos Remanescentes da SBR, instituicbes
universitarias, laboratérios etc.



