UNIVERSIDADE FEDERAL DOS VALES DO
JEQUITINHONHA E MUCURI - UFVIM

ADRIANO PRADO SIMAO

EFEITOS DA ADICAO DA VIBRACAO DE TODO O CORPO AO
EXERCICIO EM CADEIA CINETICA FECHADA
(AGACHAMENTO) SOBRE PARAMETROS INFLAMATORIOS E
NEUROENDOCRINOS E A SUA ASSOCIACAO COM O
DESEMPENHO E A CAPACIDADE FUNCIONAL EM IDOSOS
COM OSTEOARTRITE DE JOELHO.

DIAMANTINA - MG
2013



ADRIANO PRADO SIMAO

EFEITOS DA ADICAO DA VIBRACAO DE TODO O CORPO AO
EXERCICIO EM CADEIA CINETICA FECHADA
(AGACHAMENTO) SOBRE PARAMETROS INFLAMATORIOS E
NEUROENDOCRINOS E A SUA ASSOCIACAO COM O
DESEMPENHO E A CAPACIDADE FUNCIONAL EM IDOSOS
COM OSTEOARTRITE DE JOELHO.

Tese apresentada a Universidade Federal
dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri
(UFVJIM), como parte das exigéncias do
Programa  Multicéntrico de  Poés-
Graduacdo em Ciéncias Fisiologicas, da
Sociedade Brasileira de Fisiologia na
UFVJM, na area de Ciéncias Bioldgicas 11,
como requisito parcial para obtencdo do
titulo de Doutor em Fisiologia.

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Ana Cristina Rodrigues Lacerda
Co-orientador: Prof. Dr. Candido Celso Coimbra

DIAMANTINA - MG
2013



Ficha Catalografica - Servigo de Bibliotecas/UFVJM
Bibliotecana: Jullyele Hubner Costa CRB-6/2972

S588e
2013

Simao, Adriano Prado

Efeitos da adicdo da vibracdo de todo o corpo ao exercicio em
cadeia cinética fechada (agachamento) sobre pardmetros
inflamatérios e neurocenddcrinos e a sua associacdo com o
desempenho e a capacidade funcional em idosos com osteoartrite de
joelho. / Adriano Prado Simdo. — Diamantina: UFVJM, 2013.

196 p. - il

Orientadora: Prof.2 Dr2 Ana Cristina Rodrigues Lacerda
Coorientador: Prof. Dr. Candido Celso Coimbra

Tese (doutorado) —Universidade Federal dos Vales do
Jequitinhonha e Mucuri. Faculdade de Ciéncias Biologicas e da
Saudde. Programa Multicéntrico de Pds-graduacao em Ciéncias
Fisiologicas, 2013.

1. Osteoartrite. 2. Idosos. 3. Receptores soliveis de TNF-alfa. 4.
Fator neurotréfico derivado do cérebro. 5. Vibragado de todo o corpo. L.
Lacerda, Ana Cnstina Rodrigues. ll. Coimbra, Candido Celso. Il
Titulo.

CDD 616.72

Elaborada com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).




EFEITOS DO EXERCICIO EM CADEIA CINETICA FECHADA
(AGACHAMENTO) REALIZADO EM PLATAFORMA VIBRATORIA
SOBRE PARAMETROS INFLAMATORIOS E HORMONAIS E A SUA

ASSOCIACAO COM A CAPACIDADE FUNCIONAL EM IDOSOS COM
OSTEOARTRITE DE JOELHO

Adriano Prado Simao

Tese apresentada ao Programa
Multicéntrico de Pds-Graduacdo em
Ciéncias Fisiolégicas da Sociedade
Brasileira de Fisiologia, nivel de
Doutorado, como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Doutor.

APROVADA EM 22/ 11/ 2013

Prof. Candido Celso Coimbra — UFMG

Prof.2 Janetti Nogueira Francischi — UFMG

Prof.2 Leani Souza Maximo Pereira — UFMG

Prof. Ronaldo Luis Thomasini — UFVJM

Prof. Gustavo Eustaquio Brito Alvim de Melo — UFVIM

Prof.2 Ana Cristina Rodrigues Lacerda

Presidente

DIAMANTINA
2013



“Ninguém ignora tudo. Ninguém sabe tudo. Todos nos sabemos alguma

coisa. Todos nods i1gnoramos alguma coisa. Por 1sso aprendemos
»

sempre.

- Paulo Freire -



Dedico este trabalho:

Aos meus amados e queridos pais (Suely Prado Simédo e José Benedito Simdo) tudo o
que faco e conquisto em minha vida € pensando em vocés. Agradeco 0s ensinamentos e
as oracdes que sempre me dao forca nos momentos em que eu mais preciso. Vocés sao

exemplos de vida para mim.

A minha amada e adoravel esposa Roseli, meu eterno amor, minha princesa. Seu
carinho, dedicacédo a familia e sua forma positiva de enfrentar as dificuldades da vida,

foram incentivos determinantes para eu chegar até aqui.

Aos meus eternos e adoraveis filhos Breno e Adrian, duas joias raras em minha vida,
pelo carinho, pela atencdo e permissdo das minhas auséncias como PAI neste periodo

para dedicacao aos estudos.

A minha irmd Talita Prado Simdo e seu namorado Junior pela carinho, pela torcida e

pelo incentivo nesta caminhada.

A minha irmad Aline Prado Simao, meu cunhado Ednilson e minhas lindas sobrinhas

Amanda e Ana Beatriz pelo carinho e incentivo apesar da distancia.

A Delfina Jordao Prado (in memorian) minha avo materna, que estara sempre ao meu
lado, aos meus avos paternos Tereza lzidia dos Santos e Benedito Flauzino Simao pela

torcida e pelos ensinamentos sobre a vida.

Aos meus cunhados Neiva, Luciano, Sérgio, Arnaldo (in memorian) e a minha querida
sogra Maria Aparecida de Lima (in memorian) para quem serei um eterno

“fisioterap€utico”.

Aos demais familiares e amigos que mesmo a distancia estiveram sempre torcendo e me

incentivando a alcancar mais esta conquista.



AGRADECIMENTOS

Nesta tese de doutorado, apesar do processo solitario a que qualquer investigador esta
destinado, ndo posso deixar de reconhecer a contribuicdo de varias pessoas. Desde o inicio do
doutoramento, contei com a confianca e 0 apoio de inimeras pessoas e instituicdes. Sem estas
contribuices, esta investigacao ndo teria sido possivel.

Primeiramente a Deus por me amparar nos momentos dificeis, me dar forca interior para
superar as dificuldades, mostrar os caminho nas horas incertas e me suprir em todas as minhas
necessidades;

Aos idosos e idosas que participaram deste estudo, que tanto me ensinaram com suas
sabedorias de vida, que ndo mediram esforcos para participar dos treinamentos e acima de tudo
acreditaram neste estudo;

A minha amiga e orientadora, professora Dr.2 Ana Cristina Rodrigues Lacerda, pela
presenca constante em todo o desenvolvimento deste estudo, pela orientacdo, confianca que
depositou no meu trabalho e pela amizade;

Ao professor Dr. Candido Celso Coimbra, pelo apoio em todas as fases desse estudo;

Ao professor Claudio Heitor Balthazar, pela imprescindivel ajuda na viagem até Santos
e o grande auxilio e ensinamentos nas analises hormonais;

A professora Regina Célia Spadari pela estrutura laboratorial na UNIFESP-Campus
Baixada Santista permitindo as analises hormonais;

A professora Vanessa Amaral Mendonca pelo auxilio e ensinamentos nas anélises das
citocinas pelo ELISA,;

Ao Dr Sérgio Antunes Santos pela sua disposicdo, compromisso e parceria nas coletas
de liquido sinovial e sangue.

Ao Hospital Nossa Senhora da Saude de Diamantina pela parceria e pela permissao para
realizacéo deste estudo.

Aos professores Mauro Martins Teixeira e Antonio Lucio Teixeira pelas valiosas
contribuicGes nas escritas dos artigos e empréstimo da estrutura laboratorial na UFMG para as
anélises com ELISA;

Ao Prof. Dr. Gustavo Eustaquio Brito Alvim de Melo, a Prof® Dr? Leani Souza Maximo
Pereira e a Prof® Dr? Janetti Nogueira de Francischi, membros da minha banca de qualificacéo,

pelas orientacdes e sugestdes que ajudaram a engradecer este estudo nesta reta final.



Aos professores do programa Multicéntrico (PMCF) — UFVJM, pelos ensinamentos
durante as discussdes multiprofissionais e nas disciplinas que contribuiram para 0 meu
crescimento profissional,

Aos meus colegas do LAFIEX e LIM, pelo aprendizado adquirido nas apresentacGes
dos projetos, artigos e pelas valiosas discussdes cientificas;

Ao meu grande amigo Prof. Wellington Fabiano Gomes, pela amizade, auxilio nas
viagens e estadia em Belo Horizonte e pelas valiosas discussdes dos artigos da Nature, durante
as disciplinas na UFMG;

Aos alunos de iniciagdo: Bruno, Téssio, Rosalina e Camila que estavam sempre
dispostos durante as incanséaveis coletas no hospital e aos finais de semana e por toda a parceria
desenvolvida;

Ao Departamento de Fisioterapia da UFVJM pelas liberacGes nos momentos oportunos
que contribuiram para facilitar esta caminhada;

A todos meus amigos e colegas que direta ou indiretamente torceram por mim e me
apoiaram nesta longa caminhada;

Aos mentores da Proposta de Criacdo do Programa Multicéntrico, por nos terem
oferecido a oportunidade de ingressar em um programa inovador que oferece a possibilidade
de um amplo aprendizado através de um convivio essencialmente multiprofissional;

As agéncias de fomento CAPES, FAPEMIG e CNPq, pelo apoio financeiro;

Aqueles ndo lembrados ou nédo citados, por favor me perdoem a injustica do
esquecimento.



RESUMO

Introducdo: Recentemente, a vibracéo de todo o corpo (VTC) tem sido um método de exercicio
fisico indicado para aumentar o desempenho e a capacidade fisico-funcional de idosos com
osteoartrite (OA) de joelho. No entanto, os mecanismos relacionados aos efeitos produzidos
por essa modalidade ainda ndo foram completamente investigados. Objetivos: O objetivo deste
estudo foi investigar os efeitos da adicdo de VTC aos exercicios de agachamento na
concentracdo plasmatica de marcadores inflamatorios e no desempenho e capacidade
funcionais de idosos com OA de joelho na fase remissiva da doenca (Estudo 1) e investigar os
efeitos da adi¢do do treinamento de VTC ao exercicio de agachamento em mulheres idosas
com OA de joelho na fase remissiva da doenca nos seguintes parametros: 1) forca isométrica
do musculo quadriceps; 2) concentracdo plasmatica de BDNF; e 3) na concentracdo salivar da
razdo testosterona/cortisol (Estudo 2). Investigar a relacdo entre os niveis plasmaticos e no
liquido sinovial do TNF-a e seus receptores soluveis (STNFR1 e sTNFR2) assim como de
BDNF em idosos com OA de joelho e ainda verificar a relacdo destes com a gravidade da OA
e 0 autorrelato de dor, rigidez e funcdo fisicacom o WOMAC (Western Ontario and McMaster
University Osteoarthritis Index) em idosos com OA de joelho na fase inflamat6ria aguda
(Estudo 3). Metodologia: No estudo 1, trinta e dois idosos com OA de joelho foram divididos
em trés grupos: grupo que realizou exercicio de agachamento associado a plataforma vibratéria
(grupo plataforma N=11), grupo que realizou exercicio de agachamento sem vibracdo (grupo
agachamento N=10) e o grupo controle (N=11). Um programa estruturado de exercicios de
agachamento foi executado trés vezes por semana em dias alternados por doze semanas nos
grupos plataforma e agachamento. A concentracdo plasmatica de receptores soltveis de TNF-
a (STNFR1 e sTNFR2) foi analisada usando a técnica de ELISA. O WOMAC foi usado para
avaliar o autorrelato da funcao fisica, dor e rigidez. O teste de caminhada de 6 minutos, a escala
de Berg e o teste de velocidade da marcha foram utilizados para avaliar a funcédo fisica. No
estudo 2, foram selecionadas quinze mulheres idosas com idade maior ou igual a 60 anos que
tinham sido diagnosticadas com OA em pelo menos um joelho. A intervengao consistiu de doze
semanas seguidas de exercicios de agachamento, 3 vezes por semana. O protocolo de exercicio
foi similar em ambos os grupos diferindo apenas da presenca de vibragdo. Ja no estudo 3
participaram vinte e sete idosos diagnosticados com osteoartrite de joelho e dezenove idosos
saudaveis. Radiografias antero-posteriores do joelho foram realizadas para determinar a
gravidade da doenca no joelho afetado. A classificacdo radiografica da OA do joelho foi

realizada utilizando os critérios Kellgren-Lawrence. Os niveis de TNF-a, sSTNFR1, sTNFR2 e



BDNF no plasma e no liquido sinovial foram determinados por ELISA. Resultados: No estudo
1, o grupo que realizou exercicios de agachamento na plataforma vibratoria mostrou diminuicéo
nas concentracdes plasmaticas dos marcadores inflamatorios STNFR1 e sSTNFR2 (p<0,001 e
p<0,05, respectivamente), no autorrelato da dor (p<0,05), melhora no equilibrio (p<0,05) e na
velocidade e distancia caminhada (p<0,05 e p<0,001, respectivamente) comparado com 0 grupo
controle. O teste de velocidade da marcha também apresentou aumento no grupo plataforma
quando comparado ao grupo agachamento (p<0,01). Os resultados do estudo 2 demonstraram
uma variagao (A) positiva dos valores da forca isométrica muscular do quadriceps (p=0,02) e
da concentracdo plasmatica de BDNF (p=0,03) no grupo vibracdo ap6s o periodo de
intervengao. A variagdo (A) na razdo testosterona/cortisol (T/C) ndo diferiu significativamente,
entre os grupos (p=0,61). No estudo 3, os niveis de BDNF no liquido sinovial correlacionou-se
significativamente com dor autorrelatada [WOMAC] (rs = 0,39, p=0,04). Com relacdo aos
receptores sollveis para TNF-a, observou-se uma diferenca entre os niveis de STNFR1 e de
STNFR2, tanto no plasma quanto no liquido sinovial em pacientes com OA do joelho (1091 +
99,48 pg / mL versus 2249 + 126,3 pg / mL e 2587 * 66,12 pg / mL versus 2021 + 107,0 pg /
mL, respectivamente). Além disso, os niveis de STNFR1 no liquido sinovial foram,
negativamente, correlacionadas com a dor e a funcdo fisica autorrelatada (rs -0,6785, p<0,0001
e rs -0,4194; p=0,03, respectivamente). Ao passo que, os niveis de STNFR2 no liquido sinovial
foram negativamente correlacionadas com dor e rigidez articular (rs -0,5433, p=0,01 e rs -
0,4249; p=0,02, respectivamente). Conclusdes: Os resultados dos estudos supracitados indicam
que a adi¢do da vibracdo de todo o corpo ao treinamento com exercicio de agachamento, nas
condicBes experimentais propostas, melhora o equilibrio estatico e dindamico e o desempenho
da marcha e a0 mesmo tempo reduz a autopercepcéo de dor e a concentracdo de marcadores
inflamatorios (STNFR1 e STNFR2) em idosos com OA de joelho na fase de remissao da doenca.
Além disso, a associagdo da vibracdo de todo o corpo ao exercicio de agachamento promove
uma melhora na forga muscular de membros inferiores em mulheres idosas com OA de joelho
na fase de remissdo da doenca e proporciona uma resposta adaptativa na concentracdo de BDNF
sem alteragdo na relagdo muscular de anabolismo/catabolismo. Ja os resultados da relagcdo entre
sistémico e local, indicam que os niveis de BDNF sistémicos estdo associados com o
mecanismo da dor articular na OA de joelho. Com relacéo aos receptores soluveis de TNF-a,
evidenciou-se a presenca de receptores solveis para TNF-a no liquido sinovial de pacientes
com OA primaria de joelho e a relacdo destes receptores com parametros clinicos.

Palavras chave: Osteoartrite; ldosos; Receptores sollveis de TNF-alfa; Fator neurotréfico
derivado do cérebro; Vibracdo de todo o corpo.
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ABSTRACT

Introduction: Recently, whole body vibration (WBV) has been an alternative method of
exercise that has been indicated to improve the physical performance of the elderly with
osteoarthritis (OA) knee. However, the mechanisms related to the effects produced by this
training mode have not been fully elucidated in the literature. Objectives: 1) To investigate the
effects of the adittion of whole-body vibration to squat exercises on the plasma concentration
of inflammatory markers and the functional performance of elderly individuals with knee OA
remission phase (Study 1) and investigate the effects of WBV in addition to squat exercise
training in elderly women with knee OA remission phase on the following parameters: 1)
isometric strength of the quadriceps muscle; 2) BDNF plasma concentration; and 3) the
testosterone/cortisol salivary concentration ratio (Study 2). 3). To analyze the concentrations of
TNF-a, soluble receptors (STNFR1 and sSTNFR2) and BDNF in both plasma and synovial fluid
of patients with inflammatory acute phase primary knee osteoarthritis during inflammatory
acute phase, and to determine the possible correlations of plasma and synovial fluid TNF-a,
soluble receptors (STNFR1 and sSTNFR2) and BDNF with the radiographic grading of knee OA
and with self-reported pain, stiffness and physical function (Study 3). Methods: In study 1
thirty-two elderly subjects with knee osteoarthritis were divided into three groups [i.e., squat
exercises on a vibratory platform (platform group N= 11), squat exercises without vibration
(squat group N= 10) and the control group (N=11)]. The structured program of squat exercises
in the platform and squat groups was conducted three times per week, on alternate days, for
twelve weeks. The plasma concentration of TNF-a soluble receptors (STNFR1 and sSTNFR2)
were analyzed using ELISA. The Western Ontario and McMaster University Osteoarthritis
Index (WOMAC) questionnaire were used to evaluate self-reported physical function, pain and
stiffness. The 6-minute walk test, the Berg balance scale, and gait speed were used to evaluate
physical function. In study 2 the eligible patients were fifteen (15) elderly women > 60 years
of age who had been diagnosed with OA in at least one knee. The intervention consisted of
uninterrupted squatting exercises for twelve weeks, 3x/week. The exercise protocol was similar
in both groups differing only in the presence of vibration. In study 3 samples of plasma taken
from the peripheral blood and of synovial fluid taken from the knee of patients with
osteoarthritis (OA) were collected (n=27). Anteroposterior knee radiographs were taken to
determine disease severity in the affected knee. Radiographic grading of OA in the knee was
performed using the Kellgren-Lawrence criteria. Furthermore, plasma was collected from the
peripheral blood of 19 healthy individuals, with no radiographic change in the hips and knees.
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The Western Ontario and McMaster University Osteoarthritis Index (WOMAC) questionnaire
was used to evaluate self-reported physical function, pain and stiffness. ELISA measured the
TNF-a, STNFR1, sTNFR2 and BDNF levels in the plasma and synovial fluid. Results: In the
study 1 the group that performed squat exercises on a vibratory platform, there were significant
differences in plasma concentrations of the inflammatory markers sTNFR1 and sTNFR2
(p<0.001 and p<0.05, respectively), self-reported pain (p<0.05), balance (p<0.05) and speed
and distance walked (p<0.05 and p<0.001, respectively) compared with the control group. The
gait speed test also showed significant differences between the squat and platform groups
(p<0.01). In the results of the study 2, the VG group demonstrated a significantly greater change
(A) in IQMS values (p = 0.02) and in BDNF plasma concentrations (p = 0.03) after the
intervention period compared with the EG group. The change (A) in T/C ratio showed no
difference between the groups (p = 0.61). In the results of the study 3, the plasma BDNF levels
significantly correlated with self-reported pain [WOMAC] (rs=0.39, p=0.04). According to
soluble receptors to TNF-a, there was a difference between sSTNFR1 and STNFR2 levels in
plasma as well as in synovial fluid in patients with knee (1091 + 99,48 pg / mL versus 2249 +
126,3 pg / mL e 2587 + 66,12 pg / mL versus 2021 £ 107,0 pg / mL, respectively). Synovial
fluid STNFR1 levels were negatively correlated with pain and physical function self-reported
(rs-0.6785, p<0.0001 and rs-0.4194, p=0.03, respectively). Synovial fluid STNFR2 levels were
negatively correlated with pain and joint stiffness (rs-0.5433, p=0.01 and rs-0.4249, p=0.02,
respectively). Conclusions: The results of the above studies indicate that the addition of
vibration training the whole body to squat exercise in the experimental conditions resulted in
improvement in static and dynamic balance and gait performance and reduced the self-
perception of pain and the concentration of inflammatory markers (STNFR1 and STNFR2) in
elderly patients with knee OA. We also demonstrate that the combination of vibration training
the whole body to squat exercise can promote an improvement in lower limb muscle strength
in elderly women with knee OA and still provide an adaptive response to the concentration of
BDNF compared with no change in muscle anabolism/catabolism. The results of the
relationship between systemic and local concentration indicate that the systemic BDNF levels
are associated with the mechanism of joint pain in knee OA. With respect to TNF-a soluble
receptors, the findings demonstrated the presence of soluble receptors for TNF-alpha,
particularly sTNFR1, in the synovial fluid of patients with primary knee OA and the
relationship between these receptors and clinical parameters.

Keywords: Osteoarthritis; Elderly; TNF-a soluble receptors; Brain-derived neurotrophic
factor; Whole-body vibration.



12

LISTA DE FIGURAS E ILUSTRACOES

Figura 1 — Modelo explicativo do €StUAO ..........cccovvriieiiiicre e 29
Figura 2 — Esquema demonstrando as etapas do protocolo experimental...............c..cc..c.... 30
Figura 3 — Fluxograma d0 €StUAO L........cccceeieiiriieie et 33

Figura 4 — Variacdo na concentracao plasmatica de STNFR1 (A) e STNFR2 (B) antes e ap0s
0 periodo de intervengdo (delta = A). ** p<0,01 e * p<0,05 para grupo plataforma versus

GIUPO CONMIOIB. ...ttt bbbttt ettt b bbb 40

Figura 5— Variag6es do autorrelato de dor (A) e no equilibrio, o qual foi avaliado pela escala
de equilibrio de Berg (B), distancia percorrida no teste de caminhada de 6 minutos (C) e
velocidade da marcha (D) antes e ap6s o periodo de intervencdo (delta = A). * p<0,05 and
*** p<0,001 para grupo plataforma versus grupo controle. ** p<0,01 grupo plataforma
VErSUS grup0 @gACNAMENTO.......ccuitiitiitiesieieste sttt bbbttt bbbt 41

Figura 6 — Fluxograma do €StUAO 2..........ccceeueiiiiieie e 47

Figura 7 — (A) Variacdo da forca isométrica do musculo quadriceps (FIMQ) antes e apds o
periodo de intervencao (delta = A) no grupo vibragdo (GP) e grupo agachamento (GA). Os
dados séo apresentados como média e desvio paddo. *GP apresenta diferenca significativa
de GA, p<0,05. (B) A variacdo na concentracdo plasmatica de BDNF antes e ap0s o periodo
de intervencéo (delta = A) no grupo vibragao (GP) e no grupo agachamento (GA). Os dados

sdo apresentados como média e desvio paddo. *GP apresenta diferenca significativa de GA,

Figura 8 — Diagrama de dispersdo mostrando a correlacdo positiva entre os valores de delta
(A) da forca isométrica dos muasculos quadriceps (FIMQ) e a concentragdo plasmética do

fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) em mulheres idosas com osteoartrite (OA)

Figura 9 — A alteracdo dos razdes testosterona/cortisol [niveis basais, antes e ap0s o periodo

de intervencdo (delta = A)] no grupo de vibracao (GP) e o grupo de agachamento (GA). Os



13

dados sdo apresentados como média e desvio padrdo. * GP é significativamente diferente de
GAL P 0,05ttt 54

Figura 10 — Niveis de BDNF no plasma e liquido synovial de pacientes com OA e

(101011 (0] [T TUT ORI 64

Figura 11 — Correlacdo positiva entre os niveis plasméaticos de BDNF em pacientes com OA
de joelho e o autorrelato de dor (WOMAQC) (rs=0,39; p=0,04).......ccoereiiriniriiiniiieieees 64

Figura 12 — A) Niveis dos receptores soltveis do fator de necrose tumoral alfa 1 (STNFR1)
no plasma e no liquido sinovial de pacientes com osteoartrite (OA) (n= 27) e no plasma de
controles saudaveis (n= 19), B) niveis dos receptores do fator de necrose tumoral alfa 2
(STNFR2) no plasma e no liquido sinovial de pacientes com osteoartrite (OA) (n= 27) e no
plasma de controles saudaveis (n=19). As linhas horizontais (em negrito) indicam os valores

MBOIOS. . ettt ettt e et oo et ettt e e e et e e e ——eeeee e e e e e ———teaeeeeeaa e ————aaaeaaa i —— 65

Figura 13 — Niveis de STNFR1 e sTNFR2 no liquido sinovial e no plasma de pacientes com
osteoartrite de joelho. As linhas horizontais (em negrito) indicam os valores médios............ 66

Figura 14 — Correlacdo negativa entre os niveis de receptores soltveis do fator de necrose
tumoral (STNFR) no liquido sinovial de pacientes com osteoartrite do joelho (OA) com os
parametros clinicos e funcionais (WOMAC). A) Niveis de STNFR1 no liquido sinovial se
relacionaram negativamente com a intensidade da dor (WOMAC), B) os niveis de STNFR1
no liquido sinovial se relacionaram negativamente com o desempenho funcional (WOMAC),
C) os niveis de sSTNFR2 no liquido sinovial se relacionaram negativamente com a intensidade
da dor (WOMAC), D) niveis de STNFR2 no liquido sinovial se relacionaram negativamente
com a rigidez articular (WOMAL)........oiiieeii it 67



14

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 —Progressao do treinamento utilizando exercicios de agachamento sem (GA) e com
VIbragao de tod0o 0 COIPO (GP)......ooviiiiiiiiiieiieieiee bbb 31

Tabela 2 — Caracterizacdo da amostra do eStudo L..........cccocveveiieiieie i 38

Tabela 3 — Valores pré-teste e pds-teste da avalicdo do desempenho, da capacidade funcional

e da concentracdo plasmatica de STNFRL € STNFR2.......ccccovieiieiieieieie e 39

Tabela 4 — Teste post hoc (delta) da avaliacdo do desempenho, da capacidade funcional e
da concentracdo plasmatica de STNFR1 € STNFR2.........ccccceiiiiiiiieic e 41

Tabela 5 — Caracterizacdo da amostra do grupo vibracao (GP) e grupo agachamento (GA).

Dados apresentados como média (SD). P < 0,05.....c.ccuieiriiririieise e 51

Tabela 6 — Variaveis (antes e apds treinamento) do grupo vibragdo (GP) e grupo
agachamento (GA). Dados apresentados em media (£). p< 0,05.......coocevvriiieniiniinienieniennns 52

Tabela 7- Caracterizacdo da amostra dos grupos OA e controle (Estudo 3).........cc.cccvvvennenne. 63



AMPK
BDNF —
BSA —
CIVM —
ELISA —
FIMQ —
GA —
GP—
ICC -
IL-1—
IL-6 —
OA —
PBS -
SNS —

STNFR1 —

STNFR2 —

T/C —
TACE —

TNFR1 -

TNFR2 —

TNF-0 —

VTC -
WOMAC —

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

proteina quinase ativada por AMP (AMP-activated protein kinase)

Fator neurotréfico derivado do cérebro (Brain-derived neurotrophic factor)
Soro albumina bovina (Bovine serum albumin)

Contracao isométrica voluntaria méxima

Ensaio imunoenzimatico (enzyme-linked immunosorbent assay)

Forca isométrica muscular do quadriceps

Grupo alongamento

Grupo plataforma

Coeficiente de correlacdo intraclasse (intra-class correlation coefficient)
Interleucina 1

Interleucina 6

Osteoartrite

Tampao fosfato salino (phosphate buffer saline)

Sistema nervoso simpatico

Receptor soltvel do fator de necrose tumoral alfa 1 (Soluble tumour
necrosis factor receptors 1)

Receptor soltvel do fator de necrose tumoral alfa 2 (Soluble tumour
necrosis factor receptors 2)

Raz&o testosterona/cortisol

Enzima proteinase de converséo do fator de necrose tumoral alfa (tumor
necrosis factor-a-converting enzyme)

Receptor de membrana do fator de necrose tumoral alfa 1 (tumour-necrosis
factor receptor-1)

Receptor de membrana do fator de necrose tumoral alfa 2 (Tumor necrosis
factor receptor 2)

Fator de necrose tumoral alfa (Tumor necrosis factor alpha)

Vibracdo de todo o corpo

Western Ontario and Mcmaster universities osteoarthritis index

15



1.

16

SUMARIO
T (0T L8 o= T TSRS OS 17
1.1 OStE0AIIITE (OA)..uiiiieiiiie ittt re e e s te e e e nneenas 17
1.2 Par&metros inflamatorios na 0StEOArtrite...........cuvvrveirineieniniseeee e 18
1.3 EXErciCio fiSICO NA OA........ooiiiiiitieeiet e 21
1.4 Vibragao de todo 0 COMPO (VTC)..cuiiiiiiiiiiiiieieriesie sttt 22
1.5 Fator neurotrdfico derivado do cérebro (BDNF).......ccooeiiiieicinienciseeee 23
1.6 Hormonios versus FOrga MUSCUIAN............ooviiiiiiiicee s 23
1.7 HIPOTESES. ...ttt ettt ettt b et et 25
ODJELIVOS. ...ttt sttt et a e ae e rs 26
2.1 ODJEIVO QEIAL......ccuieieieiece et 26
2.2 ODjJetiVos ESPECITICOS. ... iiiiiiicieiie e s 26
JUSTIFICALIVAL ...t 27
VL3 (To (o] (o] | - PSP TSP U P URPRUPPPRPOIOR 28
4.1 Similaridades entre 0S eStUAOS. ......itieriitiiti ettt 29
4.1.1 Aplicacéo dos protocolos de treinamento (EStudos 1 € 2)........ccccveveviveineenenn 29
4.1.2 Protocolo das analises de ELISA (plasma e liquido sinovial)............cc.ccce.ee.. 31

4.2 Estudo 1: Investigar os efeitos do exercicio de agachamento combinado com a

vibracdo de todo o corpo nas concentracfes plasmaticas de citocinas inflamatérias

e no desempenho e capacidade funcional em idosos com osteoartrite de joelho...... 32
1Y/ 1= (oo o SRS 32
4.2.1.1 PArTICIPANTES. ...c.ee ittt bbbttt b 32
4.2.1.2 ProOCEAIMENTOS. .. ettt sttt bbbttt 33

4.2.1.3 Andlises dos marcadores inflamatOrios.........ccoueeeeeeeee oo, 34



17

4.2.1.4 Avaliacao radiografiCas..........cccceieeieeiiiiiesie e 34
4.2.1.5 Avaliacdo do desempenho e da capacidade funcional..............ccccceeverinnnnn. 34
4.2.1.6 ANALISE ESLALISTICA. .. ..veveieeeiiee e e 36
4.2.2 RESUITAUOS. ... 38
4.2.3 DISCUSSAD. ... .cvveueeieesteste ettt ettt skttt ettt b et b bttt et e b b nre e 42
4.2.4 PrinCipais aChadOS..........c.coveiuiiieiieiie ettt ae e ee e 45

4.3 Estudo 2: Investigar os efeitos da adicdo da vibragcdo de todo o corpo ao
treinamento de agachamento sobre a for¢ca muscular isométrica, na concentracao

plasmatica do fator neurotréfico derivado do cérebro e na concentracdo salivar em

repouso da razdo testosterona/cortisol em idosos com osteoartrite de joelho............ 45
B0 1Y/ 11 (oo o TSP 45
4.3.1.1 PartiCIPANtES........cooviviviiiiiicieis s 46
4.3.1.2 PrOCEAIMENTOS. .. .cviiiieiieiieiesie st sttt sttt sttt st sbesne e 47
4.3.1.3 Avaliacdo da forca isométrica do musculo quadriceps (FIMQ).................... 48
4.3.1.4 Anélise dos niveis plasmaticos de BDNF..........cccccevviiiiiicviccc e 48
4.3.1.5 Coleta salivar e analise hormonal..............ccoceveiiiiniiiniseee 49
4.3.1.6 ANALISE ESTALISTICA. ... eveveveciicieeeee e 49
4.3.2 RESUITAUOS. ...ttt sttt esae e nreenee e 52
4.3.3 DISCUSSAD. ... eevveiteesieeieaseeateesteeseesseesaeeseesseessaessesseesseensesseesseeseaneesseenseaneesseensens 55
4.3.4 PrinCIPaisS @CadOS. ........couiiiiiieiiiiesisee e 58

4.4 Estudo 3: Investigar a relacdo entre as concentragdes plasmaticas e no liquido
sinovial de BDNF, TNF-a e seus receptores soluveis (STNFR1 e sSTNFR2) em
idosos com OA de joelho e ainda verificar a relagéo destes com a gravidade da OA

e 0 autorrelato de dor, rigidez e funcéo fisica (WOMAC) em idosos com OA de



18

4.4.1.1 PArtICIPANTES. ...c.vi ittt bt 60
4.4.1.2 ProCEAIMENTOS. ....cviieieiieiieieteste sttt 60
4.4.1.3 Avaliagdo radiogréafica e dos pardmetros clinicos e funcionais...................... 61
4.4.1.4 Processamento do plasma e do liquido Sinovial............cccceoieieiniiiinincnn, 61

4.4.1.5 Analise dos niveis de BDNF, TNF-a, sSTNFR1 e sTNFR2 no plasma ¢ no

QUIO SINOVIAL.......c.eiiiieieciee e re e 62
4.4.1.6 ANALISE ESLALISTICA. .. ..veveeeiieeeeiieiereee e 62
4.4.2 RESUITAUOS. ... .ot 63
AA2LBDNF. ... 63
4.4.2.2 Receptores soliveis (STNFR1 € STNFR2).......cccocoviiiiiiiiiiiee e 65
4.4, 3 DISCUSSED. .....c.eeueee ettt ettt sttt sttt b ettt b bbbt b et ane e 67
4.4.4 PrinCipais aChad0S...........ciuieiiiiieiicie ettt re e 72
CONCIUSDES. ...tttk b bbbttt e 73
Referéncias bibliografiCas...........cccoviiiiiiiiicce e 74
AANEXOS. ...ttt r e 91
7.1 Anexo 1 — Aprovacao do Comité de Etica m Pesquisa (Estudos 1 e 2).................. 91
7.2 Anexo 2 — Western Ontario and McMaster University Osteoarthritis Index...... 92
7.3 Anexo 3 —Escala de Equilibrio de BERG...........ccocoiiiiiiiiiiiieceec e 95
7.4 Anexo 4 — Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa (EStudo 3)...................... 102
AR T AN o o Tt SRS PPRR 104
A AN 1 1T o TSRO PUPPRRTRPRN 114
A N 1 1T To T TSSO PUPPSRTRPR 154

T B ATTIZO Aot bbb b bbb 169



19

1. INTRODUCAO

Sabe-se que o Brasil vem passando por uma mudanca no perfil demogréafico da sua
populacdo. Este fendmeno, chamado de transicdo demogréfica, reflete alguns fatores, como a
queda da fecundidade materna e da mortalidade infantil, a redu¢do nimero de mortes causadas
por doencas infecto-contagiosas, o aumento da expectativa de vida e o envelhecimento
progressivo da populacdo (MINAYO, 2012).

Assim, o Brasil estd deixando para tras o seu perfil de "um pais de jovens", devido ao
aumento no namero de idosos. Em 1991, os idosos correspondiam a 7,3% (10,7 milhdes) da
populacéo brasileira, de acordo com o censo de 2010, esse indice subiu para 10,7% (20,5
milhdes). As projecdes indicam que, em 2020, 13,6% da populacéo brasileira sera constituida
por pessoas idosas (MINISTERIO DA SAUDE-BR, 2010). Nas suas politicas, o Brasil adota
a recomendacdo da Organizacdo Mundial da Satde (OMS) de utilizar a idade de 60 anos como
um ponto de corte para definicdo de idosos nos paises em desenvolvimento (VERAS et al.,
1987).

Atualmente, o perfil dos idosos € definido com uma maior prevaléncia (55.5%) de
mulheres vilvas com baixa renda e baixa escolaridade (GARRIDO & MENEZES, 2002;
MINISTERIO DA SAUDE-BR, 2010). Este fato vem sendo denominado como fenémeno da
feminilizacdo da velhice segundo especialistas em gerontologia (BERQUO, 1996;
CHAIMOWICZ, 1997; VERAS, 2003; GARRIDO & MENEZES, 2002).

Mais da metade dos idosos (53,3%) apresenta algum problema de saude sendo que,
destes, 23,1% séo portadores de doencas cronicas (GARRIDO & MENEZES, 2002). Portanto,
este processo de transi¢do epidemioldgica que vem ocorrendo nos Gltimos anos em paises tanto
desenvolvidos quanto em desenvolvimento, transformou o paradigma de salde, fazendo com
que, hoje, doencas crbnicas e degenerativas como a osteoartrite (OA) — que afetam
freqiientemente a populagdo idosa feminina — venham a assumir papel de “destaque” (RAMOS,
2003; WANNMACHER, 2006).

1.1 Osteoartrite (OA)

A OA é a forma mais comum de artrite e a maior causa de dor e disfungdo em idosos
(LOESER, et al., 2012). Ao longo do século 20, a definicdo de osteoartrite evoluiu
consideravelmente, de "artrite hipertrofica” para uma definigdo de consenso mais recente: “OA

passou a ser considerada uma doenca derivada do resultado de eventos, tanto mecanicos quanto
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biologicos que desestabilizam o equilibrio normal entre a degradacdo e a sintese dos
condrdcitos articulares, da matriz extracelular, da cartilagem e do osso subcondral” (SHARMA
et al., 2003).

Atualmente, a OA ¢ definida como uma doenca crénica, progressiva, degenerativa de
etiologia multifatorial, envolvendo fatores biomecanicos, bioquimicos e genéticos que
contribuem para o desequilibrio entre a sintese e a destruigdo da cartilagem articular (LOESER
etal., 2012; GOLDRING & GOLDRING, 2004; SHARMA et al., 2003). Quando clinicamente
evidente, a OA é caracterizada por dor articular, rigidez, inchago, diminuicéo da forca muscular
e da funcionalidade e graus variaveis de inflamacdo (LOESER et al., 2012; MICHAEL et. al.,
2010; ZACARON et al., 2006).

Dentre as articulagcdes acometidas, o joelho é a fonte mais comum da OA, afetando cerca
de 7% das pessoas com idade entre 65 e 70 anos e 11,2% daqueles com mais de 80 anos (KEVIN
et al., 2012; MARX et al., 2006). De acordo com uma meta-analise realizada por Srikanth et
al. (2005), a prevaléncia e a incidéncia de OA diferem entre homens e mulheres, sendo que as

mulheres mostram prevaléncia e gravidade, significativamente, maiores da OA do joelho.

1.2 Parametros inflamatérios na osteoartrite

A degradacdo da cartilagem articular do joelho pela OA causa um processo inflamatorio
devido a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias, mediadores enddgenos das reacdes
inflamatdrias, responsaveis pela digestdo proteolitica da cartilagem articular (PENNINX et al.,
2004). Esta reacdo inflamatdria exibe caracteristicas de uma resposta imune dependente de
célula T, caracterizada pela presenca de um infiltrado de células T (frequentemente nodular), ),
apresentacdo de antigenos para ativacgao de células T, producdo de citocinas Thl, e de células
T oligoclonais na membrana sinovial (MOSMANN & SAD, 1996).

As células T que se desenvolvem no timo dividem-se em duas classes principais: as
células T citotoxicas e as células T auxiliares ou helper (Th). Quando ativadas por uma célula
apresentadora de antigeno, uma célula T auxiliar virgem pode diferenciar-se em dois tipos
distintos de células T auxiliares efetoras, denominadas Thl e Th2 (CHEWINSKI et al., 1987).
As citocinas, cuja producdo é modulada pelas células T, sdo polipeptidios de baixo peso
molecular, produzidos a partir de diversas células estimuladas: macréfagos, linfocitos, células
endoteliais, musculares, fibroblastos e adipdcitos. S&o consideradas como responsaveis por
regular e modular as respostas imunolodgicas inibindo ou estimulando a ativagéo, proliferacdo e

diferenciacdo de diversos tipos de células regulando a secrecdo de anticorpos e de outros
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mediadores e, consequentemente, controlando ou perpetuando o processo inflama
(MOSMANN & SAD, 1996; SAKKAS & PLATSOUCAS, 2007).

Ja estd bem documentado que a osteoartrite esta associada a altos niveis de marcadores
inflamatdrios tais como: interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) e receptores soltiveis para TNF-a (STNFR1 e sSTNFR2) (GOEKOOP et. al., 2010;
KUETTNER & COLE, 2005; MILLER et. al.,, 2008). Concomitantemente, idosos
frequentemente apresentam um baixo grau de inflamagdo. Recentemente, estudos tém
explorado a importancia clinica do aumento de niveis circulantes de mediadores inflamatérios,
principalmente de IL-6 e TNF-a (KRABBE et al., 2004).

A interleucina-1 (IL-1) é produzida por condrécitos, fagocitos mononucleares,
osteoblastos e pelo tecido sinovial em resposta a lesdo da cartilagem articular. Sendo
considerada uma citocina pro-inflamatéria importante na instalacdo do processo inflamatorio.
Sua funcdo seria induzir os condrocitos e 0s sinovidcitos a produzirem as metaloproteinases e
prostaglandinas, além de deprimir a sintese do colageno tipo Il e dos proteoglicanos
(reparadores da cartilagem) e somatomedinas que impedem a proliferacdo dos condrocitos. A
IL-1 também aumenta a producdo do éxido-nitrico, a qual induz o desarranjo estrutural dos
condrécitos (BONDESON et. al., 2008).

A Interleucina-6 (IL-6), que tem sido chamada de citocina dos gerontologistas, tem sido
indicada como uma das principais vias de sinalizagcdo que modulam a complexa relagéo entre o
envelhecimento e a morbidade crénica (ERSHLER, 1993). Na OA, a IL-6 € induzida pelas
citocinas IL-1 e TNF-a e desempenha um papel de modulagdo do processo inflamatdrio
articular (KAAPOR et al., 2011; GOLDRING, 2000). Essa citocina é considerada um potencial
biomarcador para o desenvolvimento da OA, podendo fornecer informacdes para a constitui¢éo
do prognostico da doenca (LIVSHITS et. al., 2009). De acordo com estudo recente in vitro,
niveis elevados de IL-6 parecem promover o metabolismo anabdlico de condrécitos residentes,
beneficiando a formagéo de neocartilagem durante a regeneragdo (TSUCHIDA et al., 2012).

O fator de necrose tumoral (TNF-a) é uma potente citocina, predominantemente pro-
inflamatoria e catabolica envolvida na iniciagdo e progressdo da osteoartrite (GOLDRING,
2000; GOLDRING & GOLDRING, 2004) e é produzida, principalmente, por fagdcitos
estimulados pela IL-1 (ADERKA et. al., 1992). Os sinais intracelulares para a resposta ao TNF-
a sdo fornecidos pelos receptores de superficie celular, classificados em duas espécies distintas,
TNFR1 e TNFR2, com as quais 0 TNF-a apresenta alta afinidade de ligagdo. O TNFR1 ¢
expresso pela maioria dos tipos celulares, enquanto 0 TNFR2 é expresso principalmente por

células de origem hematopoiéticas e células endoteliais (WAETZIG et. al., 2005). Ambos o0s
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receptores para TNF-o também existem nas formas soluveis (sTNFR1 e sTNFR2),
aparentemente derivados por clivagem das formas encontradas na superficie celular pela
enzima proteinase conversora de TNF-a (TACE). Estes receptores soluveis do TNF-a
concorrem com o receptor de superficies na ligacdo com o TNF-a modulando sua atividade
inflamatoria, sendo sugerido que eles funcionam como atenuadores fisioldgicos da atividade
degradativa do TNF-a (ADERKA et. al., 1992; WAETZIG et. al., 2005). Segundo Penninx et.
al. (2004), niveis elevados de receptores soltveis de TNF-a estdao associados com a diminui¢do
da funcéo fisica, aumentos dos sintomas da OA (por exemplo, um aumento da dor e rigidez), e
piores escores radiograficos em idosos obesos com OA do joelho. Vale mencionar que os
voluntérios deste estudo encontravam-se na fase de remissdo da OA. Assim, os resultados
encontrados por esse estudo ndo podem ser extrapolados para outros estudos que avaliaram as
concentracdes destes receptores solUveis na fase aguda da OA.

A deteccédo e a quantificacdo de citocinas tém sido realizadas local e sistemicamente.
Localmente, é realizada por meio do liquido sinovial que permite monitorar as alteragdes da
cartilagem articular e promove melhor entendimento da fisiopatologia da OA. Pesquisas com o
liquido sinovial podem refletir mais precisamente o processo inflamatdrio presente em
articulacdes osteoartriticas (PETERSSON et. al., 1997; CARAMES et. al., 2008).

Apesar do liquido sinovial ser considerado o melhor fluido para a anélise dos eventos
ocorridos dentro da articulacdo (FERNANDES et al., 2002), a analise sistémica, por meio do
plasma, € menos invasiva e pode ser utilizada em mensuracBes repetidas com resultados
confiaveis, sendo amplamente utilizada nas pesquisas com OA, além de permitir, ainda, avaliar
resultados de terapéuticas de longo prazo (BONDESON et al., 2008). Entretanto, as citocinas e
as suas concentracdes presentes no liquido sinovial e no plasma, em geral, ndo sdo as mesmas.
Desta forma, a determinag&o da relagdo entre as concentra¢@es plasmaticas e o liquido sinovial
poderia facilitar o entendimento da fisiopatologia local e sisttmica da OA, além de permitir a
inferéncia dos eventos locais a partir da analise do sangue periférico.

Recentemente, varios estudos tém avaliado e estabelecido a relagéo entre a concentracéo
de marcadores da OA sistémica e local (plasma e liquido sinovial), tais como: fator de
crescimento de fibroblasto basico [bFGF] (HONSAWEK et al., 2012); Receptor sollvel para
produtos finais de glicacdo avancada [SRAGE] (HONSAWEK E CHAY ANUPATKUL, 2010)
e proteina Ossea morfogenética-7 [BMP-7] (HONSAWEK et al., 2009). No entanto, nédo
encontramos na literatura atual, estudos avaliando a relacdo entre a concentragdo plasmatica e
o liquido sinovial de TNF-a, sSTNFR1, sSTNFR2 ¢ BDNF em pacientes com OA.
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1.3 Exercicio fisico na OA

Os beneficios do exercicio fisico sdo evidentes, ndo somente em pessoas saudaveis, mas
também em pacientes (VINA et al., 2012). Estudos observacionais e randomizados tém
mostrado que a pratica regular de exercicio fisico contribui para o tratamento de vérias doencas
crénicas (AVELAR et al., 2011; GOMES et al., 2012; WARBURTON et al., 2006).

A dor e o aumento do liquido intra-articular, que sdo comuns na OA do joelho,
sensibilizam os mecanorreceptores capsulares que enviam sinais para interneurénios inibitorios
medulares. Esses interneurdnios inibem os neurdnios motores alfa e, consequentemente, 0s
sinais que seriam transmitidos para os grupos musculares, especialmente o quadriceps. Este
fendmeno, denominado inibicdo muscular artrogénica é, provavelmente, gerado pela
informacdo aferente anormal da articulacdo afetada, resultando na diminuicéo da ativacdo dos
masculos que nela atuam, (McNAIR et al., 1996), progredindo para uma perda de massa
muscular e influenciando o desempenho de atividades da vida diaria como caminhar, subir
escadas e levantar uma cadeira (SHARMA et al., 2003; GLASS et al., 2013). E oportuno
mencionar que o0s exercicios de agachamento, por mimetizarem as atividades de vida diaria
supracitadas, sdo usualmente recomendados para idosos como parte de um programa de
treinamento envolvendo varias atividades esportivas e recreacionais, bem como durante
reabilitacdo, objetivando o aumento da forga muscular e o desempenho funcional
(FLANAGAN et al., 2003). Além disso, a perda muscular relacionada a idade é também um
resultado da reducdo do tamanho e namero de fibras musculares, possivelmente devido a um
processo multifatorial que envolve a inatividade fisica, a ingestdo nutricional, estresse oxidativo
e alteracbes hormonais que correspondem a uma condicdo conhecida como sarcopenia.
Devemos, ainda, considerar a marcada perda de motoneurdnios e brotamento neuromuscular
anormal observados em mamiferos de idade avancada (McNair et al., 1996).

Apesar do processo de degradacédo da cartilagem articular ser considerado irreversivel,
sabe-se que ele pode ser estabilizado ou retardado com atividades fisicas que melhorem a forca
e a propriocepgdo nos membros inferiores (ENGLUND, 2010; JAN et al., 2009; DUNLOP et
al., 2010). O maior desafio do tratamento conservador da OA em idosos € encontrar atividades
fisicas que atuem dentro da chamada “janela terapéutica” (isto ¢, onde a carga seja alta o
suficiente para ser efetiva, mas ndo alta o suficiente para causar deterioracéo articular). Dentro
desta perspectiva, o treinamento com a vibracgdo de todo o corpo tem sido recomendado como
uma ferramenta eficiente e segura para aumentar a forca muscular (VERSCHUEREN et al.,
2004; ROELANTS et al., 2004) e a propriocep¢do (VERSCHUEREN et al., 2004) em mulheres
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idosas com OA de joelho (TRANS et al., 2009; SANTOS et al., 2011). Vérios outros efeitos
fisiologicos também vém sendo obtidos em resposta ao exercicio agudo realizado em uma
plataforma vibratoria, tais como um aumento na ativacdo muscular (ABERCROMBY et al.,
2007), melhora do desempenho fisico (COCHRANE et al., 2007 e 2010) e alteracdes nos niveis
hormonais (BOGAERTS et al., 2007; ROSCHEL et al., 2011).

1.4 Vibracao de todo o corpo (VTC)

Os cientistas tém investigado os efeitos de vibragdo sobre o corpo humano durante
muitos anos. Na maioria das vezes, as vibragdes foram estudadas no ambito da medicina do
trabalho e consideradas como “negativas”. Podemos citar, como exemplo estudos sobre os
riscos a saude decorrentes da vibracdo sofrida pelos motoristas de caminhdes durante suas
jornadas de trabalho. No entanto, durante a ultima década, o treinamento com VTC tornou-se
muito popular como um complemento ao treinamento de forca regular (JORDAN et al., 2005),
em uma tentativa de aumentar sua eficacia atingindo todos os tecidos do sistema musculo-
esquelético.

A VTC foi desenvolvida na década de 70 (1970) na antiga Unido Soviética para ser
utilizada no treinamento de astronautas com o propoésito de se evitar a perda mineral 6ssea e
massa muscular durante os voos espaciais (NAZAROV & SPIVAK, 1985), ja os primeiros
relatos de treinamento atlético envolvendo a VTC comecaram a aparecer ja no final da década
de noventa (MESTER et al., 1999).

Durante esta modalidade de treinamento, o individuo é posicionado em ortostatismo ou
realizando movimentos dindmicos, tais como agachamento variando-se a amplitude com apoio
uni- e bipodal, movimentos de flexdo plantar com os pés apoiados sobre a plataforma. As
vibragdes estimulam os fusos musculares e os motoneurdnios alfa iniciando uma contragéo
muscular pela ativacao do reflexo de vibracao tonica. Esta contracdo muscular reflexa aumenta
a sincronia das unidades motoras quando combinadas com uma contragdo voluntaria
(DELECLUSE et. al., 2003; BOGAERTES et. al., 2007). O treino em VTC € uma forma segura,
adequada e um método de treinamento eficaz, que produz efeitos semelhantes ao treinamento
de forca regular, mas com uma menor carga sobre a articulacéo afetada. Por isso, torna-se uma
intervencdo potencialmente vidvel para aqueles pacientes que ndo podem participar de um
treinamento convencional de resisténcia mecénica, tal como os pacientes idosos e/ou com
osteoartrite do joelho (ROELANTS et al., 2004; TRANS et al., 2009; LAU et al., 2011).
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Existe uma lacuna na literatura quanto & capacidade do treinamento de vibracéo de todo
0 corpo de minimizar componentes inflamatorios ou de previnir o declinio funcional e a
progressao da osteoartrite de joelho em idosos. Na literatura pesquisada, até 0 momento, poucos
estudos avaliaram o efeito do treinamento de VTC na forca muscular de idosos com OA de
joelho (TRANS et al.,, 2009; PARK et al., 2013). No estudo de Trans et al. (2009), foi
demonstrado que o programa de exercicio na plataforma vibratoria aumentou a forga muscular
em comparagdo com o grupo controle em mulheres com OA de joelho (TRANS et al. 2009). Ja
no estudo de Park et al (2013), o ganho de forca produzido pela associacdo de plataforma
vibratoria aos exercicios domiciliares foi similar ao grupo que realizou somente o0s exercicios
domiciliares. No entanto, ndo encontramos na literatura estudos sobre 0s possiveis mecanismos

relacionados a melhora do desempenho muscular nesta populacéo.

1.5 Fator neurotrdfico derivado do cérebro (BDNF)

O BDNF é um membro da familia dos fatores neurotréficos que desempenha um papel
chave na regulacdo do crescimento, sobrevivéncia e manutencdo de neur6nios (LINDSAY et
al., 1994), na diferenciacdo, na plasticidade sindptica e eficicia da transmissdo sinaptica
(KNAEPEN et al., 2010) e esta envolvido na regeneracdo muscular (SAKUMA &
YAMAGUCHI, 2011). Das neurotrofinas, o BDNF, que é considerado uma proteina induzida
pela contracdo do musculo esquelético (MATTHEWS et al., 2009), parece ser a mais suscetivel
a regulacao pelo exercicio e pela atividade fisica (KNAEPEN et al., 2010; COELHO et al.,
2012). Considerando-se, também, que, durante o exercicio vibratorio os estimulos mecéanicos
sdo transmitidos ao corpo estimulando as terminagdes primarias dos fusos musculares que, por
sua vez, ativam os neurdnios motores alfa, resultando em contracGes musculares (TRANS et
al., 2009), é possivel que este tipo de treinamento possa induzir alteragdes nos niveis
plasmaticos de BDNF, prevenindo a degeneracdo de motoneurdnios e das inervagdes das fibras

musculares em idosos com OA do joelho.

1.6 Horménios versus For¢a muscular

Relatos na literatura indicam que a reducdo observada na forca muscular ocorre em
conjunto com alteragdes no perfil hormonal de idosos (ENEA et al., 2011). A avaliagdo do
sistema endocrino desempenha um papel importante na determinacgéo da resposta individual ao

exercicio e mudancas na concentracdo de testosterona e cortisol tém recebido grande atencao
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devido aos seus efeitos marcantes sobre a remodelagdo dssea e forca muscular (KRAEMER &
RATAMESS, 2005, CARDINALE et al., 2010; ENEA et al., 2011). A testosterona e o cortisol
parecem ser intensamente afetados por sessdes de treinamento de for¢ca em homens jovens, mas
ndo ha consenso sobre as suas respostas em mulheres idosas (ERSKINE et al., 2007). Além
disso, ao considerarmos o exercicio ou treinamento cronico, os dados disponiveis na literatura
ndo sdo conclusivos, havendo circunstancias em que o exercicio pode levar até mesmo a uma
diminuicdo nos niveis circulantes de androgenos. Por conseguinte, sugeriu-se que as alteracdes
hormonais podem ter um impacto significativo na fisiologia feminina e desempenho fisico
(CROWLEY & MATT, 1996; UCHIDA et al., 2004; ELLOUMI et al., 2008).

Vale ressaltar que, em resposta aos agentes estressores, na tentativa da manutencédo da
homeostase, sdo ativadas respostas adaptadoras autonémicas, neuroenddcrinas, hormonais e
comportamentais, que incluem modificacbes no metabolismo e oferta de substratos energéticos
(PACAK & PALKOVITS, 2001). As respostas compensatdrias desencadeadas apresentam
padrbes especificos. Entretanto, quando a ameaca a homeostase excede um limiar, a partir do
qual sdo consideradas de grande magnitude, as respostas de ajuste perdem sua especificidade
(CHROUSOS & GOLD, 1992; PACAK & PALKOVITS, 2001). Os efeitos do estresse
influenciam estruturas centrais e periféricas por meio da acdo em receptores especificos de
substancias efetoras sintetizadas e liberadas, principalmente, pelo cortex e medula adrenal e
pelo sistema nervoso simpatico (SNS). Se a adaptacdo ao estresse falha, a concentracdo de
corticosterdides permanece alta na circulacdo por muito tempo. O excesso de glicocorticoides
tem consequéncias catabolicas (SAPOLSKY, 2000), pois estes horménios estimulam a
gliconeogénese e a proteodlise, 0 que causa aumento da concentracdo plasmatica de glicose e de
acidos graxos. Embora o cortisol seja fundamental para o funcionamento psiconeuroendocrino
normal, aumentos crénicos na sua concentracdo desencadeiam efeitos negativos sobre
masculos, fungbes imunoldgicas, metabolismo 06sseo, humor, cogni¢do e comportamento
(KRAEMER, 2004).

O crescimento muscular esquelético € modulado por alteragdes tanto na sintese quanto
na degradacédo protéica. A diminuigdo da concentracdo plasmatica de cortisol e 0 aumento da
concentragdo de testosterona, que devem ocorrer entre dois periodos de maior carga de trabalho,
intercalados por um periodo de repouso, promovem a hipertrofia muscular esquelética
(McMURRAY & HACKNEY, 2000), reduzindo a protetlise e aumentando a sintese protéica
(KRAEMER, 2004).

A razéo entre testosterona/cortisol (T/C), obtida das concentracdes desses hormoénios

encontrados na saliva dos sujeitos estudados determina o estado de anabolismo ou de
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catabolismo de substratos energéticos e, com isso, influencia a adaptacéo a carga de trabalho
imposta (AIZAWA, 2003). Ela tem sido frequentemente utilizada como um indicador do nivel
de tensdo que é aplicada pelo exercicio. Dessa forma, alteracbes na concentracdo desses
horménios sdo responsaveis por modular diversas respostas induzidas pelo treinamento como
hipertrofia e ganho de forca (CROWLEY & MATT, 1996; UCHIDA et al., 2004).

Portanto, a investigacdo do efeito do treinamento de vibragdo de todo o corpo em idosos
com OA de joelho poderia trazer subsidios importantes para o estabelecimento de estratégias
terapéuticas. Se o treinamento de vibracdo de todo o corpo obtiver resultados benéficos nas
variaveis estudadas supracitadas, este método poderd ser uma ferramenta adicional no

tratamento ndo-farmacoldgico da OA de joelho.

1.7 HipGteses
Nossas hipoteses para este estudo sugerem que:

v' Havera melhora no desempenho e na capacidade fisico-funcional nos
parametros inflamatdrios e neuroenddcrinos ap6s o programa de treinamento de
agachamento associado a VTC em idosos com OA de joelho na fase de remissdo
da doenga.

v' Havera presenca e uma relacao positiva entre as concentracdes de BDNF, TNF-
a e seus receptores soltveis (STNFR1 e STNFR2) no liquido sinovial com as
concentragfes plasmaticas assim como com o autorrelato de dor, rigidez e

funcao fisica em idosos com OA de joelho na fase inflamatdria aguda da doenca.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Investigar os efeitos da adi¢do da VTC ao exercicio de agachamento em parametros
inflamatorios e neuroenddcrinos, relacionando-os com desempenho e a capacidade fisico-

funcional em idosos com OA de joelho.

2.2. Objetivos especificos

1. Investigar os efeitos da vibracao de todo o corpo associada ao exercicio de agachamento nas
concentracdes plasmaticas de citocinas inflamatorias e no desempenho e capacidade funcional
em idosos com osteoartrite de joelho na fase de remissdo da doenca (Estudo 01);

2. Investigar os efeitos da adi¢do da vibragéo de todo o corpo no treinamento de agachamento
sobre a for¢a muscular isométrica, na concentracao plasmatica do fator neurotréfico derivado
do cérebro e na concentracdo salivar em repouso da razédo testosterona/cortisol em idosos com
osteoartrite de joelho na fase de remisséo da doenca (Estudo 02).

3. Investigar a relagdo entre as concentracBes plasmaticas e o liquido sinovial de citocinas
inflamatorias (TNF-a) e receptores soltveis (STNFR1 e STNFR2) em idosos com OA de joelho
na fase inflamatéria aguda da doenca (Estudo trés).

4. Investigar a relacdo das concentracGes plasmaticas e no liquido sinovial de citocinas
inflamato6rias (TNF-o)) e receptores soltuveis (STNFR1 e sTNFR2) com a gravidade e o
autorrelato de dor, rigidez e funcéo fisica (WOMAC) em idosos com OA de joelho na fase

inflamatoria aguda da doenga (Estudo 3).
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3. JUSTIFICATIVA

O envelhecimento populacional é uma realidade mundial e, com ele, as doencas cronico-
degenerativas sdo desafios cada vez mais freqiientes para os profissionais de satde. No Brasil,
a velocidade de alteracdo da distribuicéo etéria é bastante elevada e isso gera a necessidade de
investimento em solugdes para 0s problemas que acometem a populagdo idosa, como é o caso
da osteoartrite.

A OA é caracterizada, principalmente, pela alteracdo da cartilagem hialina e do osso subcondral
promovendo importantes alteragdes clinicas e funcionais. A articulacéo do joelho esté entre as
mais acometidas e seu tratamento consiste em agOes bastante amplas, indo de intervencdes
medicamentosas e fisioterapia a intervencgdes cirurgicas. A degradacao da cartilagem articular
do joelho pela OA causa um processo inflamatério devido a liberacdo de citocinas pré e anti-
inflamatorias, mediadores enddgenos das reacdes inflamatdrias, responsaveis pela digestdo
proteolitica da cartilagem articular e outros (PENNINX et al., 2004).

A deteccdo e a quantificacdo de citocinas no liquido sinovial permite monitorar as alteracdes
da cartilagem articular e promove o melhor entendimento da fisiopatologia da OA. Apesar do
liquido sinovial ser considerado o melhor fluido para analisar os eventos ocorridos dentro da
articulacdo (BOGAERTS et al., 2007), a analise do plasma é mais rapida, menos invasiva e
mais facil de ser utilizada em mensurages repetidas.

Sabe-se que é necessario minimizar ou reverter a progressao dessa doenca e, neste aspecto, 0s
exercicios sdo fundamentais, pois ndo estdo focados somente nas consequéncias advindas das
alteracOes estruturais da articulacdo. O tratamento da OA pode ser composto de exercicios
especificos para treinamento da musculatura (forca, resisténcia), bem como treino de
propriocepcao e equilibrio.

Recentemente, o treinamento de VTC tem sido recomendado como uma eficiente
alternativa para o treinamento de forca muscular, propriocepcao e equilibrio (TRANS et al.,
2009; VERSCHUEREN et al., 2004). A possibilidade de idosos com OA de joelho se
beneficiarem com a VTC, justifica a importancia de uma investigacao sobre quais seriam estes
possiveis beneficios, pois mesmo os idosos que ndo sao atraidos por programas de exercicios
terapéuticos convencionais ou que nédo sdo capazes de realiza-los, poderiam ter na VTC uma
alternativa de tratamento.

Portanto, seria de grande valia e altamente aplicavel no atendimento a estas populacdes,
a investigacéo do efeito da adicdo de VTC em parametros inflamatorios, neuroendocrinos e sua

associacdo com o desempenho e a capacidade funcional de idosos com OA de joelho.
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4. METODOLOGIA

As realizacOes desses estudos obedeceram aos principios éticos para pesquisa envolvendo seres
humanos, conforme Resolucéo 196-96 do Conselho Nacional de Saude, recebendo a aprovacéo
do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal dos Vales dos Jequitinhonha e Mucuri
(Anexo 01).

Para participar do estudo, os pacientes tinham que atender aos seguintes critérios de incluséo:
1) Ter idade de 60 anos ou mais; 2) Apresentar diagnostico de OA em pelo menos um joelho —
que foi baseado em critérios clinicos e radiograficos do Colégio Americano de Reumatologia
(2002). A gravidade da OA de joelho foi classificada radiologicamente de acordo com a escala
de Kellgren e Lawrence (1957) composta da classificacdo que varia de zero a quatro graus,
considenrando zero como normal e quatro como OA grave. O grau dois (ostedfitos definidos
e possivel estreitamento do espaco articular) foi usado como um ponto de corte para classificar
OA do joelho (KELLGREN & LAWRENCE, 1957; SCHIPHOP et al., 2008); 3) N&o
apresentar enhum trauma recente no joelho; 4) N&o fazer uso de qualquer dispositivo de auxilio
a marcha como, por exemplo, bengalas, muletas, andadores; 5) Nao ter recebido tratamento
fisioterapico ou qualquer outro procedimento de reabilitacdo nos Ultimos trés meses; 6) Ter
presenca de condi¢des clinicas e cognitivas minimas para a realizagdo de atividades fisicas; 7)
N&o ter feito uso de glicocorticdides por pelo menos dois meses antes do inicio do estudo. Os
pacientes foram excluidos quando apresentaram: 1) Doenca ortopédica; 2) Problemas
cardiacos, neuroldgicos, ou respiratorios agudos que impedissem o desempenho dos exercicios
propostos; 3) Déficit cognitivo sugerido por um escore inferior aqueles compativeis com a sua
escolaridade ao realizarem o Mini-Exame do Estado Mental (BERTOLUCCI et al., 1994); 4)
Relato de distarbios vestibulares, imunossupressdo ou imunodeficiéncia, ou falta de controle
esfincteriano (anal e/ouvesical).

Foram realizados trés estudos com os respectivos objetivos: 1°.) investigar os efeitos do
exercicio de agachamento combinado com a vibracdo de todo o corpo nas concentracGes
plasmaticas de citocinas inflamatorias e no desempenho e capacidade funcional em idosos com
osteoartrite de joelho na fase de remissdo da doenca; 2°.) investigar os efeitos da adicdo da
vibracdo de todo o corpo ao treinamento de agachamento na forca muscular isométrica na
concentracdo plasmatica do fator neurotrofico derivado do cérebro e na concentracédo salivar
em repouso da razdo testosterona/cortisol em idosos com osteoartrite de joelho na fase de
remissdo da doenga; 3°.) investigar a relacdo entre as concentrages plasmaticas e no liquido
sinovial de BDNF, TNF-a e seus receptores soluveis (STNFR1 e STNFR2) em idosos com OA
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de joelho, assim como a relagdo desses marcadores com a gravidade da OA e com o autorrelato
de dor, rigidez e funcéo fisica (WOMAC) em idosos com OA de joelho na fase inflamatdria

Osteoartrite
de Joelho

aguda da doenca (Estudo 03).

WOMAC

A B
[ Fase remissiva ] [ Fase aguda ]
Vibragio de Todo o Corpo Anilise Sistémica — Plasma
+ Analise Local — Liguido Sinovial
Agachamento
Parimetros Parfimetros
Andlise Plasmitica Anilise Salivar Inflamatérios <—> Neuroendbcrinos
‘ ‘ sTINFR.1 & sTNFR2 BDNF
Parimetros Inflamatérios Parimetros Hormonais
o s'l"N'FR;_e S'INF};_E . Testosterona e Cortisol
aramefrasB[;\.;;uen DCLUN0S [Relnq:?io com Desempenho Funcional }

Relacdo com Desempenho Funcional
WOMAC
Relagio com Capacidade Funcional
) Escala de Equilibrio - BERG
Teste de Caminhada de 6 Minutos
Teste de Velocidade da Marcha
Forga Isométrica Muscular de Quadriceps - FIMGQ

Figura 1. Modelo explicativo do estudo. A) representacdo dos estudos 1 e 2; B) representacéo do estudo
3.

4.1. Similaridades entre os estudos:

Os estudos apresentam algumas similaridades que serdo destacadas a seguir:

4.1.1 Aplicacéo dos protocolos de treinamento (Estudos 1 e 2):

Todos os individuos foram submetidos a um programa estruturado de exercicios de
agachamento nos grupos de intervencdo (grupo plataforma [GP] e grupo agachamento [GA])
realizado trés vezes por semana, em dias alternados, durante doze semanas. O programa
estruturado de exercicio era composto por um protocolo de aquecimento em bicicleta
estacionaria (Stone Fitness, Huntertown, Estados Unidos) por dez minutos ininterruptos a 70%
da frequéncia cardiaca maxima prevista para a idade e monitorada com um
cardiofrequencimetro (Polar F4, Kempele, Finlandia), seguido do exercicio de agachamento
realizado a partir de cerca de 10° de flexdo do joelho chegando até 60° de flexdo do joelho
(Figura 2).
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treinamento treinamento
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treinamento vibragéo detodo o corpo treinamento
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Avaliagédo Treinamento: 12 semanas: 3 sessdes por semana; Avaliagdo
Radiografica; 6-8 séries (20-40 segundos) Radiografica;
WOMAC; WOMAC;
Testes Testes
Funcionais e Funcionais e
Fisicos Fisicos

Figura 2. Esquema demonstrando as etapas do protocolo experimental.

Para cada voluntéario, o angulo de 60° no joelho foi medido antes da série de exercicios
e uma barreira foi aplicada sob as nadegas para limitar o grau de flexdo do joelho. Para controle
temporal durante o agachamento, um examinador fornecia incentivo verbal e padronizado
controlando o tempo de manutencao da posicao de semi-agachamento (3 segundos) e da posi¢éo
final do agachamento de 60° de flexdo dos joelhos (3 segundos de contracdo isométrica) em
cada repeticdo de agachamento. Além disso, uma distancia predeterminada foi mantida entre
0s pés (14 cm a direita e 14 cm para a esquerda do centro da plataforma de vibracdo) para
garantir que cada um dos membros inferiores recebessem a mesma quantidade de estimulos
vibratdrios. Além disso, com o objetivo de manter o controle do centro de gravidade do corpo
atrés da base do suporte, o posicionamento da coluna , bragos e cabega, assim como o tipo de
agachamento (simulando o movimento de sentar em uma cadeira) foram padronizados .

Os sujeitos do GP receberam uma vibragédo sinusoidal vertical em uma plataforma
modelo comercial FitVibExcell Pré (FitVibe, GymnaUniphy NV, Bilzen, Belgica). O modelo
consiste de uma plataforma oscilatoria em torno de um eixo central colocado entre os pés do
individuo. Os pardmetros da vibracdo no grupo plataforma basearam-se nos principios da
progressdo da carga de treinamento: a frequéncia variou de 35 a 40 Hz, a amplitude foi de 4
mm e a aceleracdo variou entre 2,78-3,26 g. A escolha de frequéncias vibratdrias e a amplitude

foram definidas de modo a se obter uma faixa de aceleracdo entre 2 e 5 g, a qual foi sugerida
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por ser suficiente para a obtencdo de efeitos fisioldgicos por Delecluse et al. (2003). Antes da
coleta de dados, os valores de aceleragéo da plataforma foram aferidos com a utilizacdo do
acelerdmetro Mega (ZPP1-3D-BC The Acceleration Measuring Kit).

O volume de treinamento de agachamento para GP e GA foi aumentado
sistematicamente durante as doze semanas de intervencdo, por meio do aumento no tempo e no
namero de séries e na reducdo do tempo de repouso. Para os pacientes do GP, além dos
incrementos previamentes citados, uma sobrecarga adicional foi fornecida pela variacdo da
aceleracao da plataforma vibratoria por meio do aumento na frequéncia vibratéria (35-40 Hz)
(RAUCH et al., 2010) Tabela 1.

Tabela 1: Progresséo do treinamento utilizando exercicios de agachamento sem (GA) e com vibracéo de

todo o corpo (GP).
Tempolrepeticio de Tempo de
Semanas Pardmetros de vibragao exercicio de descanso entre
(somente para o GP) agachamento séries
(GA & GP) (GA e GP)
Freqliéncia de Amplitude de Aceleragio
vibragdo vibragdo (mm) (@)
(Hz)
1 35 Hz 4 2,78 20 segs/s repeticdes 20 segundos
2 35 Hz 4 278 20 segs/s repeticdes 20 segundos
3 35 Hz 4 2,78 25 segs/7 repeticdes 25 segundos
4 35 Hz 4 2,78 30 segs/s repeticdes 25 segundos
5 35 Hz 4 2,78 30 seqs/8 repeticoes 20 segundos
6 35 Hz 4 2,78 40 segs/s repeticdes 20 segundos
7 40 Hz 4 3.26 40 segs/s repeticdes 40 segundos
8 40 Hz 4 3.26 40 segs/s repeticdes 40 segundos
9 40 Hz 4 3.26 40 segs/s repeticdes 30 segundos
10 40 Hz 4 3.26 40 segs/8 repeticdes 30 segundos
11 40 Hz 4 3.26 40 segs/s repeticdes 25 segundos
12 40 Hz 4 3.26 40 segs/s repeticdes 25 segundos

4.1.2 — Protocolo utilizado para as analises com ensaio imunoadsorvente ligado a

enzima (ELISA) no plasma e no liquido sinovial: (Estudos 1,2 e 3)

A concentracdo plasmaética e o liquido sinovial de BDNF, TNF-a, sSTNFR1 e sTNFR2
foram medidos de acordo com os procedimentos fornecidos pelo fabricante e utilizando Kkits
ELISA (DuoSet, R & D System). Seguindo protocolo padronizado, em cada pogo foram
adicionados 100 uL de anticorpo monoclonal contra a molécula a ser dosada, diluidos em PBS
1x, sendo incubado over night. Apos sucessivas lavagens, as placas foram bloqueadas com 200
uL/pogo de uma solucdo contendo PBS - BSA 1% durante duas horas a 37°C. As amostras

foram diluidas e aplicadas em um volume de 100 uL para cada pogo. Paralelamente, foi
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estabelecida uma curva padrdo de acordo com a molécula avaliada. Os anticorpos secundarios
biotinilados foram diluidos em PBS — BSA 0,1% e incubados por duas horas a temperatura
ambiente. Finalmente, 100 uL de estreptoavidina ligada a peroxidase na diluicdo de 1:4000 em
PBS — BSA 0,1% foram adicionadas a placa.

O cromdgeno utilizado foi 0 OPD (0-phenylenediamine — SIGMA) na diluicdo de 4 mg
para 10 mL de tampéo citrato e 2 plL/placa de H202 30 volumes. A reacdo foi cessada
adicionando-se 50 uL de H>SO4 3M por pogo. A leitura foi feita pelo leitor de ELISA
utilizando-se o comprimento de onda de 490 Nm (SOFTmaxPro — verséo 2.2.1). O limite de

deteccdo para estes ensaios foi de 5 pg/ml para STNFR1, STNFR2 e TNF-o.

4.2 Estudo 1: Investigar os efeitos do exercicio de agachamento combinado com a

vibracdo de todo o corpo nas concentracoes plasmaticas de citocinas inflamatorias e no

desempenho e na capacidade funcional em idosos com osteoartrite de joelho

4.2.1 Método

Este foi um estudo prospectivo, randomizado, duplo-cego em que as variaveis foram
avaliadas imediatamente antes e ap6s um programa de treinamento de doze semanas. Para a
alocagéo de participantes, uma relagdo de aleatoriedade 01:01 foi realizada utilizando envelopes
opacos para a ocultacdo de alocacdo. Para minimizar a possibilidade de quaisquer divergéncias,
foram utilizados envelopes opacos lacrados que foram abertos em sequéncia (somente apds
escrita do nome do participante e de mais detalhes no envelope) e mantidos em um local
fechado, seguro, com numero de série. Apenas o0 pesquisador responsavel pelo sorteio tinha
conhecimento das atribui¢Ges de cada grupo ao realizar a randomizagao.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal dos
Vales do Jequitinhonha e Mucuri sob protocolo n°® 001/08 (ANEXO 1).

4.2.1.1 Participantes

Foram avaliados cento e vinte e cinco pacientes idosos, e um total de trinta e cinco
(quatro homens e trinta e uma mulheres) preencheram os critérios de incluséo estando aptos a
participar da pesquisa. Uma vez incluidos no estudo, os voluntarios foram distribuidos
aleatoriamente em trés grupos: o grupo plataforma (GP, n=12), que envolveu o treinamento de
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exercicio de agachamento associado com a vibracdo de todo o corpo, 0 grupo agachamento
(GA, n=11), que envolveu exercicio de agachamento, sem vibracdo de todo o corpo e o0 grupo
controle (GC, n= 12), que ndo recebeu treinamento e os participantes foram orientados a ndo
mudar seu estilo de vida durante o estudo ou se envolver em qualquer novo tipo de atividade
fisica. Para garantir a manutencdo dos pacientes no grupo controle, chamadas telefénicas
semanais foram feitas para cada membro do grupo para confirmar suas atividades rotineiras. A
auséncia de um grupo realizando somente a vibracdo sem associacdo com agachamento,
justifica-se pelo desconforto causado sobre a cabeca pelo protocolo de vibragdo adotado por
este estudo. Este desconforto é decorrente da falta de absorcéo do estimulo vibratorio pela
musculatura, principalmente, dos membros inferiores. Trinta e dois dos trinta e cinco idosos
completaram o estudo e foram reavaliados apds o periodo de treinamento de doze semanas
(Figura 2).

Avaliados para elegibilidade
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Figura 3. Fluxograma do estudo 1.

4.2.1.2 Procedimentos

Inicialmente foram coletados dados clinicos e demogréaficos relacionados com 0s

participantes, e todos os pacientes do estudo (grupos plataforma, de agachamento e controle)
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foram submetidos a uma coleta de sangue e a uma avaliagdo clinica antes do inicio do programa
de intervencdo de doze semanas. As coletas de sangue sempre foram realizadas as 08:00 da
manhd seguidas da aplicacdo dos testes clinicos. No final do periodo de treinamento, 0s
voluntarios dos trés grupos foram reavaliados.

Na sequéncia, os voluntérios dos grupos de intervengdo (GP e GA) foram submetidos
ao protocolo de treinamento padronizado, conforme descrito anteriormente (item 4.1.1).

4.2.1.3 Analise dos marcadores inflamatoérios

Para o processamento de plasma, as amostras de 10 mL de sangue foram coletadas da
veia antecubital, usando-se técnica asseptica e heparina como anticoagulante. O sangue foi
imediatamente centrifugado duas vezes a 3000 rpm durante dez minutos e o plasma foi mantido
congelado a -70°C para analise posterior. A concentracao plasmatica de STNFR1 e sSTNFR2 foi
medida de acordo com os procedimentos fornecidos pelo fabricante e utilizando-se kits ELISA
paraSTNFR1 e STNFR2 (DuoSet, Sistemas de R & D), conforme procedimento descrito no item

4.1.2. O limite de deteccdo foi de 5 pg/mL para ambos 0s receptores soluveis.

4.2.1.4 Avaliacgdo radiogréafica

Para confirmar o diagnostico de osteoartrite de joelho, avaliacdes radiograficas digitais
foram realizadas em todos os participantes. Imagens obliquas antero-posterior e lateral de
joelhos foram coletadas com individuos na posicdo ortostatica com descarga de peso nos
membros inferiores (HINTON et al., 2002). A classificacdo radioldgica de gravidade OA,
baseada na escala Kellgren —Lawrence (1957), foi realizada por dois examinadores que foram
velados sobre o estado clinico dos participantes. Houve 100% de concordancia nas avaliacGes

de imagens radiograficas pelos examinadores.
4.2.1.5 Avaliagdo do desempenho e da capacidade funcional
Em todos os casos, os testes clinicos foram aplicados pelo mesmo examinador que

desconhecia as atribuicdes dos participantes ao grupo. A ordem de ensaio foi sempre a mesma

para os testes de funcgdes fisicas antes e depois do periodo de intervencéo.
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Western Ontario and McMaster University Osteoarthritis Index (WOMAC)

O autorrelato do desempenho funcional foi avaliado através do WOMAC (ANEXO 2),
validado para a populacéo brasileira por Fernandes (2002). O WOMAC é composto de vinte e
quatro itens e foi desenvolvido para medir o estado de salde e avaliar a auto-percepcédo da dor
do paciente (5 questbes), rigidez articular (2 questbes) e do desempenho funcional (17
questdes), durante as ultimas setenta de duas horas. A pontuacdo do WOMAC foi apresentada
em uma escala do tipo Likert em que as questdes receberam uma pontuacéo de 0, 25, 50, 75, ou
100 que correspondia, respectivamente, as informacgdes: sem dor, um pouco de dor, dor
moderada, dor intensa e dor muito intensa, respectivamente (BELLAMY et al., 1988).

AvaliacOes da capacidade funcional

Antes das avaliagdes de capacidade funcional, os participantes foram instruidos a usar
0 banheiro, a vestirem roupas e sapatos confortaveis, a beber 500 ml de agua, comer uma

refeicdo leve e evitar a atividade intensa por, pelo menos, duas horas antes dos testes.

A capacidade funcional foi avaliada com base na escala de equilibrio de Berg
(MIYAMOTO et al., 2004; BERG et al., 1992): o teste de velocidade da marcha, e o teste de
caminhada de 6 minutos (STEFFEN et al., 2002). Todos os testes foram realizados no mesmo
dia seguindo sempre a mesma ordem no pré e pos-treinamento e o questionario WOMAC foi
administrado antes dos testes. Respeitou-se uma pausa de cinco minutos entre cada teste de

desempenho funcional.

A Escala de Equilibrio de Berg

A Escala de Equilibrio de Berg (ANEXO 3) avalia o equilibrio durante a realizagéo de
quatorze tarefas que envolvem o equilibrio estatico e dindmico (isto é, alcancar, girar, transferir,
permanecer em pé e levantar-se) (MIYAMOTO et al., 2004). O desempenho das tarefas foi
avaliado por observacdo direta, e 0s escores variaram de O (incapaz de realizar a tarefa) a 4
(realiza a tarefa de forma independente), chegando a um maximo de cinquenta e seis pontos.
Uma pontuacédo abaixo de quarenta e cinco indica falta de equilibrio (MIYAMOTO et al., 2004;
BERG et al., 1992).
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O teste de velocidade da marcha

Para avaliar a velocidade da marcha, os individuos foram instruidos a andar em um ritmo
normal ao longo de um percurso de 10 metros. Os dois primeiros e os dois Gltimos metros ndo
foram contabilizados, por corresponderem aos periodos de aceleracéo e desacelera¢do. Assim,
medimos o0 tempo necessario para completar os seis metros intermediérios. O tempo médio de
trés execucdes foi usado para calcular a velocidade de marcha em metros por segundo (m/s)
(ABREU & CALDAS, 2008).

Teste de caminhada de 6 minutos

O objetivo do teste de caminhada de 6 minutos foi avaliar a fun¢do da marcha. Este teste
mede a maior distancia que o individuo é capaz de andar durante seis minutos. Ao ouvir um
comando verbal padronizado, o individuo é orientado a caminhar o tdo rapido quanto possivel
(sem correr) de uma extremidade do percurso até a outra. Depois de seis minutos, o individuo
que esta sendo avaliado € instruido a parar, e a distancia percorrida é registrada. Dois testes
foram realizados com um intervalo de pelo menos quinze minutos entre 0s ensaios (ATS
statment, 2002; STEFFEN et al., 2002).

4.2.1.6 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com o software Prism 4.0 ®. A normalidade da
distribuicdo dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Testes ndo paramétricos foram
utilizados para analise dos resultados. Foi realizada a analise entre 0s grupos através de variacao
(A) dentro de cada grupo, onde valor-p6s — valor-pré= valor delta. Os dados de caracterizacdo
da amostra foram distribuidos normalmente e foram apresentados como média e o desvio-
padréo.

Os marcadores inflamatorios e os dados de desempenho e da capacidade funcional ndo
foram distribuidos normalmente e foram apresentadas como mediana e intervalo interquartilico
(IQR). Para avaliar a linha de base e diferencas de valores delta entre os grupos, foi utilizado o
teste de Kruskal-Wallis com teste post hoc de Dunn para todas as variaveis. A significancia
estatistica foi estabelecida em p <0,05.

Tamanho da Amostra: Em um primeiro momento calculou-se o tamanho da amostra

necessaria no teste de velocidade de marcha que avalia a capacidade de um sujeito para
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aumentar ou diminuir a sua velocidade de deslocamento acima ou abaixo de um ritmo
"confortavel"”, a qual pode variar, dependendo do meio ambiente e das exigéncias de tarefas
como, por exemplo, cruzar ruas e evitar obstaculos) e calculou-se o tamanho da amostra que
foi necessaria para este teste. Considerou-se um valor de desvio padrao de 0,22 (obtido a partir
do artigo de PENNINX et al., 2004), uma diferenca minima de 0,5 m/s entre os dois grupos,
um nivel de significancia de 99% e um poder estatistico de 80%. Como resultado, o numero
minimo de sujeitos para cada grupo de estudo necessario seria de cinco participantes. Para
compensar eventuais perdas no estudo, 10% foram adicionados a este tamanho da amostra

finalizando com um total de seis participantes em cada grupo.

A formula seguinte foi utilizada para calcular o tamanho da amostra necessario para o
teste de velocidade de marcha (comparacdo das medidas quantitativas entre os diferentes
grupos):

(Zo + ZB)* X 2 X dp?
IE

onde

Z= o, valor critico para evitar erro de tipo | (nivel de significancia de 99%) = 2,575

ZB= valor critico para evitar o erro tipo 1l (80 % de poder estatistico) = 0,84

dp?= desvio padrdo para a velocidade de marcha, obtido a partir de Penninx et al. (2004)
d= diferenca minima a ser detectada entre os grupos (0,5 m/ s na velocidade da marcha).

Para os biomarcadores estudados (STNFR1 sTNFR2), o poder estatistico do estudo foi
calculado a partir dos resultados do tamanho do efeito dos deltas , obtidos a partir de
comparac0es feitas antes e depois do treino (COHEN, 1992; COHEN, 1994). Uma comparac¢éo
entre os grupos controle e plataforma demonstrou que a magnitude do efeito foi maior para os
dois STNFR1 (Cohen d = 2,19) e STNFR2 (Cohen d = 1,37), 0 que indica que o estudo tem um
poder estatistico acima de 84% para estas variaveis e que o tamanho minimo da amostra para
obter poder estatistico de 80% seria de sete pessoas por grupo (PORTNEY, 2008). A férmula
seguinte foi usada para calcular o efeito (COHEN, 1992):

d=(X1-X2)/S'

onde
X1 = média do resultado do primeiro grupo;

X2 =média do resultado do segundo grupo;

S '= desvio padrdo comum, o qual foi calculado a partir do desvio padréo dos dois grupos.
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4.2.2 Resultados

As caracteristicas da amostra foram apresentadas na Tabela 2. Ndo houve diferencas
significativas entre idade, distribuicdo de sexo, altura, peso corporal, indice de massa corporal,
ou o grau de OA entre os trés grupos estudados (p>0,05), o que confirmou a homogeneidade
na linha de base dos grupos. A idade média dos participantes foi de 72 anos e o indice de massa

corporal (IMC) médio foi de 28,7 kg/m?. A maior parte da amostra (87,5%) era do sexo

feminino.
Tabela 2. Caracterizagdo da amostra do estudo 1.
Caracteristicas Grupo Controle Grupo Agachamento Grupo Plataforma Valor de
(n=11) (n=10) (n=10) p

Idade, anos 71 (15,3) 69 (3,7) 75 (17,4) 0,063
Peso, kg 65,1 (+10,5) 73,4 (+9,7) 74,2 (+10,7) 0,371
Estatura, m 1,56 (+0,07) 1,57 (+0,08) 1,56 (£0,05) 0,935
indice de massa

26,7 (+2,74) 29,8 (£2,53) 27,4 (+9,7) 0,456
corporal, kg/m?
Género 1(H); 10(M) 1(H); 9(M) 2(H); 8(M) NA
Gravidade da OA de 2 3 4 2 3 4 2 3 4 NA
joelho* (%) 46 27 27 50 10 40 20 30 50

Média (+ Desvio Padrdo); H = Homem; M = Mulher.
*classificado radiograficamente de acordo com os critérios de Kellgren and Lawrence'*.

Todos os participantes, de ambos 0s grupos de intervengdo, cumpriram o programa de
intervencdo completo. A participacdo geral foi de 99,7% no grupo de plataforma e 98,6% no
grupo de agachamento. N&o houve diferenca estatistica significativa entre os grupos no que diz
respeito ao cumprimento do protocolo de exercicios (p>0,05).

Os valores de pré e pos-teste, a partir da avaliacdo fisico-funcional e da concentragédo
plasmética de STNFR1 e STNFR2 s&o mostrados na Tabela 3. Com relagdo aos valores da linha
de base dos trés grupos, a analise estatistica (teste de Kruskal-Wallis com post hoc de Dunn)

ndo apresentou diferenca significativa para todas as varidveis (Tabela 3).
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Tabela 3. Valores de mediana do pré-teste e do pos-teste da avaliacdo do desempenho, da capacidade funcional e da concentragdo plasmatica de STNFR1 e sSTNFR2.

Variaveis Grupo Controle (n=12) Grupo Agachamento (n=11) Grupo Plataforma (n=12) Linha de
Pré-teste Pos-teste Valor de Pré-teste Pds-teste Valor de Pré-teste Pds-teste Valor de Delta base
Delta Delta Valor de p
STNFR1 682,8 1072,0 389,2 7224 7425 155,0 1033,0 709,2 -146,0 0,09
(pg/ml) (617- 849) (879 - 1252) (102 - 638) (522 - 1052) (373 - 1492) (-720 - 536) (718 - 1281) (379 -1281) (-826 - 183)
STNFR2 3568,0 4673,0 35,4 41410 3650,0 -497,7 4944,0 3987,0 -996,5 0,20
(pg/ml) (3319 - 5002) (3266 —5371)  (-1206 —2104) (3329-4993) (2949 -4719)  (-1351-2219) (3819 - 5862) (2964 — 5067) (-1750 — 147.3)
Autorrelato de 175,0 175,0 0 275,0 150,0 -62,5 312,5 175,0 -137,5 0,20
dor (Escore) (125 - 350) (100 — 250) (-125 - 125) (150 — 350) (75 - 250) (-325-75) (238 — 400) (75 - 275) (-200-0)
Autorrelato de 75 75 0 100 50 -25 100 75 -25 0,28
rigidez (Escore) (50 - 100) (25,0 - 150) (-75 - 125) (37,5-125) (0-137,5) (-100 - 50) (75 - 137,5) (50 - 87,5) (-125 - 50)
Autorrelato de 625 650 75 900 8475 -100 975 725 -175 0,07
fungéo (Escore) (525 - 675) (450 — 950) (-225 - 400) (737,5-1213)  (387,5-1088) (-725 - 275) (600 — 1325) (350 — 1000) (-550 — 100)
Escala de 51,0 54,0 0 53,5 54,5 15 48,0 54,0 45 0,24
equilibrio Berg (50 -55) (51-56) (-2-5) (50 —55) (53-56) (-1-4) (45 -55) (52 -56) (0-14)
(Escore)
Teste de 4235 430,0 6 392,0 410,6 17,5 4157 438,0 37,5 0,62
caminhada (384 — 443) (397 — 450) (-28-33) (361 — 454) (379 — 444) (-28-72) (377 - 488) (412 -522) (-18-78)
(metros)
Velocidade da 1,26 1,33 0,07 1,20 1,38 0,16 1,10 1,37 0,33 0,31
marcha (1,12-1,41) (1,08 - 1,54) (-0,14-0,31) (1,13-1,47) (1,24 -1,52) (-0,07 - 0,25) (0,99 - 1,28) (1,33-1,63) (0,23-0,42)
(m/s)

Mediana [intervalo interquartil (IQR)]
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A variacdo (A) na concentragdo plasmatica de STNFR1 e STNFR2 mostrou uma reducéo

significativa no GP em comparagdo com o GC (p< 0,01 e p< 0,05, respectivamente) (Figura 4).
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Figura 4. Variagao na concentracéo plasmatica de STNFR1 (A) e STNFR2 (B) antes e ap6s o periodo de
intervencdo (delta = A). ** p<0,01 e * p<0,05 para grupo plataforma versus grupo controle.

Os dados da avaliacao fisico-funcional, que foram analisados por meio de resultados
nas variacOes pos- e pré-intervengdo (A), mostraram diferencas significativas entre GC e GP
para a dor autorreferida (WOMAC: p<0,05), equilibrio (escala de Equilibrio de Berg: p<0,05)
e capacidade funcional da marcha, que foi avaliada pela velocidade da marcha e teste de
caminhada de seis minutos (p< 0,05 e p< 0,001, respectivamente). Curiosamente, a velocidade

da marcha no GP foi mais rapida do que no GA (p<0,01) apdés treinamento (Figura 5).
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Figura 5. Variagdes do autorrelato de dor (A), equilibrio, o qual foi avaliado pela escala de equilibrio de
Berg (B), distdncia percorrida no teste de caminhada de seis minutos (C) e velocidade da marcha (D)
antes e apos o periodo de intervengdo (delta = A). * p<0,05 and *** p<0,001 para grupo plataforma versus
grupo controle. ** p<0,01 grupo plataforma versus grupo agachamento.

A Tabela 4 apresenta os teste post hoc (valores) dos resultados da avaliacdo da

capacidade funcional e das concentragdes plasmaticas de STNFR1 e STNFR2.

Tabela 4. Teste post hoc (delta) da avaliacdo do desempenho, da capacidade funcional e da
concentragdo plasmatica de STNFR1 e sTNFR2.

Variaveis Teste post hoc de Dunn's Valorde
p
Controle vz Agachamento p> 0,03
sTNFR1 (pg/ml} Controle vz Plataforma p=001
Agachamente vs Plataforma p> 0,03
Controle vs Agachamento p> 005
sTNFRZ (po/ml) Confrole vs Plataforma p<0,01
Agachamento vs Plataforma p> 005
Confrols vs Agachamento p> 0,03
Autorrelato da dor (Escore) Confrolz vs Plataforma p<0035
Apgachamente vs Plataforma p> 0,03
Controle vs Agachamento p> 005
Autorelado da rigidez (E score ) Conirole vs Plataforma p> 003
Agachamento vz Plataforma p> 0,03
Confrols vs Agachamento p> 0,03
Auterrelate da funcio (Ezcore) Confrolz vs Plataforma p> 0,03
Agachamente vs Plataforma p> 0,03
Controle ve Agachamento p> 0,03
Escala de Berg (Escore) Controle v= Plataforma p<005
Agachamente vs Plataforma p> 0,03
) Controle vs Agachamento p> 0035
TESt; iii;l”;m :lfri z}de & Controle vs Plataforma p<0.03
Agachamento vs Plataforma p> 0035
Teste de velocidade da marcha Cgﬂnzi;ﬁl; :—:LPglat:afu::;m §j$$l

(mis) Arpachamento vs Plataforma p<001
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4.2.3 Discussao

Os resultados deste estudo mostraram que o treinamento com a adicdo da VTC ao
exercicio de agachamento melhorou o desempenho da marcha, o equilibrio estatico e dinamico
e produziu uma diminuicdo dos biomarcadores e da autopercepg¢éo da dor em pacientes idosos
com OA do joelho. A adigdo de VTC ao agachamento gera vibragdes sinusoidais verticais que
estimulam as terminacdes primarias dos fusos musculares, ativando os motoneurdnios-o. que
resultam em contracGes musculares que sdo comparaveis ao reflexo tonico de vibracdo (TRANS
et al., 2009). Levando-se em consideragdo que o estimulo vibratorio produz fortalecimento do
membro inferior (VERSCHUEREN et al., 2004; ROELANTS et al., 2004) e melhora a
propriocepcdo (VERSCHUEREN et al., 2004) em pacientes idosos com OA do joelho atraves
da inducdo de contracBes isomeétricas, concéntricas e excéntricas do quadril e musculos
extensores do joelho e flexores plantares, melhorando, assim, o controle e a execugdo de
movimentos funcionais, tais como aqueles necessarios para o equilibrio estatico e dindmico e
para o desempenho da marcha, este quadro seria o responsavel pela diminuicao dos parametros
inflamatdrios observados no presente trabalho. Como consequéncia, o treinamento com VTC
pode ser Util para estabilizar e/ou minimizar os sintomas e as consequéncias da OA de joelho
em pacientes idosos, reduzindo o processo articular inflamatério e a autopercepcédo da dor.

O presente estudo observou que a adicdo de VTC ao exercicio de agachamento
melhorou o desempenho da marcha dos idosos avaliada pela velocidade de execucao da marcha
e pela distancia percorrida. Embora nenhum estudo tenha investigado a distancia caminhada
por idosos com OA apo6s treinamento com VTC, uma melhora na velocidade da marcha foi
observada em idosos ap6s um programa de treinamento em plataforma vibratoria
(KAWANABE et al., 2007). Além disso, alguns pesquisadores (ABREU & CALDAS, 2008;
MONTERO-ODASSO et al., 2005) tém sugerido que a melhora do equilibrio pode influenciar
positivamente a velocidade da marcha em idoso, ja que a deterioracdo do equilibrio leva a um
aumento do risco de quedas (MADUREIRA et al., 2007; AVDIC et al., 2006). Com isso 0s
idosos, no intuito de compensar a sua falta de equilibrio, aumentam a fase de duplo apoio na
marcha, o que produz a diminuigdo da sua velocidade (MBOUROU et al., 2003).

Somente um estudo avaliou o efeito do treinamento com VTC no equilibrio de idosos
com OA do joelho. Neste estudo, PARK et al. (2013) avaliaram o efeito do treinamento de oito
semanas associando a VTC a um protocolo de exercicios caseiros comparado a um grupo que
realizou somente o protocolo de exercicios caseiros em mulheres idosas com OA de joelho.

Tais pesquisadores observaram uma melhora significativa no equilibrio dos dois grupos
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analisados quando compararam as medidas antes e ap6s o treinamento. Porém, a melhora obtida
apos o treinamento de oito semanas nao diferiu entre os dois grupos. No entanto, Bautmans et
al. (2005) utilizaram um ensaio aleatorizado controlado para investigar a viabilidade e o
impacto da utilizacdo da VTC em idosos institucionalizados e observaram uma melhora
significativa no equilibrio do grupo que realizou o treinamento na plataforma vibratoria em
comparagdo com o grupo placebo.

Uma diminuicdo na dor autorreferida (WOMAC) foi observada no GP em comparagéo
com o GC sendo, este, um achado que é consistente com a literatura. De fato, estudos tém
mostrado uma diminui¢do da dor autorrelatada imediatamente ap6s um periodo de treinamento
(PARK et al., 2013; VAN BAAR et al., 2001).

Acreditamos que este foi o primeiro estudo aleatorio que investigou o efeito da adicdo
da VTC ao exercicio de agachamento sobre as concentracGes plasmaticas de marcadores
inflamatorios em idosos com OA do joelho. Comparadas com o GC, as concentracdes
plasméticas dos receptores solliveis de TNF-a (sTNFRs) no grupo de plataforma foram
reduzidas, o que coincidiu com uma melhora no equilibrio estatico e dindmico no desempenho
da marcha e na dor autorrelatada.

O TNF-a é uma citocina potente que ¢é predominantemente pro-inflamatoria e
catabdlica. Interessantemente, 0 TNF-a, o qual é produzido principalmente por fagocitos
estimuladas (ADERKA et al., 1992), est4d envolvido na iniciacdo e progressdo da OA
(GOEKOORP et al., 2010; GOLDRING & GOLDRING, 2004). Os sinais intracelulares para a
resposta a0 TNF-a sdo mediados por duas espécies distintas de receptores na superficie celular
(isto é, receptores de superficie para TNF-o. [TNFR1] e [TNFR2]) que se ligam ao TNF-a com
alta afinidade. TNFR1 é expresso pela maioria dos tipos de células, ao passo que TNFR2 é
primariamente expresso por células hematopoiéticas e células endoteliais (WAETZIG et al.,
2005). Ambos os receptores para TNF-o também existem em formas solGveis (ou seja, STNFR1
e STNFR2). Curiosamente, a clivagem dos receptores do TNF-a na superficie da célula pela
enzima conversora de TNF-a resulta em niveis séricos apreciaveis de STNFR1 e STNFR2. Estes
STNFRs podem competir com os receptores da superficie celular se ligando ao TNF-a soluvel
e, assim, bloqueando sua atividade (GOKHALE et al., 2007; WAETZIG et al., 2005). E
importante salientar que o TNF-a é uma citocina pro-inflamatoria que é muito sensivel a
alteracdes sutis nos niveis de glicocorticéides enddgenos tais como variagdes circadianas. Além
disso, ele tem uma meia-vida relativamente curta. De acordo com Kaneyama et al. (2010) e
Cope et al. (1992), a expressdo de STNFR1 e sTNFR2 reflete as alteragdes na atividade

catabolica de TNF-a na matriz cartilaginosa. Além disso, ha evidéncias cientificas de que os
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estimulos que aumentam as concentragdes de citocinas podem, também, induzir aumentos na
producdo de receptores sollveis e, dessa forma, diminuir a atividade da respectiva citocina
(PENNINX et al., 2004). Considerando gue os receptores sollveis sdo geralmente mais estaveis
na circulacdo do que as citocinas, eles podem ser marcadores mais confiaveis de inflamacao
cronica. Dada esta possibilidade, foi levantada a hipdtese de que a reducdo significativa das
concentragOes plasmaticas de ambos STNFR1 e STNFR2 no GP em compara¢do com o GC
poderia resultar em uma reducgéo no processo inflamatorio da articulacao do joelho.

Penninx et al., (2004) investigaram a associacdo entre as concentracfes séricas de
marcadores sollveis (interleucina-6 [IL-6], proteina C reactiva, TNF-a) e dos receptores
soluveis (receptores sollveis de IL-6 e IL-2, STNFR1, sSTNFR2) & capacidade funcional e a
gravidade da doenca em idosos obesos com OA do joelho. Os resultados do estudo de Penninx
et al. (2004) mostraram que, particularmente, o nivel elevado de STNFR1 e sSTNFR2 foram
associados com diminuicdo na funcdo fisica, aumento dos sintomas de OA e pior escore nas
radiografias do joelho.

N&o houve diferencas significativas entre 0 GA e 0 GC, mesmo nas concentragdes
plasmaticas de STNFR1 e STNFR2. Acredita-se que a propria sobrecarga de massa corporal dos
sujeitos durante o treinamento com exercicios de agachamento néo foi suficiente para promover
melhoras nos testes de avaliacdo fisico funcional utilizados no presente estudo ou alterar as
concentracdes plasmaticas de STNFR1 e STNFR2 ou a auto-percepcao da dor. Curiosamente,
em comparacdo com o0s controles, a associacdo de VTC com agachamento foi suficiente para
induzir alteracGes significativas, o que sugere que o estimulo vibratério proporcionou uma
sobrecarga adicional ao exercicio de agachamento. Além disso, a comparagdo entre o0s trés
grupos mostrou uma tendéncia para a melhora no GP em comparacdo com o GA em todas as
variaveis analisadas. Este achado foi confirmado pelas diferencas significativas observadas

entre 0 GP e GA no teste de velocidade da marcha.

Limitagdes deste estudo

A adigdo de VTC ao exercicio de agachamento foi projetada para fortalecer os membros
inferiores (ROELANTS et al., 2004; TRANS et al., 2009) em pacientes idosos com OA atraves
da inducdo de contragbes isometricas, concéntricas e excéntricas do quadril e grupos
musculares extensores do joelho e flexores plantares. Uma limitagdo dos resultados aqui
apresentados é que eles ndo podem ser extrapolados para outras modalidades de atividade fisica.
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Outros estudos sdo necessarios para avaliar as altera¢gdes no sSTNFRs em outras modalidades de

exercicios.

4.2.4 Principais achados

» A associacdo de VTC ao exercicio de agachamento promoveu melhora em todas as
variaveis estudadas quando comparado ao grupo controle;

» Nao houve diferenca significativa entre o grupo agachamento e o grupo controle nas
variaveis estudadas;

» Sugere-se que o estimulo oferecido pela VTC promoveu uma sobrecarga adicional ao
exercicio de agachamento, suficiente para promover uma melhora do quadro

inflamatdrio e funcional em idosos com OA de joelho.

4.3 Estudo 2 - Investigar os efeitos da adicdo da vibracdo de todo 0 corpo ao

treinamento de agachamento sobre a forca muscular isométrica, na concentracao

plasmatica do fator neurotréfico derivado do cérebro e na concentracdo salivar em

repouso da razao testosterona/cortisol em idosos com osteoartrite de joelho

4.3.1 Método

Este é um ensaio clinico randomizado, no qual as variaveis foram avaliadas vinte e
quatro horas antes e vinte e quatro horas apds um programa de treinamento de doze semanas.
Para a alocacgéo de participantes, uma randomizacéo de relacdo 01:01 foi realizada utilizando
envelopes opacos para alocacdo sigilosa. Para minimizar a possibilidade de vieses, foram
utilizados os seguintes métodos: a) envelopes opacos, lacrados e com nimero de série, b) 0s
envelopes foram abertos sequencialmente ap6s o nome do participante e detalhes foram escritos
no envelope e, ¢) os envelopes eram mantidos em um lugar fechado e seguro. A sequéncia de
alocacdo foi duplovelada (tanto para os pesquisadores responsaveis pelo treinamento quanto
para os pesquisadores responsaveis pela avaliacdo dos participantes). Apenas o pesquisador que
realizou a aleatorizacdo tinha conhecimento sobre o tipo de tratamento que cada voluntario
realizaria. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri sob protocolo n® 001/08 (ANEXO 1).



48

4.3.1.1 Participantes

Os voluntarios foram recrutados a partir da lista de espera da Clinica de Fisioterapia da
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri e por meio de encaminhamento
meédico. Para participar do estudo, os voluntarios eram obrigados a atender aos seguintes
critérios de inclusdo: 1) Deviam ser mulheres com mais de sessenta anos de idade que néao
estivessem em uso de terapia de reposi¢do hormonal e com diagnostico de OA em pelo menos
um joelho, de acordo com os critérios do Colégio Americano de Reumatologia (HINTON et
al., 2002). A gravidade da OA do joelho foi classificada, radiograficamente, de acordo com 0s
critérios de Kellgren e Lawrence (1957) [0-4 graus, sendo zero classificado como normal e
quatro representando a OA grave]. A classificacdo Grau dois [osteofitos definidos e possivel
estreitamento do espaco articular] foi usado como um ponto de corte para determinar o OA do
joelho (HINTON et al., 2002); 2) N&o apresentar nenhuma lesdo recente no joelho; 3) ndo
necessitar de auxilio a marcha, e néo ter passado por nenhum procedimento de reabilitacdo nos
ultimos trés meses. Os voluntarios seriam excluidos caso apresentassem qualquer doenca
ortopédica, neurologica, respiratéria ou cardiaca aguda ou algum déficit cognitivo, conforme
determinado pelo Mini Exame do Estado Mental (BRUCKI et al., 2003).

Dos cento e vinte e cinco idosos selecionados para a elegibilidade, somente quinze
mulheres idosas preencheram todos os critérios, tiveram a amostra de saliva e sangue coletadas
em repouso (8:00 horas) e, em seguida, participaram do teste de contracdo isométrica voluntaria
méaxima (CIVM). Posteriormente, as idosas foram distribuidas em dois grupos: 1) o grupo
vibracdo, no qual as idosas realizaram treinamento com exercicio de agachamento em
associacdo com a VTC (GP, n=7); ou 2) o grupo de agachamento, no qual as idosas realizaram

treinamento com exercicios de agachamento, sem vibrac6es (GA, n = 8; Figura 6).



Avaliados para elegibilidade (n=125)
iade = 60 anos; ter sido diagnosticado com
04 em pelo menos um joelho
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Excluidoz {n=110)

* Nao preencheram os critérios de inclusdo (n=102)

1:1 Aleatorizacdo (n=

15)

'

Exercicio de agachamento com VTG (GP) (n=7) 12
semanas, 3 vezesisemana. Mlimero de repetipies:

(6 x 20 segundos até & x 40 segundo), tempo de

repouso: (40 ate 25 segundos). Parametros de

vibragdo: Frequéncia: 35-40 Hz, amplitude: 4 mm.

| Andlise |

Analizades (n=7)

CIVM do quadriceps; niveis plasmaticos de BONF &

niveis salivares de testosterona e cortisol.

| Alocacdo I 1

12 semanas, 3 vezes/zamana. Nimero de
repeticdes (6 x 20 segundos até & x 40

segundos), tempo de repouso: (40 até 25

sagundos).

Exercicio de agachamento sem VTG (GA) (n=8):

Analizados (n=5)

CMVM do quadriceps; niveis plasmaticos de BONF &

niveis salivares de testosterona e corlisal.

Figura 6. Fluxograma do estudo 2.

4.3.1.2 Procedimentos

Os dados clinicos e demogréaficos foram coletados de todas as idosas participantes em

uma ficha de avaliacdo. Antes do inicio do programa de treinamento de doze semanas, uma

amostra de saliva das idosas de todos os grupos foi coletada as 08:00 seguido da avaliacdo da

CIVM do mdadsculo quadriceps. Apos vinte e quatro horas do periodo de intervencdo, 0s

voluntarios de ambos os grupos foram reavaliados. Estes procedimentos foram realizados a fim

de evitar quaisquer efeitos do ritmo circadiano sobre o estado hormonal e a realiza¢do de CIVM

do musculo quadriceps. Os testes foram realizados por um examinador experiente que

desconhecia a alocagéo grupo.

O programa de intervencgdo consistiu em realizar o treinamento com exercicios de

agachamento com (GP) ou sem (GA) vibragéo de todo o corpo, trés vezes por semana em dias

alternados conforme descrito na se¢édo 4.1.1.
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4.3.1.3 Avaliacgdo da forca isométrica do musculo quadriceps (FIMQ)

As FIMQ foram avaliadas pela CIVM dos extensores do joelho, medidas com o auxilio
da célula de carga de acordo com Neves et al. (2011). Para esta avaliacdo, o voluntario foi
posicionado na cadeira de flexo-extensdo (Home Sport, Master Top model) e assumiu uma
postura sentada com um tronco reto e os quadris flexionados em 90°. O membro a ser testado
foi posicionado a 60° de flex&@o do joelho (avaliadas individualmente por goniometria do joelho)
e a alavanca de resisténcia foi posicionada sobre o terco distal da perna.

A célula de carga (Miotec - Equipamentos Biomédica) foi devidamente calibrada e
posicionada entre a roldana e o ponto de fixacdo do cabo de aco, perpendicular ao chdo, para
aquisicdo do sinal durante os testes de CIVM. A célula de carga foi ligada ao Miotool software
400 que transmitiu os valores da forca muscular isométrica produzida para um computador. O
teste de CIVM foi realizado durante 6 segundos, com 1 minuto de repouso entre as repeticoes
e com o total de trés repeti¢Oes por perna.

Antes do ensaio, as idosas realizavam um aquecimento de 10 minutos em uma bicicleta
estacionaria (Stone Fitness, Huntertown, Estados Unidos), sendo estimuladas a atingir 70% da
frequéncia cardiaca maxima prevista para a idade, medida com a utilizacdo do monitor cardiaco
polar (modelo F4). Este procedimento foi realizado para reduzir o risco de lesfes durante o teste
(BROWN & WEIR, 2003).

O coeficiente de correlacdo intra-classe (ICC) para FIMQ foi de 0,98 (95% CI: 0,94-0,99).

4.3.1.4 Analise dos niveis plasmaticos de BDNF

Para o processamento de plasma, 10ml de sangue periférico foram coletados da veia
antecubital usando-se técnicas assépticas e heparina como anticoagulante. O sangue foi
imediatamente centrifugado duas vezes a 3000 rpm durante dez minutos e o plasma foi mantido
congelado a -70°C até ser analizado. Os niveis plasméaticos de BDNF foram medidos usando
Kits de ELISA especificos para 0 BDNF (BDNF DuoSet, R&D Systems). Conforme protocolo
descrito no item 4.1.2. O limite de deteccdo para BDNF foi de 10 pg/mL.
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4.3.1.5 Coleta salivar e analise hormonal

Para determinar as concentracbes hormonais salivares e determinar a taxa de
concentracdo de testosterona/cortisol, as idosas foram instruidas a evitar a ingestdo de
alimentos, o consumo de liquidos quentes, ou escovar os dentes por duas horas antes da
avaliacdo. As idosas foram instruidas a manter a sua dieta normal nos dias de teste
(ROMMERTS, 1998). As idosas foram convidadas a permanecer sentadas na ante-sala do
laboratdrio por um periodo de vinte minutos antes da coleta de saliva.

A saliva das idosas foi coletada usando Salivette® (Sarstedt, Numbrecht, Alemanha). As
amostras foram imediatamente armazenadas numa geladeira ou em uma caixa térmica
refrigerada antes do armazenamento no laboratorio, onde foram mantidos a temperatura de -
20°C. As amostras foram descongeladas e centrifugadas pelo menos uma vez para permitir a
precipitagdo de mucinas antes das andlises das concentracGes salivares de cortisol e de
testosterona utilizando kits de imunoensaios enzimaticos (Diagnostic Systems Laboratories
Inc., Webster, EUA e Salimetrics LLC, State College, EUA). As sensibilidades analiticas foram
0,011 pg/dl e 1,0 pg/ml, respectivamente, e os coeficientes de variacdo (inter-e intra-ensaio)
foram <10%.

Optou-se pela avaliagdo dos niveis hormonais na saliva porque a concentracdo de
hormdnios na saliva € proporcional aos niveis plasmaticos. Além disso, qualquer estressor sinal
aferente tais como a retirada do sangue poderia modificar os niveis de secre¢cdo hormonal. Além
disso, a forma livre do hormdnio é a forma ativa. Somente a forma livre, forma nédo ligada dos
esterdides, pode entrar na saliva, e a concentracdo de testosterona livre na saliva é proporcional
a do sangue (ROMMERTS, 1998).

4.3.1.7 Analise Estatistica

O programa de software estatistico SPSS (IBM, Chicago, IL, EUA), versdo 18.0 foi
utilizado para as analises estatisticas. Os valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significativos. Foi realizada andlise entre grupos pela variagao (A) dentro de cada grupo, em
que o valor pos - valor pré = valor Delta (A). O teste de Shapiro-Wilk foi usado para avaliar a
normalidade dos dados [valor de Delta (A)]. Como os dados apresentaram distribui¢do normal
para as variaveis dependentes, os testes parametricos foram utilizados nas analises estatisticas.
Os valores delta para o grupo GP e GA foram comparados por meio do teste t ndo-pareado.
Para verificar o tamanho das diferencgas entre os periodos pré e pos-treinamento e entre 0s

grupos, foi calculado o tamanho do efeito (COHEN, 1992). A magnitude do efeito de analise é
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uma medida adicional para o teste estatistico tradicional da hipdtese nula e destina-se a verificar
o significado clinico do efeito encontrado e ndo esta limitada a dicotomia [significativa ou ndo
significativa] dos resultados (FERREIRA et al., 2008). Assim, com a analise de magnitude do
efeito, é possivel identificar se as diferencas observadas sdo pequenas, médias ou grandes.

Tamanho da Amostra: A testosterona é o principal androgénio circulante no corpo
humano (ERSKINE et al., 2007), e contribui para os processos de hipertrofia muscular e
crescimento do 0sso, ela esta relacionada com um aumento na forga muscular. Portanto, a
testosterona foi selecionada como a “variavel desfecho” do presente estudo. Devido a isso, o
céalculo do tamanho da amostra foi realizado considerando essa variével.

Apenas um estudo foi realizado para verificar as respostas hormonais a uma Unica sessao
de exercicio de VTC em idosos, desta forma, o estudo supracitado foi utilizado como referéncia
para 0 nosso célculo do tamanho da amostra, tendo em vista algumas semelhancas entre as
variaveis dependentes e as caracteristicas da amostra (ENEA et al., 2011). Portanto, como a
diferenca detectada entre os grupos no estudo de Cardinale et al. (2010) foi mais elevada que
150 pmol/L e o desvio padrio foi de 100 pmol*L 1, definimos a diferenca minima significativa
a ser detectada entre os grupos como 150 pmol/L. Diante disso, com a definicdo da diferenca
minima significativa a ser detectada entre os grupos sendo de 150 pmol/L, com um nivel de
significancia de 95% e um poder estatistico de 80%, como resultado, obteve-se que, pelo menos,
sete participantes seriam exigidos em cada grupo. A férmula utilizada para calcular o tamanho
da amostra foi de [comparacdo de medidas quantitativas entre os diferentes grupos] (JEKEL et
al., 2001):

(Za+ZB)* X 2 X dp’
d2

Onde:
n: tamanho da amostra;
Zo. e ZB: valores da funcéo de distribuigdo cumulativa de uma distribuicdo normal padrdo,
associada com a probabilidade de erros de tipo I (a) e erros do tipo II () em testes bilaterais
das hipoteses;
dp: desvio padréo da variavel importante de desfecho do estudo, obtido a partir da literatura, e
d: a diferenca minima detectada na variadvel desfecho, entre os grupos definidos pelo

investigador ou obtido a partir da literatura.
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4.3.2 Resultados

Todas as idosas de ambos os grupos cumpriram completamente o programa de
intervencdo. A participacdo geral foi de 99,7% no grupo de GP e 98,6% no grupo GA. Néo
houve diferenca significativa entre os grupos no que diz respeito ao cumprimento do protocolo
de exercicios (p = 0,41). Nenhum efeito adverso foi relatado pelos individuos.

N&o houve diferencas significativas entre os grupos em relacdo a média de idade (68 +
7,17 GP vs 72 £ 4,07 GA), massa corporal (72,57 + 12,77 GP vs 75,45 + 10,53 GA), altura
(1,55 + 0,05 GP vs 1,57 + 0,09 GA) ou a gravidade da OA do joelho [Classificada
radiograficamente de acordo com a escala de Kellgren e Lawrence (1957) — GP: grau 2 (50%),
3 (10%), 4 (40%) e GA: grau 2 (20%), 3 (30%), 4 (50%)]. (Tabela 1)

Tabela 5: Caracterizacdo da amostra do grupo vibragéo (GP) e grupo agachamento (GA). Dados
apresentados em média (SD). p< 0,05.

Caracteristicas GP GA Tamanho do Valor de t Valor de
(N:7) (N: 8) Efeito (95%Cl) p
Idade (anos) 71 (7) 70 (4) 0,18 0,75 (-4,16 — 8,62) 0,46
-0,25
Peso (kg) 72,57 (12,77) 75,45 (10,53) 0,48 (-36,15 — 13,25) 0,64
Estatura (metros) 1,55 (0,05) 1,57 (0,09) -0,27 0,60 (-0,11 - 0,06) 0,56

Gravidade da OA de 2 3 4 2 3 4
joelho™ (%) 50 10 40 20 30 50 @ — —

* Classificado radiograficamente de acordo com os critérios de Kellgren and Lawrence.

N&o foram encontradas diferencas significativas nos dados coletados antes do treino
entre os grupos. Apesar de ndo ser estatisticamente significativa, a diferenca entre os grupos de
forca muscular, BDNF e testosterona no inicio do estudo €é bastante substancial, com o valor de
Cohen de d=-0.97, -0.87, e 1,04, respectivamente (Tabela 6).

Tabela 6. Variaveis (antes e apos treinamento) do grupo vibragdo (GP) e grupo agachamento (GA).
Dados apresentados em média (SD). p< 0,05.



Variaveis GP G.A Tamanho do Valor de t Valor de p
(N:7) (N: 8) Efeito (95%Cl)

Antes do Treinamento
Forca Muscular (Kgf) 21,89 (2,57) 25,25 (4,18) -0,97 -1,84 (-7,31 - 0,59) 0,09
Concentragdo plasmatica de BDNF (pg/mL) 3365 (1751) 4998 (1989) -0,87 -1,68 (-3738 — 472) 0,12
Testosterone salivar (pg/mL) 144.7 (48,10) 107,5 (15,68) 1,04 1,93 (-7,76 — 82,31) 0,09
Cortisol salivar (pg/mL) 0,21 (0,14) 0,22 (0,13) -0,07 -0,02 (-0,17-0,17) 0,98
Razdo da concentracdo Testosterona/Cortisol (pg/mL) 1062 (835) 599,3 (256,1) 0,75 1,39 (-317,3-1,24) 0,21
Apds Treinamento
Forca Muscular (Kgf) 24,06 (2,6) 23,60 (5,9) 0,10 0,20 (-4,66 — 5,60) 0,84
Concentracgdo plasmatica de BDNF (pg/mL) 3630 (948,1) 3013 (632,9) 0,77 1,50 (-557,7 — 1506) 0,16
Testosterone salivar (pg/mL) 77,79 (36,23) 101,6 (18,55) -0,83 -1,52 (-59,07 — 11,49) 0,16
Cortisol salivar (pg/mL) 0,17 (0,12) 0,26 (0,17) -0,61 -1,02 (-0,27 - 0,10) 0,34
Raz&o da concentragdo Testosterona/Cortisol (pg/mL) 1579 (2252) 580,5 (339) 0,62 1,16 (-1,09 — 3,08) 0,29
Valores de Delta
Forga Muscular (Kgf) 2,17 (2,39) -1,66 (3,29) 1,33 2,55 (0,58 — 7,08) 0,02*
Concentragao plasmatica de BDNF (pg/mL) 264,9 (1804) -1985 (1842) 1,23 2,38 (210 — 4289) 0,03*
Raz&o da concentracdo Testosterona/Cortisol (pg/mL) 636,2 (856,8) 1115 (2,21) -0,79 -0,53 (-2,46 — 1,50) 0,61

54
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Para controlar as possiveis diferencas entre os grupos na linha de base, a CIVM do
musculo quadriceps, a concentracdo plasmatica de BDNF e a concentragdo salivar da relacéo
entre testosterona/cortisol foram realizadas considerando-se os valores de deltas (resultado da
subtracéo entre o valor do pos-treino — valor do pré-treino) para cada grupo, conforme indicado
por A.

Os dados da FIMQ mostraram um aumento significativo no grupo de GP comparado
com o grupo GA (FIMQ, p = 0,02; tamanho do efeito = 1,33; Figura 7.A) (Tabela 5). Apos 0
periodo de intervencdo, em comparagdo com o inicio do estudo, a FIMQ aumentou, em média,
2,17 Kgf no GP e diminuiu, em média, 1,66 Kgf, no GA (Figura 7.A).

A variacdo da concentracdo plasmatica de BDNF (A) demonstrou um aumento
significativo no GP comparado com o GA (Tabela 5) (BDNF, p = 0,03; tamanho do efeito =
1,23; Figura 7.B).

41 1000+ *
500+

(pg/mL)
2
:

-5004 e
-1000- e
T N e e
-20004
-2500+
-30004

FIMQ_Delta (Kgf)

IT‘ o
BDNF_Delta

GP GA

Figura 7. (A) A variacgdo da forga isométrica do musculo quadriceps (FIMQ) antes e ap6s o periodo de
intervencgdo (delta = A) no grupo vibragdo (GP) e grupo agachamento (GA). Os dados sdo apresentados como
média e desvio paddo. *GP apresenta diferenca significativa de GA, p<0,05. (B) A varia¢do na concentracéo
plasmatica de BDNF antes e apds o periodo de intervengdo (delta = A) no grupo vibragdo (GP) e no grupo
agachamento (GA). Os dados sdo apresentados como média e desvio paddo. *GP apresenta diferenca significativa
de GA, p=<0,05.

Foi encontrada uma alta correlacdo positiva entre a FIMQ e BDNF (Spearman r = 0,67
e p =0,007, Figura 8)
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r=0,67 e p= 0,007
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Figura 8. Diagrama de dispersdo mostrando a correlacéo positiva entre os valores de delta (A) da forga
isométrica do masculo quadriceps (FIMQ) e a concentracdo plasmatica do fator neurotréfico derivado do
cérebro (BDNF) em mulheres idosas com osteoartrite (OA) do joelho.

No que diz respeito aos niveis hormonais, ndo houve diferenca entre 0s grupos na
relagdo entre a concentracdo salivar de testosterona/cortisol (A) (razao T/C, p = 0,61; tamanho
do efeito = -0,79; Figura 9) (Tabela 6).
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Figura 9. A alteracéo dos raz8es testosterona/cortisol [niveis basais, antes e ap6s o periodo de intervencgéo
(delta= A)] no grupo de vibragdo (GP) e o grupo de agachamento (GA). Os dados sdo apresentados como
média e desvio padrdo. * GP ¢ significativamente diferente de GA, p < 0,05.
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4.3.3 Discussao

Este foi o primeiro estudo randomizado desenhado para determinar se a adicdo de VTC
ao treinamento com exercicio de agachamento poderia melhorar a FIMQ, afetar a concentracéo
plasmatica BDNF e a relacdo hormonal testosterona/cortisol salivar em mulheres idosas com
OA do joelho. Os resultados deste estudo demonstram que a adi¢do de VTC ao treino com
agachamento melhorou os valores da FIMQ e aumentou as concentragdes plasmaticas de BDNF
sem produzir alteracdo na relagdo hormonal testosterona/cortisol salivar na populacéo estudada.

O aumento observado da FIMQ quando associa-se 0 treino VTC ao exercicio de
agachamento em idosos é consistente com relatos na literatura (REES et al., 2008; LAU et al.,
2011). O efeito cronico do treinamento com a VTC na FIMQ esta de acordo com a hipotese de
que o reflexo tonico de vibracdo afeta principalmente a capacidade do sujeito de gerar altas
taxas de disparo de unidades motoras de contracdo rapida (ROELANTS et al., 2004). Além
disso, sugere-se que os limites de recrutamento das unidades motoras durante a VTC é menor
gue com as contracdes voluntarias, provavelmente resultante de uma ativacdo mais rapida e
ativacdo de unidades motoras de alto limiar (ROELANTS et al., 2004).

No entanto, € importante mencionar que os estudos citados acima (LAU et al., 2011;
REES et al., 2008; ROELANTS et al., 2004) foram realizadas com idosos sem histéria de OA
do joelho. OA do joelho parece levar a uma reducdo significativa na forca do quadriceps e,
consequentemente, na capacidade de andar, subir escadas e se levantar de uma cadeira,
especialmente em pessoas idosas, fato que justifica a importancia de se estudar o efeito da
adicdo da VTC ao exercicio de agachamento em idosos com OA do joelho.

Até o momento, existem apenas dois estudos na literatura que investigaram e
demonstraram a eficacia do treinamento com VTC na forca muscular do quadriceps em
individuos com OA do joelho comparado com o grupo controle [sem a intervencdo] (PARK et
al., 2013; TRANS et al., 2009). No estudo de Park et al. (2013) foi avaliado o efeito do
treinamento de oito semanas associando a VTC a um protocolo de exercicios domiciliares
comparado ao grupo que realizou somente o protocolo de exercicios domiciliares em mulheres
idosas com OA de joelho. Neste estudo foi observada uma melhora significativa na forca
muscular do quadriceps dos dois grupos analisados quando comparadas as medidas antes e apos
o0 treinamento, porém, a melhora obtida apds o treinamento de oito semanas nao diferiu entre
os dois grupos. Talvez a diferenca entre nossos resultados quando comparada aos resultados
obtidos por Park et al. (2013) possa estar relacionada ao periodo de treinamento, que no nosso

estudo foi composto pelo periodo de doze semanas, e também a padronizacdo e controle
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supervisionado da execucdo do exercicio proposto. No entanto, nossos resultados estdo em
concordancia com o estudo de Trans et al. (2009). Porém, destacam-se algumas diferencas entre
os dois estudos: No estudo de Trans et al. (2009), o grupo de intervencao foi submetido apenas
ao treinamento com VTC e o grupo controle ndo participou de qualquer tipo de intervencéo.
No entanto, no nosso estudo, os efeitos da adi¢do de vibragdo de todo o corpo ao exercicio de
agachamento foi comparado com um grupo realizando somente o exercicio de agachamento e
demonstrou a eficiéncia da associacdo da VTC ao agachamento. Além disso, no nosso estudo,
houve padronizacdo do angulo de flexdo do joelho enquanto no estudo da Trans et al. (2009)
os participantes flexionavam seus joelhos até a posicdo livre de dor.

Destacamos ainda que o aumento da forga do musculo quadriceps observado neste
estudo para o grupo GP tem um forte impacto clinico pois, tal como a literatura indica, a
alteracdo minima detectavel na forca muscular isométrica do quadriceps é de 2,25 N/m (KEAN
et al., 2010). Considerando que 1 kgf corresponde a 9,81 N/m, o aumento observado de 2,17
kgf na FIMQ no grupo GP corresponde a 21,29 N/m (um valor nove vezes maior do que o valor
minimo detectavel).

Existem duas possiveis explicacdes para o resultado que obtivemos em que a adi¢cdo de
VTC ao treinamento com exercicio de agachamento promove melhora na for¢a do quadriceps
em mulheres idosas com OA do joelho. A primeira hipdtese sugere que o treino de VTC
associado agachamento pode ter produzido uma adaptacdo neuromuscular, tal como um
aumento no nimero de unidades motoras recrutadas e melhora na sincronizacdo destas unidades
motoras. Na segunda hipotese entende-se que ha possivel aumento da massa muscular
decorrente de alteracdes no equilibrio entre horménios anabolicos (testosterona) e catabolicos
(cortisol), que ndo apresentaram variacdo. Portanto, a primeira hipdtese é a mais provavel.

Propusemos, neste estudo, investigar o efeito da adi¢do de VTC ao treinamento com
exercicio de agachamento sobre as concentracdes plasmaticas de BDNF. O fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF) tem sido proposto como uma neurotrofina essencial relacionada
com a plasticidade neuronal (KNAEPEN et al., 2010) que desempenha um importante papel na
sobrevivéncia de idosos devido ao seu papel na prevencdo da morte neuronal durante o stress
(CHEVREL et al., 2006). Além disso, o perfil de expressio do BDNF mostrou que esta
neurotrofina é expressa diferencialmente em mdusculos esqueléticos sob varias condigdes
fisiologicas e patoldgicas (CHEVREL et al., 2006). Varios estudos tém demonstrado que o
BDNF é uma proteina que é produzida em células do musculo esquelético e que a sua expressao
é aumentada pela contracdo gerando aumento da oxidagdo das gorduras de uma forma

dependente da proteina quinase ativada por AMP (AMPK), provavelmente atuando de forma
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autocrina e/ou pardcrina dentro dos masculos esqueléticos (CARDINALE et al., 2010;
UCHIDA et al., 2004).

Como resultado, observou-se um aumento significativo dos niveis plasmaticos de
BDNF no GP comparado com o GA. Contudo, esta diferenca ndo pode ser atribuida somente
ao aumento dos niveis plasmaticos de BNDF no GP, uma vez que 0 GA mostrou um decréscimo
na concentracdo de BDNF apds o treinamento. O recente estudo de Coelho et al. (2012) avaliou
0 impacto de uma intervencdo fisioterapéutica sobre os niveis de BDNF em mulheres idosas,
classificadas como néo-frageis (569,5 + 336,6 pg/mL) ou pré-frageis (396,4 + 215,1 pg/ml).
Nesse estudo, 0 grupo de treinamento realizou um programa dindmico progressivo totalizando
dez semanas de treinamento resistido dos extensores e flexores do joelho trés vezes por semana.
Como resultado, ambos 0s grupos apresentaram um aumento nos niveis de BDNF apds a
intervencdo fisioterapéutica, indicando que o exercicio fisico e/ou treinamento eleva(m),
temporariamente, os niveis basais de BDNF e, possivelmente, regula positivamente o
processamento celular de BDNF [isto €, a sintese, a liberacdo, absorcdo e degradacéo]
(COELHO et al., 2012). Evidéncias crescentes sugerem que esta familia de fatores
neurotroficos, influencia ndo sé a sobrevivéncia e funcdo de neurdnios motores, mas também o
desenvolvimento e a diferenciagdo de mioblastos e de fibras musculares (KNAEPEN et al.,
2010). Considerando-se que: 1) Antes do treinamento, a populacdo do presente estudo
apresentava um nivel elevado BDNF (GP =3.630 + 948,1 pg/mL e GA =3.013 + 632,9 pg/mL)
em comparacdo com o estudo de Coelho et al. (2012) supracitado; 2) ap6s doze semanas de
treinamento, o grupo GP ainda conseguiu promover um aumento nos niveis de BDNF e FIMQ
enquanto o grupo GA apresentou uma diminui¢do nos niveis de plasmaticos de BDNF e na
FIMQ; nossa hipdtese sugere que exista uma relacdo entre a melhora de FIMQ e os niveis
plasmaticos de BDNF.

Ao avaliar arelacdo entre a FIMQ e os niveis plasmaticos de BDNF no GP foi observada
uma forte correlacéo entre essas variaveis (Spearman r= 0,71 e p<0,003), 0 que refor¢a a nossa
hipdtese de que, possivelmente, a melhora da forga muscular isométrica do quadriceps esteja
relacionada com a manutencdo dos niveis plasmaéticos elevados de BDNF nos idosos do grupo
GP, levando-nos a acreditar que a melhora na for¢a muscular isometrica do quadriceps no grupo
GP ocorreu, provavelmente, devido a adaptacdo neuromuscular.

Considerando que: a) A literatura vigente indica que as mudancas observadas na forca
muscular ocorrem em conjunto com alteragdes no perfil hormonal de idosos (CARDINALE et
al., 2010); b) As alteragGes hormonais tém um impacto significativo na fisiologia feminina e

desempenho fisico (UCHIDA et al., 2004); ¢) Os dados disponiveis na literatura sobre o efeito
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do treinamento fisico ou exercicio crénico sobre as concentra¢cdes hormonais sdo inconclusivos;
d) Existem circunstancias nas quais o treinamento fisico levaria a uma diminui¢do dos
androgenos circulantes (ENEA et al., 2011). Nossos resultados demonstram que a adi¢do da
VTC aos exercicios de agachamento ndao modificou a variagdo (A) na relagdo
testosterona/cortisol, demonstrando que o aumento da for¢a muscular na populacéo estudada
nédo foi resultante de mudancas na razdo anabolismo (testosterona) e catabolismo (cortisol)
hormonal.

Este estudo apresenta algumas limitacGes. Em primeiro lugar, o tamanho da amostra
pode ter sido pequena. Apesar de um tamanho de efeito moderado encontrado na testosterona,
na forca e nos niveis plasméaticos de BDNF antes da intervengdo, ndo podemos descartar a
ocorréncia do erro de tipo 11, uma vez que o poder apresentado foi de aproximadamente 61%
(Portney & Watkins, 2009). Portanto, para evitar que possiveis diferencas encontradas antes do
treinamento pudessem influenciar os resultados finais, todas as andlises foram realizadas
considerando-se os valores das variagdes (delta= A) ocorridas antes e apos 0 periodo de
intervencdo. Desta forma, as comparacGes entre 0s grupos também foram realizadas com base
nessas variacdes (A). Vale ressaltar que o poder estatistico da analise considerando o delta (A)
foi elevado para a forca muscular isométrica do quadriceps (poder > 0,74), as concentracdes
plasméticas de BDNF (poder > 0,74) e as concentracGes de testosterona salivar (poder > 0,85).
No entanto, para a variavel cortisol encontramos um baixo poder estatistico, indicando que uma
amostra maior poderia melhorar os nossos resultados. A segunda limitacdo € a de que o nivel
de BDNF foi medida sistemicamente (no sangue) e ndo localmente (no fluido sinovial). Diante
disso, a variacdo na concentracdo sisttmica deste fator pode ter sido influenciada por outros
fatores que ndo a OA propriamente dita, tal como nivel de depressdo dos voluntéarios
(TAKEBAYASHI et al., 2012; CASTREN & RANTAMAKI, 2010). Uma dltima limitago foi
a utilizacdo de dados apenas do sexo feminino. A OA é cada vez mais reconhecida como tendo
especificidades tanto relacionadas ao local e ao género e, portanto, os atuais resultados nao

podem ser diretamente extrapolados para o género masculino.

4.3.4 Principais achados

Adicdo do treinamento de VTC ao exercicio de agachamento em idosos com OA de

joelho, nas condigdes propostas:

» Promoveu uma melhora na for¢ca muscular isométrica do quadriceps femoral,
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» Promove uma possivel resposta adaptativa na concentragdo plasméatica de BDNF sem
alterar a relagdo de anabolismo/catabolismo muscular.
» Existe uma associacdo entre a melhora da for¢a muscular isométrica do quadriceps e a

concentracdo plasmatica de BDNF.

4.4 Estudo 3 - Investigar a relacdo entre as concentracdes plasmaticas e no liquido

sinovial de BDNF, TNF-a e seus receptores solliveis (STNFR1 e sSTNFR?2) em idosos com

OA de joelho e ainda verficar a relacdo destes com a gravidade da OA e o autorrelato de

dor, rigidez e funcao fisica (WOMAC) em idosos com OA de joelho

Apesar do liquido sinovial ser considerado como o melhor fluido para analisar os
eventos ocorridos dentro da articulacdo (BOGAERTS et al., 2007), a anélise do plasma € mais
rapida, menos invasiva e mais facil de ser utilizada em mensurac6es repetidas. A via sanguinea
permite, ainda, avaliar resultados de terapéuticas de longo prazo (CARDINALE & POPE,
2003) e tem sido amplamente utilizada nas pesquisas com OA (GOLDRING & GOLDRING,
2004; HAUTIER & BONNEFOY, 2007; ERSKINE et al., 2007; CARDINALE et al., 2010).
Entretanto, as citocinas e as suas concentracfes presentes no liquido sinovial e no plasma

podem ndo ser as mesmas.

Atualmente, tem-se discutido que a OA, apesar de ser uma doenca articular, apresenta
efeitos sisttmicos (MICHAEL et al., 2010). Por outro lado, tem sido avaliada a condigéo
sisttmica do paciente (funcionalidade, condicGes de salde geral e sangue periférico) na
tentativa de inferir a condicdo inflamatoria da cartilagem, dos demais tecidos articulares e do
liquido sinovial (PENNINX et al., 2004). Desta forma, a determinagdo da relacdo entre as
concentragfes plasméaticas e o liquido sinovial poderia facilitar o entendimento da
fisiopatologia local e sistémica da OA, além de permitir a inferéncia dos eventos locais a partir

da analise do sangue periférico.

A escassez de informagdes cientificas que relacionam os eventos inflamatorios locais
(liquido sinovial) e sistémicos (plasma) é um fato e isto pode levar pesquisadores a conclusdes
equivocadas em seus estudos. Este esclarecimento é fundamental para subsidiar os achados de
pesquisas que partem da premissa de que as alteracbes verificadas na via sistémica

correspondem as alteracdes verificadas localmente.
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4.4.1 Método

Este € um estudo transversal, em que as varidveis foram analisadas local e
sistemicamente. Para minimizar a possibilidade de vieses, 0s grupos foram percentualmente
pareados pelo género, idade, altura, peso e IMC, visto que existem relatos na literatura
indicando que a gravidade e a sintomatologia da OA de joelho sdo influenciadas por estas
variaveis (SRIKANTH et al, 2005; TEICHTAHL et al., 2005; GROTLE et al., 2008).

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal dos
Vales do Jequitinhonha e Mucuri sob protocolo n® 029 /11 (ANEXO 4).

4.4.1.1 Participantes

A amostra de conveniéncia deste estudo foi composta por individuos com sessenta anos
ou mais de ambos os sexos que ndo relatassem trauma recente no joelho, uso de qualquer
dispositivo de auxilio a marcha (por exemplo, bengalas, muletas, andadores); que ndo tenham
recebido tratamento fisioterapico ou qualquer outro procedimento de reabilitacdo nos Gltimos
trés meses e que ndo tenham feito uso de glicocorticdides por pelo menos dois meses antes da
coleta. Dentre os individuos analisados, vinte e sete idosos (dezessete mulheres e dez homens,
preencheram os critérios clinicos e radiogréaficos do Colégio Americano de Reumatologia
(2002) para o diagnostico da OA em pelo menos um joelho (grupo OA). Também foram
incluidos neste estudo dezenove idosos saudaveis (onze mulheres e oito homens), pareados
relativamente com o grupo OA (por género, idade, altura, peso e IMC), cujos membros ndo
apresentavam alteracdo radiografica nos joelhos, queixa de dor e nem rigidez < trinta minutos
e/ou crepitagdo ao movimento ativo do joelho (grupo controle).

Foram excluidos os participantes que apresentavam doencas reumatoldgicas,
neuroldgicas, respiratorias ou cardiacas agudas devido a alteragdo imunoldgica; também os
pacientes que autorrelataram imunossupressao ou imunodeficiéncia, ou ainda que faziam uso

de medicacdo imunomoduladora.

4.4.1.2 Procedimentos

Primeiramente, os voluntarios receberam uma explicacdo detalhada sobre os objetivos

e procedimentos do estudo. Depois disso, eles assinaram um termo de consentimento e seus
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dados demogréficos e o autorrelato de dor, rigidez e funcdo fisica foram coletados. Na
sequéncia, os pacientes do grupo OA foram submetidos a aspira¢do do liquido sinovial do
joelho afetado por puncéo estéril realizada sempre pelo mesmo cirurgido ortopédico. Nenhum
liquido sinovial foi extraido dos idosos do grupo controle devido a questdes éticas. As amostras
de sangue venoso foram colhidas de todos os participantes, centrifugadas e armazenadas a -
70°C até serem usadas.

4.4.1.3 Avaliacdo radiogréafica e dos parametros clinicos e funcionais

Para garantir que os participantes tinham OA do joelho e para padronizar as amostras
de forma confiavel, a avaliacdo radioldgica foi realizada em todos os voluntarios. A severidade
da doenca foi determinada utilizando-se radiografias anteroposteriores na postura ortostatica do
joelho afetado. Radiografias do joelho foram avaliadas de acordo com a classificacdo de
Kellgren e Lawrence (1957): grau um: estreitamento do espaco articular duvidoso e possivel
ostedfitos marginais; grau dois: ostedfitos definidos e possivel estreitamento do espaco
articular; grau trés: varios ostedfitos moderados, estreitamento definido do espaco articular,
alguns com esclerose e possivel deformidade do contorno 6sseo; grau 4: grandes ostedfitos,
marcado estreitamento do espaco articular, esclerose grave e deformidade definitiva do
contorno 6sseo. A classificacdo de grau dois (ostedfitos definidos e possivel estreitamento do
espaco articular) foi usada como um ponto de corte para determinar a OA do joelho. O joelho
que apresentou a classificacdo mais severa em cada paciente do grupo OA foi utilizado para
analise de dados.

Os controles foram definidos como nédo tendo OA radiografica do joelho pelos critérios
de Kellgren e Lawrence (1957), indicado pelo grau zero - nenhuma alteracdo radiogréfica
caracteristica de osteoartrite para ambos os joelhos.

O autorrelato de dor, rigidez e funcéo fisica foi avaliada com WOMAC (ANEXO II)
(BELLAMY etal., 1988), que é um instrumento valido e confiavel paraa OA. Este questionario

foi traduzido e adaptado para a populagéo brasileira por Fernandes (2002).
4.4.1.4 Processamento do plasma e do liquido sinovial
Para a determinacdo dos parametros inflamatorios sistémicos e do BDNF, o sangue total

(10 mL) foi coletado de forma asséptica, da fossa antecubital, de cada individuo por

profissionais treinados e capacitados, envolvidos no projeto, utilizando-se heparina como
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anticoagulante. O plasma foi separado por dupla centrifugacdo a 3000 rpm por 10 minutos e
estocado a -70°C até a realizagdo dos experimentos.

Para a determinacdo dos parametros inflamatorios e do BDNF locais, o liquido sinovial
foi coletado por meio de puncdo com agulha inserida na regido suprapatelar lateral do joelho,
da bolsa subquadriciptal realizada por um médico ortopedista, utilizando-se o procedimento
padrdo. Inicialmente foi realizada a limpeza e assepsia da face antero-lateral do joelho, seguida
de anestesia local com 0,5 mL de xilocaina a 1% sem vasoconstritor (PETERSSON et al., 1997;
SAY, 2010). O liquido sinovial foi imediatamente centrifugado duas vezes a 4000 rpm por 10

minutos e o sobrenadante foi congelado a —70° C.

4.4.1.5 Anélise dos niveis de BDNF, TNF-¢, STNFR1 e STNFR2 no plasma e no liquido

sinovial

As concentragdes de BDNF, TNF-a e seus receptores soltveis (STNFR1 e STNFR2) no
plasma e no liquido sinovial dos voluntarios foram mensuradas usando a técnica do ELISA
sanduiche (R & D Systems) conforme protocolo descrito no item 4.1.2.

O limite de deteccdo para BDNF foi de 10 pg/mL e para TNF-a, sSTNFR1 ¢ sSTNFR2 foi
de 5 pg/mL.

4.4.1.6 Andlise estatistica

Os dados demograficos e antropométricos do grupo OA e controle foram comparados
pelo teste t de Student ndo pareado. Comparacdes entre os grupos foram realizadas utilizando
uma andlise de variancia (ANOVA) com o teste post hoc de Tukey. Diferenca entre a
concentracdo de STNFR1 e STNFR2 no plasma e no liquido sinovial foram comparadas pelo
teste t de Student pareado. Correlagdes entre o plasma e o fluido sinovial STNFR1 e STNFR2 e
gravidade da doenca foram avaliadas por meio do coeficiente de correlacdo de Spearman (rs).
Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média. Os valores de p<0,05 foram

considerados estatisticamente significativos para as diferencas e correlagdes.
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4.4.2 Resultados

N&o houve diferencas significativas entre os grupos em relacdo a média de idade (68 +
9 Grupo OA vs 72 + 8 Controle), peso (70 = 12,5 Grupo OA vs 70 + 10,3 Controle), estatura
(1,65 + 0,08 Grupo OA vs 1,64 £ 0,09 Controle) e IMC (25,62 £ 3,01 Grupo OA vs 26,15 +
3,61 Controle). No que diz respeito aos critérios de KL, os pacientes foram divididos em dois
grupos em relacdo a classificacdo da OA. Quinze pacientes foram classificados como grau 2 e

doze como grau 3 (Tabela 7).

Tabela 7. Caracterizacdo da amostra dos grupos OA e controle (Estudo 03).

Caracteristicas Grupo OA Grupo Controle Valor de
(N=27) (N=19) p
Idade (anos) 68 (9) 72 (8) 0,06
Peso (kg) 70 (10,5) 70 (12,3) 0,87
Estatura (metros) 1,65 (0,08) 1,64 (0,09) 0,58
IMC (kg/m?) 25,62 (3,01) 26,15 (3,61) 0,60
Gravidade da OA de joelho* 2 3
(%) 56 44 — -

Dados apresentados em média (SD). *p <0,05.
IMC — Indice de massa corporal; OA - Osteoartrite

Além disso, as associacdes entre os niveis plasmaticos e do liquido sinovial de BDNF,
STNFR1 e sSTNFR2 com a gravidade da OA foram estatisticamente investigados. Nenhuma
correlacdo foi encontrada entre os niveis de BDNF, STNFR1 e sTNFR2 no plasma quando
comparadas com o liquido sinovial assim como quando comparadas com a gravidade OA do

joelho. Além disso, 0 TNF-a ndo foi detectado em nenhuma das amostras analisadas.
4.4.2.1 BDNF
Como mostrado na Figura 10, o grupo controle apresentou menores niveis plasmaticos

de BDNF do que pacientes com OA (1756 + 804,3 pg/mL versus 2378 £ 1067 pg/mL, p=0,03).
Os niveis de BDNF no liquido sinovial de pacientes com OA (358,9 + 178,4 pg / mL) foram
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seis vezes menores do que em amostras de sangue correspondentes (p<0,0001), e quatro vezes
menores do que no plasma do grupo controle (p <0,0001) .
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Figura 10. Niveis de BDNF no plasma e liquido synovial de pacientes com OA e controles.

Houve uma correlacdo positiva moderada entre a concentracdo plasmatica BDNF e dor
autorrelatada [WOMAC] (rs = 0,39, p = 0,04; Figura 11).
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Figura 11. Correlagéo positiva entre os niveis plasmaticos de BDNF em pacientes com OA de joelho e 0
autorrelato de dor (WOMAC) (rs=0,39; p=0,04).
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4.4.2.2 Receptores soluveis (STNFR1 e STNFR2)

N&o houve diferenca nos niveis plasmaticos de STNFR1 entre o grupo OA e 0 grupo
controle (1091 £ 99,48 pg/mL versus 1363 + 106,7 pg/mL, respectivamente). No entanto, 0s
niveis de STNFR1 no liquido sinovial de pacientes com osteoartrite (2658 + 66,12 pg/mL)
foram 2,5 vezes maiores do que em amostras de sangue correspondentes, e 1,5 vezes maiores
do que no plasma dos controles (Figura 12.A). N&o houve correlacdo entre os niveis de STNFR1
no plasma e no liquido sinovial no grupo OA. Com relacdo aos niveis de STNFR2, tanto os
niveis plasmaticos de STNFR2 (2249 + 126,3 pg/mL) quanto os niveis de STNFR2 no liquido
sinovial (2021 + 107,0 pg/mL) no grupo OA apresentaram-se significativamente mais baixos
do que os niveis plasmaticos do grupo controle (2249 + 126,3 pg/mL versus 2700 + 126,3
pg/mL e 2021 + 107,0 pg/mL versus 2700 + 126,3 pg/mL, respectivamente; Figura 12.B). Ndo
houve correlacdo entre os niveis plasmaticos STNFR2 com niveis de STNFR2 no liquido

sinovial.
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Figura 12. A) Niveis dos receptores sollveis do fator de necrose tumoral alfa 1 (STNFR1) no plasma e
no liquido sinovial de pacientes com osteoartrite (OA) (n= 27) e no plasma de controles saudaveis (n=

19), B) niveis dos receptores do factor de necrose tumoral alfa 2 (sSTNFR2) no plasma e no liquido sinovial
de pacientes com osteoartrite (OA) (n= 27) e no plasma de controles saudaveis (n= 19). As linhas
horizontais (em negrito) indicam os valores médios.

A figura 13 mostra os niveis de STNFR1 e STNFR2 no plasma e no liquido sinovial em
pacientes com OA do joelho (1091 £ 99,48 pg/mL versus 2249 + 126,3 pg/mL e 2587 + 66,12
pg/mL versus 2021 + 107,0 pg/mL, respectivamente).
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Figura 13. Niveis de STNFR1 e sTNFR2 no liquido sinovial e no plasma de pacientes com osteoartrite
de joelho. As linhas horizontais (em negrito) indicam os valores médios.

Foi analisada a associacdo entre os niveis plasmaticos e o liquido sinovial de STNFR1 e
STNFR2 com dor, rigidez e fungdo fisica autorrelatada [WOMAC]. No entanto somente a
concentracdo dos receptores soltveis no liquido sinovial apresentou relagdo. Os niveis de
STNFR1 no liquido sinovial foram negativamente relacionados com dor e funcdo fisica
autorrelatada (rs- 0,6785, p <0,0001 e rs- 0,4194, p = 0,03, respectivamente) (Figura 14. A e B,
respectivamente). Ja os niveis de STNFR2 no liquido sinovial foram negativamente
relacionados com dor e rigidez articular (rs- 0,5433, p= 0,01 e rs- 0,4249, p= 0,02,

respectivamente) (Figura 14. C e D, respectivamente).
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Figura 14. Correlacdo negativa entre os niveis de receptores sollveis do fator de necrose tumoral
(STNFR) no liquido sinovial de pacientes com osteoartrite do joelho (OA) com os parametros clinicos e
funcionais (WOMAC). A) Niveis de STNFR1 no liquido sinovial relacionaram negativamente com a
intensidade da dor (WOMAC), B) Os niveis de STNFR1 no liquido sinovial relacionaram negativamente
com o desempenho funcional (WOMAC), C) Os niveis de STNFR2 no liquido sinovial relacionaram
negativamente com a intensidade da dor (WOMAC), D) Os niveis de sSTNFR2 no liquido sinovial
relacionaram negativamente com a rigidez articular (WOMAC).

4.4.3 Discussao

Estudos anteriores demonstraram que o0 BDNF esta presente no liquido sinovial das
articulacbes inflamadas em pacientes com espondiloartrite (RIHL et al., 2005), artrite
reumatoide (RA) (RIHL et al., 2005; KLEIN et al., 2012) e OA (RIHL et al., 2005; KLEIN et
al., 2012). No entanto, existem lacunas na literatura no que diz respeito as diferencas nos niveis
de BDNF no plasma e liquido sinovial de pacientes idosos com OA do joelho em comparacao
com um grupo de idosos controles saudaveis. Além disso, ndo se sabe se ha alguma relacdo
entre os niveis de BDNF e os parametros clinicos, com o autorrelato da dor. Este estudo € o
primeiro a demonstrar a presenca de BDNF, tanto no plasma quanto no liquido sinovial dos
pacientes com OA do joelho primaria. Os niveis de BDNF no liquido sinovial de pacientes com
OA foram seis vezes menores do que nas amostras de sangue correspondentes e 4 vezes mais
baixas do que no plasma de idosos controles saudaveis. Alem disso, houve uma correlagéo
positiva entre os niveis de BDNF e a dor autorrelatada.

Embora os pacientes com osteoartrite do joelho tivessem apresentado niveis
marcadamente mais elevados de BDNF no plasma do que no liquido sinovial, ndo houve
correlacéo entre as concentrac@es local e sistémica. O estudo de Rihl et al. (2005) também néo

mostrou correlacdo significativa entre os niveis de BDNF no soro e no liquido sinovial de
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pacientes com OA e espondiloartrite. Estes autores comentaram que a falta de correlacéo pode
estar relacionada com o fato de que os niveis de BDNF encontrados no liquido sinovial sdo
produzidos pelo condrécitos, com funcdes autdcrina e paracrina na cartilagem articular, em
resposta ao processo inflamatorio articular (KLEIN et al., 2012; YAMASHIRO et al., 2001).

Outro achado deste estudo foi que os niveis plasméaticos de BDNF em pacientes idosos
saudaveis foi menor do que em pacientes idosos com OA do joelho. Esta descoberta é contréria
ao estudo de Rihl et al. (2005), os quais encontraram uma concentracdo elevada de BDNF no
plasma de individuos saudaveis comparado com pacientes com espondiloartrite, AR e OA. Uma
possivel explicacdo para a diferenca entre os estudos pode estar relacionada com a fase do
processo inflamat6rio em que se encontravam os pacientes com OA. Os pacientes no grupo de
OA do estudo de Rihl et al. (2005) estavam na fase de remissdo da OA (fase cronica), enquanto
qgue os pacientes com OA do presente estudo estavam em uma fase aguda do processo
inflamatorio e apresentando derrame articular consideravel, o que justificou a conduta clinica
de puncéo do liquido sinovial para alivio sintomatico da dor.

A dor na OA tem sido descrita como um fator de estresse que aumenta a resposta
inflamatdria, considerada um elo critico no ciclo dor e inflamacdo que perpetua condicdes
dolorosas cronicas. Este processamento da dor na OA vem sendo relacionado as alteracdes no
processamento da dor periférica associado a uma disfuncdo no processamento da dor central
(LEE et al., 2011). Neste estudo foram encontradas correlagGes entre o autorrelato de dor com
0s niveis plasmaticos de BDNF e com o0s niveis de STNFR1 e STNFR2 no liquido sinovial em
pacientes com OA do joelho, sendo que houve uma correlacao positiva entre a dor autorrelatada
com o0s niveis plasmaticos de BDNF e uma correlagdo negativa entre a dor autorrelatada e os
niveis de STNFR1 e sSTNFR2 no liquido sinovial. A correlacéo entre dor e niveis de BDNF é
apoiada pela literatura, em que Grimsholm et al. (2008) identificaram que a expressdo de BDNF
em pacientes com AR e em pacientes com OA ndo tem s0 efeitos neuroprotetores mas, também,
efeito na mediacdo da dor. Uma hipotese para estes resultados pode estar relacionada com
controle local e central da dor, visto que na fase aguda da OA, o aumento do processo
inflamatorio produz quadro algico intenso estimulando, assim, a produgdo de BDNF sistémico,
em uma tentativa de modular a dor no sistema nervoso central. J& o controle local da dor pode
estar relacionado com o controle do processo inflamatorio articular, ja que os niveis elevados
de STNFR1 e sTNFR2 no liquido sinovial estavam relacionados com menor queixa de dor.
Possivelmente, o aumento dos niveis locais de STNFR1 e STNFR2 inibiram a acéo catabdlica
do TNF-a por meio de suas ligagcdes ao TNF-a inativando-0 pela consequente inibigéo da sua

ligacdo aos receptores de membrana, assim como pela menor oferta dos proprios receptores de
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membrana. De acordo com a literatura, os receptores soliveis STNFR1 e STNFR2 sdo derivados
da clivagem das formas encontradas na superficie celular pela enzima proteinase de conversao
do TNF-a (TACE). Estes receptores soliveis do TNF-a concorrem com o receptor de superficie
na ligagdo com o TNF-o modulando sua atividade inflamatéria, sendo sugerido que eles
funcionam como atenuadores fisioldgicos da atividade nociva do TNF-o (ADERKA et. al.,
1992; WAETZIG et. al., 2005).

Ao compararmos estes resultados da associacdo local dos niveis de STNFR1 e STNFR2
com o autorrelato de dor com estudos que avaliaram esta mesma associacdo, porém,
sistemicamente (plasma), observamos resultados contraditérios. No estudo de Penninx et al.
(2004), foi considerado que os niveis plasmaticos elevados de receptores sollveis para TNF-a,
estavam associados com a diminuic¢do da funcdo fisica, aumentos dos sintomas da OA (por
exemplo, um aumento da dor e rigidez) e piores escores radiograficos em idosos obesos com
OA do joelho. Uma possivel explicacdo para os diferentes resultados obtidos pode estar
relacionada com a fase do processo inflamat6rio em que se encontravam os pacientes com OA
durante as analises, ja que neste estudo os pacientes estavam em fase de agudizacéo do processo
inflamatdrio e no estudo de Penninx et al. (2004) os pacientes se encontravam no periodo de
remissao da OA, fase cronica do processo inflamatorio. Por outro lado, € possivel que ndo exista
uma relagéo entre os processos local e sistémico em pacientes com OA de joelho, visto que néo
encontramos corrrelacéo entre os niveis de STNFR1 e STNFR2 no plasma e no liquido sinovial
do grupo OA.

Estudos anteriores também demonstraram a presenca de STNFR1 e sTNFR2 no fluido
sinovial da articulacdo inflamada de pacientes com artrite reumatoide (STEINER et al., 1995;
COPE et al., 1992; KLIMIUK et al, 2003), na artrite psoriatica (FIOCCO et al., 2012) na
atividade da artrite na doenca de Behget (TURAN et al.,, 2008) e OA em articulagoes
temporomandibulares (UEHARA et al, 2004; KANEYAMA et al, 2005). No entanto, 0s niveis
de STNFR1 e sTNFR2 no plasma e no liquido sinovial de pacientes com OA do joelho ndo
foram explorados e muito menos as suas relagdes com a gravidade da doenca, com a dor, a
rigidez e a funcdo fisica autorrelatada.

Com isso, este estudo € o primeiro a mostrar que foram detectados STNFR1 e STNFR2
simultaneamente no plasma e no liquido sinovial obtido de pacientes com OA do joelho
priméaria e que os niveis STNFR1 e sTNFR2 no liquido sinovial foram correlacionados,
negativamente, com a autoavaliagdo de parametros clinicos.

Em outras doencas articulares, assim como na OA, um elevado nivel destes receptores

tem sido demonstrado como importante na rede das citocinas, uma vez que a atividade bioldgica
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das citocinas depende da sua ligacdo a receptores especificos de membrana em células alvo
(KANEYAMA et al., 2005). Sendo assim, os receptores soluveis, tais como STNFR1 e sSTNFR2
podem atuar como antagonistas de TNF-a, bloqueando a interagdo do TNF-a com o seu
receptor de membrana celular, competindo, desta forma, com o receptor de membrana pela
ligagdo com o TNF-o (CANETE et al., 2010; KANEYAMA et al., 2005). Em tais condicdes
artriticas, os receptores sollveis apresentam-se em concentracdes relativamente elevadas,
enguanto que as citocinas, ou nao sdo detectaveis, ou estdo presentes em baixas concentracdes
(ROUX-LOMBARD et al., 1993; KANEYAMA et al., 2005). Estas declaracGes estdo em
concordancia com os resultados deste estudo, em especial na avaliagdo local (liquido sinovial),
em que o nivel de sSTNFR1 se mostrou expressivamente elevado, enquanto que néo foi detectada
a presenca de TNF-a no fluido sinovial de pacientes com OA do joelho. Esta descoberta apoia
a hipotese de que o0 aumento do nivel de STNFR1 é uma reacdo protetora que bloqueia ou inibe
os efeitos colaterais induzidos pela exacerbada secre¢do de TNF-a. Desde que sTNFRs podem
ser regulados positivamente por citocinas pro-inflamatorias, tais como IL-1 e TNF-a, este tipo
de mecanismo feedback inibidor parece ser eficaz na prevencdo da destruicdo da cartilagem
articular do joelho com OA (UEHARA et al., 2004).

Como o nivel de TNF-o é um importante indutor dos niveis de STNFR1 e sSTNFR2, estes
ultimos sdo de grande importancia nas doengas citadas, em que uma cascata de citocinas
dependentes de TNF-a tem sido observada em muitas respostas imunologicas e os inibidores
da inflamacéo e da producéo de citocinas, tais como os STNFRs sdo, também, suprarregulados
(EDWARDS et al., 2006; TURAN et al., 2008; CANETE et al., 2010). A inibicdo de TNF-a
in vitro demonstrou reduzir as agdes de muitos outros mediadores pré-inflamatérios (CANETE
etal., 2010; COPE et al., 1993). Estes achados indicam que as citocinas pro-inflamatérias estdo
ligadas em rede ou em cascata, com 0 TNF-a ocupando o apice (KANEYAMA et al., 2005).
Portanto, a presenca de niveis aumentados de STNFR1 e auséncia de TNF-a no liquido sinovial
de pacientes com OA de joelho sugerem que uma relacéo estreita entre estas variaveis pode
contribuir com o processo patologico da OA do joelho.

Devido a presenca de varios tipos de células no liquido sinovial de pacientes com
osteoartrite e artrite reumatoide, a propor¢do dos STNFRs no liquido sinovial pode variar. Por
exemplo, na OA da articulagdo temporomandibular, o liquido sinovial tem uma maior
concentragdo de STNFR1 que de STNFR2 (KANEYAMA et al., 2005). Na AR, contudo, a
proporcado inversa é verdadeira (STEINER et al., 1995; COPE et al., 1992). Nossos resultados
sugerem que ha um aumento da producdo local STNFR1 na OA do joelho. De acordo com

estudos anteriores, em geral, altas concentracdes de STNFRs no liquido sinovial indicam a
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producdo local desses receptores nas proximidades da articulagdo (KANEYAMA et al., 2005;
TURAN et al., 2008). Vale ressaltar que o nivel de STNFR1 no liquido sinovial foi muito mais
elevado que o observado em amostras de plasma do proprio paciente. Outro achado importante
deste estudo foi que o nivel de STNFR1 apresentou-se mais elevado do que o nivel de STNFR2
no liquido sinovial. Essa elevagdo substancial de sTNFR1 no liquido sinovial pode ser,
presumivelmente, atribuido a expressdo preferencial do STNFR1 em condrocitos articulares
humanos (ALSALAMEH et al., 1999; ROUX-LOMBARD et al., 1993).

Neste estudo, o nivel de sSTNFR1 no liquido sinovial foi negativamente correlacionado
com sintoma de dor e funcéo fisica autorrelatada em pacientes com OA do joelho, enquanto o
nivel de STNFR2 no liquido sinovial foi negativamente correlacionado com sintoma de dor e
rigidez articular autorrelatada. Em outras palavras, quando a concentracdo de STNFR1 e
STNFR2 apresentaram-se diminuidas, houve piora da sintomatologia apresentada pelos
pacientes com OA de joelho. Esses achados reforcam a idéia de que a regulacdo positiva dos
receptores solUveis na articulagdo acometida é um fator protetor da atividade do TNF-a na
inflamacdo articular em pacientes com osteoartrite de joelho tal como ocorre na OA da
articulacdo temporomandibular (UEHARA et al., 2004; KANEYAMA et al., 2005). No
entanto, ndo foi encontrada qualquer correlacdo entre os niveis plasmasticos ou no liquido
sinovial de STNFR1 e sSTNFR2 com a gravidade da OA do joelho. Uma explicacdo para este
resultado pode ser o fato de que as alteracdes radioldgicas podem estar refletindo o processo
normal de envelhecimento da cartilagem articular, enquanto que a dor pode representar o
processo anormal entre a sintese e a degradacdo da cartilagem, associada com irritacdo da
membrana sinovial e lesdo 6ssea subcondral (FERNANDES et al., 2007). Outro ponto que ndo
pode ser negligenciado € a caracteristica da amostra deste estudo, em que havia apenas
pacientes classificados como grau dois e trés de OA do joelho. Talvez a auséncia de pacientes
com classificagdo grau quatro de OA do joelho pode ter contribuido com a auséncia de
correlagdo visto que estudos que encontraram correlacdo entre a gravidade da OA e a
concentracdo de marcadores bioguimicos tiveram, em suas amostras, pacientes classificados
como grau quatro de OA do joelho (HONSAWEK et al., 2012; HONSAWEK &
CHAYANUPATKUL et al., 2010; HONSAWEK et al., 2009).

Este estudo apresenta algumas deficiéncias inerentes. Em primeiro lugar, a investigacéo
foi realizada em apenas um centro, com um numero relativamente pequeno de participantes.
Estudos adicionais realizados em uma amostra aleatéria de mdltiplos centros com amostras
maiores sao necessarios para validar os resultados. Em segundo lugar, as amostras de liquido

sinovial de controles saudaveis ndo foram coletadas por razdes éticas, 0 que impossibilitou a
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comparacéo local entre os grupos. Em terceiro lugar, os nossos pacientes com OA do joelho
estavam em fase de inflamacdo articular aguda, portanto, os nossos resultados néo podem ser
considerados para pacientes em fase de remisséo (fase cronica) da OA do joelho. Por ultimo,
como este foi um estudo transversal, a definicdo de causa e as relacdes com efeito podem nao
ser possiveis. No entanto, investigaces longitudinais prospectivas sdo necessarias para
demonstrar a progressao da doenca e determinar o papel exato do BDNF, de sTNFR1 e de
STNFR2 na OA do joelho.

4.4.4 Principais achados

Em resumo, o presente estudo demonstrou que:

> hé presenca de BDNF, sTNFR1 e sTNFR2 no liquido sinovial de pacientes com OA
primaria do joelho;

» niveis de TNF-a ndo foram detectados nas amostras de plasma e de liquido sinovial de
pacientes com OA,;

» existe uma associagdo de STNFR1 e STNFR2 com parametros clinicos (WOMAC);

> 0s niveis plasméaticos de BDNF foram significativamente elevados em pacientes com
OA do joelho em comparagdo com idosos controles;

» 0s niveis de BDNF no liquido sinovial foram notavelmente menores do que nas amostras
de plasma do proprio paciente;

> foi encontrada uma correlagdo positiva entre os niveis plasmaticos de BDNF e a dor
autorrelatada em pacientes com OA do joelho;

» ndo foram encontradas correlagdes entre os niveis local e sistémico de sTNFR1,
STNFR2 e BDNF.
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5. CONCLUSOES

1-

2-

3-

Os resultados dos estudos indicam que:
A adicédo do treinamento de vibracdo de todo o corpo ao exercicio de agachamento, nas
condigBes experimentais propostas, proporciona melhora do equilibrio estatico e
dindmico e do desempenho de marcha ao mesmo tempo que reduz a autopercepgéo de
dor e a concentracdo de marcadores inflamatorios (STNFR1 e STNFR2) em idosos com
OA de joelho.
A adicdo do treinamento de vibragdo de todo o corpo ao exercicio de agachamento
promove uma melhora no desempenho muscular de membros inferiores em mulheres
idosas com OA de joelho. Além disso, ha uma resposta adaptativa na concentracdo de
BDNF (indicando um possivel papel na plasticidade de motoneurdnios que inervam a
musculatura do membro inferior — especialmente o quadriceps) sem alteracdo na relacao
muscular de anabolismo/catabolismo (que influencia o trofismo muscular).
A existéncia de BDNF e de receptores soltveis de TNF-o (sTNFR1 e sTNFR2) no liquido
sinovial de pacientes com OA primaria do joelho na fase inflamatdria aguda e a relacédo
destes com parametros clinicos, sendo os niveis de BDNF plasméticos elevados em
pacientes com OA do joelho em comparacdo com idosos saudaveis e que os niveis de
BDNF no liquido sinovial sdo, notavelmente, menores do que nas amostras de plasma do
préprio paciente. Além disso, os niveis de BDNF no liquido sinovial apresentam-se
reduzidos em comparagdo com os niveis plasmaticos de BDNF em idosos saudaveis.
Ocorréncia de uma relacdo entre pardmetros clinicos e 0s niveis plasmaticos de BDNF,
sendo esta correlacdo positiva entre os niveis plasmaticos de BDNF com a dor
autorrelatada em pacientes com OA do joelho e relagdo negativa tanto entre os niveis de
STNFR1 no liquido sinovial com a dor e a rigidez autorrelatada quanto entre os niveis de
STNFR2 no liquido sinovial com a dor e a funcdo fisica autorrelatada, demonstrando que,
possivelmente, a regulacéo positiva dos receptores solGveis na articulagdo acometida é
um fator protetor da atividade do TNF-a na inflamagdo articular de pacientes com

osteoartrite de joelho.

5- Abre a perspectiva para futuros estudos delinearem 0s mecanismos subjacentes a esta

associacdo, bem como obter informacdes sobre o papel preciso do BDNF, sTNFR1 e

STNFR2 na patogénese do processo degenerativo em pacientes com OA do joelho.
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7. Anexos

7.1 Anexo | — Aprovacdo Comité de Etica (Estudos 1 e 2)

MINISTERIO DA EDUCAGAO w
UNIVERSIDADE FEDERAL DOS VALES DO JEQUITINHONHA E MUCURI K

Comité de Etica em Pesquisa/CEP UFVJ M

Oficio n°.141/08
Diamantina, 28 de outubro de 2008.

A Sua Senhoria, a Senhora

Profa. Ana Cristina Rodrigues Lacerda
Departamento de Fisioterapia - FCBS
UFVJM

Assunto: Parecer Consubstanciado n°. 001/08

Prezada Pesquisadora,

O projeto protocolado sob o registro provisério n° 001/08 e intitulado: “Efetividade do
Treinamento de Vibragdo de Todo o Corpo no Desempenho Funcional de Idosos com
Osteoartrite de Joelho”, foi reavaliado pelo Comité de Etica em Pesquisa e, tendo em
vista a apresentagcdo das comrecles sugeridas por este Comité e, portanto, a
conformidade com a Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude, recebeu o
parecer APROVADO. Seu numero de registro definitivo é 046/08.

O projeto propée investigar o efeito do treinamento de vibragéo de todo corpo, por meio
de uma plataforma oscilatéria modelo FitVibe, em 30 idosos com osteoartrite de joelho.
Trata-se de um estudo clinico, randomizado, duplo-cego, caso-controle contendo trés
grupos: experimental, placebo e controle. Os par@metros analisados serdo: forga
muscular; capacidade aerobica; agilidade; equilibrio corporal; controle de dor;
funcionalidade; rigidez matinal e resposta imunolégica.

Devera ser apresentado relatério a este Comité um ano ap6és a aprovacéo do projeto.

Atenciosamente,

Prof®. M.Sc. Nadia Verb)nica Halboth
Coordenadora CEP/UFVJM

Nadia Veronica Halboth
Coordenadona

CEP [ UPVI™
Campi | e Il - Reitoria - Diamantina - MG - Brasil
Rua da Gléria - n® 187 - Centro - CEP: 39100-000 - Diamantina - MG - Brasil - PABX: (38) 3531-1811
Campus Avangado do Mucuri - Tedfilo Otoni - MG - Brasil

Av. Dr. Luiz Boali Porto Salman - s/n® - Ipiranga - CEP: 39801-000 - Teéfilo Otoni - MG - Brasil - PABX: (33) 3522-6037 é E :

\
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7.2 Anexo Il - Western Ontario and McMaster University Osteoarthritis Index (WOMAC)

Instrucdes para os pacientes

Nas se¢Bes A, B, e C as perguntas serdo feitas da seguinte forma e vocé devera respondé-las
colocando um “X” em um dos quadrados.

Nota:
1. Se vocé colocar 0 “X” no quadrado da extrema esquerda, ou seja:

Nenhuma ] Poucall Moderadal] Intensall Muitointensal]
Entdo vocé esta indicando que vocé ndo tem dor.

2. Se vocé colocar o “X” no quadrado da extrema direita, ex:
Nenhumal[l Poucall Moderadall Intensall  Muito intensal’]
Entdo vocé esta indicando que sua dor é muito intensa.

3. Por favor, observe:

Que quanto mais a direita vocé colocar o “X”, maior a dor que vocé esta sentindo.
Que mais a esquerda vocé colocar o “X”, menor a dor que vocé esta sentindo.
Favor ndo coloque o “X” fora dos quadrados.

Vocé serd solicitado a indicar neste tipo de escala a intensidade da dor, rigidez ou incapacidade que
vocé esta sentindo. Por favor, lembre que quanto mais a direita vocé colocar o “X”, vocé esta
indicando que esta sentindo maior dor, rigidez, ou incapacidade.
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SECCAO A

INSTRUCOES PARA OS PACIENTES

As perguntas a seguir se referem a intensidade da dor que vocé esta atualmente sentindo devido a
artrite de seu joelho. Para cada situacdo, por favor, coloque a intensidade da dor que sentiu nas Gltimas
72 horas (por favor, marque suas respostas com um “X”).

Pergunta: Qual a intensidade da sua dor?

1. Caminhando em um lugar plano.
Nenhuma Poucall Moderadall Intensall  Muito intensa [

2. Subindo ou descendo escadas.
Nenhuma [l Poucall Moderadal] Intensal]  Muito intensa []

3. A noite deitado na cama
Nenhumall Poucall Moderadall Intensal] Muito intensa [

4. Sentado-se ou deitado-se
Nenhumall Poucall Moderadall Intensal]  Muito intensa [

5. Ficando de pé
Nenhumal Poucall Moderadal] Intensal]  Muito intensa []

SECCAO B

INSTRUCOES PARA OS PACIENTES

As perguntas a seguir se referem a intensidade da rigidez nas juntas (ndo dor), que vocé esta
atualmente sentindo devido a artrite de seu joelho. Para cada situacdo, por favor, coloque a intensidade

da dor que sentiu nas tltimas 72 horas (por favor, marque suas respostas com um “X”).

1. Qual é a intensidade de sua rigidez logo apds acordar de manha?
Nenhuma ] Poucall Moderadal] Intensall  Muito intensa (]

2. Qual ¢ a intensidade de sua rigidez ap0s se sentar, se deitar ou repousar no decorrer do dia?
Nenhuma [l Poucall Moderadall Intensal]  Muito intensal’]

SECCAOC

INSTRUCOES PARA OS PACIENTES

As perguntas a seguir se referem a sua atividade fisica. Nds chamamos atividade fisica, sua capacidade
de se movimentar e cuidar de vocé mesmo (a). Para cada uma das atividades a seguir, por favor,
indique o grau de dificuldade que vocé esta tendo devido a artrite em seu joelho durante as Gltimas 72
horas (por favor, marque suas respostas com um “X”).

Pergunta: Qual o grau de dificuldade que vocé tem ao:

1. Descer escadas



Nenhuma (] Poucall] Moderada (!

2. Subir escadas

Nenhuma [l Poucall Moderada ]
3. Levantar-se estando sentada
Nenhuma (] Poucall Moderada ]

4. Ficar de pé
Nenhuma (] Poucall Moderada [

5. Abaixar-se para pegar algo
Nenhuma (] Poucall Moderada ]

6. Andar no plano
Nenhuma (] Poucall Moderada [

7. Entrar e sair do carro
Nenhumal] Poucall Moderada (]

8. Ir fazer compras
Nenhuma [l Poucall Moderada [

9. Colocar meias
Nenhumal] Poucall Moderada (]

10. Levantar-se da cama
Nenhuma ] Poucall Moderada [’

11. Tirar as meias
Nenhuma ] Poucall Moderada [’

12. Ficar deitado na cama
Nenhumall Poucall Moderada (]

13. Entrar e sair do banho
Nenhuma [l Poucall Moderada [

14. Se sentar
Nenhuma | Poucall Moderada [

15. Sentar e levantar do vaso sanitario
Nenhumall Poucall Moderada (]

16. Fazer tarefas domésticas pesadas
Nenhuma | Pouca’l Moderada (]

17. Fazer tarefas domésticas leves
Nenhumall Poucall Moderada (]

Intensa [

Intensa [

Intensa [

Intensa [

Intensa [

Intensa [

Intensa [

Intensa [

Intensa [

Intensa [

Intensa [

Intensa [

Intensa [

Intensa [J

Intensa [

Intensa [J

Intensa [

Muito intensa [

Muito intensa [

Muito intensa [

Muito intensa [J

Muito intensa [J

Muito intensa [J

Muito intensa [

Muito intensa [J

Muito intensa []

Muito intensa [

Muito intensa [

Muito intensa []

Muito intensa [

Muito intensa []

Muito intensa [

Muito intensa []

Muito intensa [

OBRIGADO POR COMPLETAR ESTE QUESTIONARIO
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7.3 ANEXO Il - Escala de Equilibrio de Berg

Este teste é constituido por uma escala de 14 tarefas comuns que envolvem o equilibrio estatico
e dindmico tais como alcangar, girar, transferir-se, permanecer em pé e levantar-se. A realizacdo
das tarefas é avaliada através de observacdo e a pontuagdo varia de 0 — 4 totalizando um méximo
de 56 pontos. Estes pontos devem ser subtraidos caso o tempo ou a distancia ndo sejam
atingidos, o sujeito necessite de supervisao para a execucao da tarefa, ou se o0 sujeito apoia-se
num suporte externo ou recebe ajuda do examinador. De acordo com Shumway-Cook &
Woollacott (2003), na amplitude de 56 a 54, cada ponto a menos é associado a um aumento de
3 a 4% abaixo no risco de quedas, de 54 a 46 a alteracdo de um ponto é associada a um aumento
de 6 a 8% de chances, sendo que abaixo de 36 pontos o risco de quedas é quase de 100%.
DESCRICAO DOS ITENS Pontuago (0-4)

1. Sentado para em pé

2. Em pé sem apoio

3. Sentado sem apoio

4. Em pé para sentado

5. Transferéncias

6. Em pé com os olhos fechados

7. Em pé com os pés juntos

8. Reclinar a frente com os bragos estendidos

9. Apanhar objeto do chéo

10. Virando-se para olhar para tras

11. Girando 360 graus

12. Colocar os pés alternadamente sobre um banco

13. Em pé com um pé em frente ao outro

14. Em pé apoiado em um dos pés

TOTAL
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INSTRUCOES GERAIS

Demonstre cada tarefa e/ou instrua o sujeito da maneira em que esta escrito abaixo. Quando
reportar a pontuacao, registre a categoria da resposta de menor pontuacao relacionada a cada

item.

Na maioria dos itens pede-se ao sujeito manter uma dada posi¢ao por um tempo
determinado. Progressivamente mais pontos sédo subtraidos caso o tempo ou a distancia ndo
sejam atingidos, caso 0 sujeito necessite de supervisdo para a execucao da tarefa, ou se o
sujeito apdia-se num suporte externo ou recebe ajuda do examinador.

E importante que se torne claro aos sujeitos que estes devem manter seus equilibrios
enquanto tentam executar a tarefa. A escolha de qual perna permanecera como apoio e o
alcance dos movimentos fica a cargo dos sujeitos. Julgamentos inadequados irdo influenciar

negativamente na performance e na pontuacéo.

Os equipamentos necesséarios sao um crondmetro (ou relégio comum com ponteiro dos
segundos) e uma régua ou outro medidor de distdncia com fundos de escala de 5, 12,5 e
25cm. As cadeiras utilizadas durante os testes devem ser de altura razoavel. Um degrau ou

um banco (da altura de um degrau) pode ser utilizado para o item #12.

1. SENTADO PARA EM PE

()4

()3

()2

()1

()0

INSTRUCOES: Por favor, fique de pé. Tente n&o usar suas maos como suporte.
capaz de permanecer em pé sem o auxilio das maos e estabilizar de maneira independente
capaz de permanecer em pé independentemente usando as maos
capaz de permanecer em pé usando as méo apo0s varias tentativas
necessidade de ajuda minima para ficar em pé ou estabilizar

necessidade de moderada ou maxima assisténcia para permanecer em pé

2. EM PE SEM APOIO

()4

()3

INSTRUCOES: Por favor, fique de pé por dois minutos sem se segurar em nada.
capaz de permanecer em pé com seguranga por 2 minutos

capaz de permanecer em pé durante 2 minutos com supervisao
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( )2 capaz de permanecer em pé durante 30 segundos sem suporte
( )1 necessidade de varias tentativas para permanecer 30 segundos sem suporte
( )0 incapaz de permanecer em pé por 30 segundos sem assisténcia

. Se o sujeito é capaz de permanecer em pé por 2 minutos sem apoio, marque pontuagdo maxima

na situagéo sentado sem suporte. Siga diretamente para o item #4.

3. SENTADO SEM SUPORTE PARA AS COSTAS MAS COM OS PES APOIADOS SOBRE O CHAO
OU SOBRE UM BANCO

. INSTRUCOES: Por favor, sente-se com 0s bracos cruzados durante 2 minutos.
( )4 capaz de sentar com seguranca por 2 minutos
( )3 capaz de sentar com por 2 minutos sob supervisao
( )2 capaz de sentar durante 30 segundos
( )1 capaz de sentar durante 10 segundos

( )0 incapaz de sentar sem suporte durante 10 segundos

4. EM PE PARA SENTADO

INSTRUCOES: Por favor, sente-se.

( )4 sentacom seguranca com 0 minimo uso das mao

( )3 controla descida utilizando as méos

( )2 apdia a parte posterior das pernas na cadeira para controlar a descida
( )1 sentaindependentemente mas apresenta descida descontrolada

( )0 necessita de ajuda para sentar

5. TRANSFERENCIAS
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. INSTRUCOES: Pedir ao sujeito para passar de uma cadeira com descanso de bracos para

outra sem descanso de bracos (ou uma cama)
( )4 capaz de passar com seguranca com 0 minimo uso das maos
( )3 capaz de passar com seguranca com uso das maos evidente
( )2 capaz de passar com pistas verbais e/ou supervisdo
( )1 necessidade de assisténcia de uma pessoa

( )0 necessidade de assisténcia de duas pessoas ou supervisdo para seguranca

6. EM PE SEM SUPORTE COM OLHOS FECHADOS
. INSTRUCOES: Por favor, feche os olhos e permaneca parado por 10 segundos
( )4 capaz de permanecer em pé com seguranca por 10 segundos
( )3 capaz de permanecer em pé com seguranca por 10 segundos com supervisao
( )2 capaz de permanecer em pé durante 3 segundos
( )1 incapaz de manter os olhos fechados por 3 segundos mas permanecer em pé

( )0 necessidade de ajuda para evitar queda

7. EM PE SEM SUPORTE COM OS PES JUNTOS
. INSTRUCOES: Por favor, mantenha os pés juntos e permaneca em pé sem se segurar

( )4 capaz de permanecer em pé com 0s pés juntos independentemente com seguranca por 1

minuto

( )3 capaz de permanecer em pé com 0s pés juntos independentemente com seguranca por 1

minuto, com supervisédo

( )2 capaz de permanecer em pé com 0s pés juntos independentemente e se manter por 30

segundos
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( )1 necessidade de ajuda para manter a posi¢cdo mas capaz de ficar em pé por 15 segundos com
0s pés juntos

( )0 necessidade de ajuda para manter a posicdo mas incapaz de se manter por 15 segundos

8. ALCANCE A FRENTE COM OS BRAGOS EXTENDIDOS PERMANECENDO EM PE

e INSTRUCOES: Mantenha os bracos estendidos a 90 graus. Estenda os dedos e tente alcancar
a maior distancia possivel. (o examinador coloca uma régua no final dos dedos quando os
bragos estdo a 90 graus. Os dedos ndo devem tocar a régua enquanto executam a tarefa. A
medida registrada € a distancia que os dedos conseguem alcancar enquanto o sujeito esta na
maxima inclinacdo para frente possivel. Se possivel, pedir ao sujeito que execute a tarefa com
os dois bragos para evitar rotagéo do tronco.)

( )4 capaz de alcangar com confiabilidade acima de 25cm (10 polegadas)
( )3 capaz de alcancar acima de 12,5cm (5 polegadas)

( )2 capazde alcancar acima de 5cm (2 polegadas)

( )1 capazde alcangcar mas com necessidade de supervisdo

( )0 perda de equilibrio durante as tentativas / necessidade de suporte externo

9. APANHAR UM OBJETO DO CHAO A PARTIR DA POSICAO EM PE

. INSTRUCOES: Pegar um sapato/chinelo localizado a frente de seus pés
( )4 capaz de apanhar o chinelo facilmente e com seguranca
( )3 capaz de apanhar o chinelo mas necessita supervisdo

( )2 incapaz de apanhar o chinelo mas alcanca 2-5cm (1-2 polegadas) do chinelo e manter o

equilibrio de maneira independente
( )1 incapaz de apanhar e necessita supervisdo enquanto tenta

( )0 incapaz de tentar / necessita assisténcia para evitar perda de equilibrio ou queda



102

10. EM PE, VIRAR E OLHAR PARA TRAS SOBRE OS OMBROS DIREITO E ESQUERDO

. INSTRUCOES: Virar e olhar para tras sobre o ombro esquerdo. Repetir para o direito. O
examinador pode pegar um objeto para olhar e coloca-lo atras do sujeito para encoraja-lo a

realizar o giro.
( )4 olha paratras por ambos os lados com mudanca de peso adequada

( )3 olha para tras por ambos por apenas um dos lados, o outro lado mostra menor mudanga de

peso
( )2 apenas vira para os dois lados mas mantém o equilibrio
( )1 necessita de supervisdo ao virar

( )0 necessita assisténcia para evitar perda de equilibrio ou queda

11. VIRAR EM 360 GRAUS

. INSTRUCOES: Virar completamente fazendo um circulo completo. Pausa. Fazer o mesmo

na outra direcao.
( )4 capaz de virar 360 graus com seguran¢ga em 4 segundos ou menos
( )3 capaz de virar 360 graus com seguranca para apenas um lado em 4 segundos ou menos
( )2 capaz de virar 360 graus com seguran¢a mas lentamente
( )1 necessita de supervisdo ou orientacdo verbal
( )0 necessita de assisténcia enquanto vira

12. COLOCAR PES ALTERNADOS SOBRE DEDGRAU OU BANCO PERMANECENDO EM PE E
SEM APOIO

INSTRUCOES: Colocar cada pé alternadamente sobre o degrau/banco. Continuar até cada pé ter

tocado o degrau/banco quatro vezes.

( )4 capaz de ficar em pé independentemente e com seguranca e completar 8 passos em 20

segundos
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capaz de ficar em pé independentemente e completar 8 passos em mais de 20 segundos

capaz de completar 4 passos sem ajuda mas com superviséo

capaz de completar mais de 2 passos necessitando de minima assisténcia

necessita de assisténcia para prevenir queda / incapaz de tentar

13. PERMANECER EM PE SEM APOIO COM OUTRO PE A FRENTE

INSTRUCOES: (DEMOSTRAR PARA O SUJEITO) Colocar um pé diretamente em frente do
outro. Se vocé perceber que ndo pode colocar o pé diretamente na frente, tente dar um passo
largo o suficiente para que o calcanhar de seu pé permaneca a frente do dedo de seu outro
pé. (Para obter 3 pontos, o comprimento do passo podera exceder o comprimento do outro pé

e a largura da base de apoio pode se aproximar da posi¢cdo normal de passo do sujeito).
capaz de posicionar o pé independentemente e manter por 30 segundos
capaz de posicionar o pé para frente do outro independentemente e manter por 30 segundos
capaz de dar um pequeno passo independentemente e manter por 30 segundos

necessidade de ajuda para dar o passo mas pode manter por 15 segundos

( )0 perda de equilibrio enquanto d& o passo ou enquanto fica de pé

14. PERMANECER EM PE APOIADO EM UMA PERNA

INSTRUCOES: Permaneca apoiado em uma perna o quanto vocé puder sem se apoiar
capaz de levantar a perna independentemente e manter por mais de 10 segundos
capaz de levantar a perna independentemente e manter entre 5 e 10 segundos
capaz de levantar a perna independentemente e manter por 3 segundos ou mais

tenta levantar a perna e € incapaz de manter 3 segundos, mas permanece em pé

independentemente

incapaz de tentar ou precisa de assisténcia para evitar queda

PONTUACAO TOTAL (méaximo = 56)



7.4 Anexo IV — Aprovacdo Comité de Etica (Estudo 3)

PARECER CONSUBSTANCIADO N& de protocolo no Comité:

-C PROJETO DE PESQUISA 029/11

" TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO .

1 - Identificacao:
Titulo do projeto: Relacdd entre marcadores inflamatérios no liquido sinovial e no plasma em Idosos com
osteeartrite de joelho
Pesquisador responsavel: Prof, Adriano Prado Simao - Mestre
' Instituicio responsavel pela realizagdo: UFVIM
Instituicdo/Local onde se realizara: Hospital Nossa Senhora da Salde
Area de Concentracgo; Fisioterapia (diagnostico)
~ Data de entrada no CEP: 17/06/11 ~

II - Objetivos:
Investigar a relagdo entre as concentraclies plasmaéticas e no liquido sinovial de citocinas inflamatérias (IL-1, IL-6,
TNFa) & receptores sofliveis (sSTNFR1 e sTNFR2) em idosos com OA de joelho.

III- Sumério do projeto:

| Descricdo e caracterizagdo da amostra; 40 idosos com diagndstictd de OA de joelho que fazem parte da lista
de pacientes de um medico ortopedista da cidade de Diamantina-MG, que j& se encontram com indicacdo clinica de
puncdo articular.

Critérios de inclusiio e exclusdo: Serdo Incluidos neste estudo aqueles que apresentarem; Idade igual e
superior a 60 anos; diagndstico de osteoartrite em pelo menos um dos joelhos, baseado nos critérios clinicos e
radiograﬁcos do "American College of Rheumatology™, com classificacdo I, 11, 111 ou IV nos graus classificatérios
de Kelgreen and Lawrence®®; Independéncia para deambulagio; smtomatolcgla para ostecartrite de joelha com
escore igual ou supenora dois na escala andloga visual de dor (VAS); ndo relatar trauma recente nos joelhos (nos
(imos 30 dias); ndo ter se submelido a tratamento fisioterapéutico ou qualquer outro procedimento de
reabilitagdo, assim como, a procedimentos cirdrgicos nos Gltimos trés meses, ndo ter felto uso de injecbes de
esterdides nos (itimos 6 meses. Serdo excluidos aqueles que apresentarem doengas reumatoldgicas, neurolégicas,
respiratorias ou cardiacas agudas que possam levar a alteracdo imunoléglca; também os pacientes que se auto-
nelatarem imunossuprimidos ou tmunodeﬂclentes. ou ainda gue estejam em uso de medicagio imunomaduladora,

| Adequacdo da metodologia: Apds aprovacdo pelo Comité de Etica da UFVIM os participantes assinarao um
ten'nc de consentimento livre e esclarecido. Inicialmente serdo coletados os dados pessoais e sacio-demograficos
na ficha de avallacdo e, logo em sequida, os pacientes serdo submetidos 8 aplicagdo do questionario WOMAC
(Western Ontario and McMastér Universities Osteoarthritis Index). Apds a coletz dos dados pessoails, socio-
demograficos e o preenchimento do questionario WOMAC serdo realizadas as coletas de sangue venoso e liquido
sinovial, As concentragbes das citocinas e dos receptores solivels no plasma & no liquido sinovial dos 40
voluntarios serdo mensuradas usandc a técnica do ELISA sanduiche (R & D Systems). Primeiramente sera
reallzado o teste para avaliar a normafidade dos dados sendo considerado o nivel de significancia de 5%. Caso seja
encontrada uma normalidade dos dados os mesmos serdo anallsados pelo teste de correlagdo Intraclasse de
Pearson, em contrapartida se os dados apresentarem distribuicBo ndo normal utilizard o teste de correlacdo
intraclasse de Spearman,

Adequacdo das condigbes: Adequadas.

IV- Comentarios do relator frente a Resolucio 196/96 e complementares em particular sobre:

| Justificativa do uso do placebo (caso haja): Nio se aplica

[ Justificativa da suspensao terap@utica (wash out): qualquer impedimento pessoal que o individuo
apresente, uma vez que sua participacio no estudo é de carater voluntirio. Além de violacdo de qualquer uma das
diretrizes deste projeto.

Estrutura do protocolo: adequada

Andlise de riscos e beneficios: Os voluntarios serdo Informados antes da realizacdo dos procedimentos que
poderao sentir algurn dalorimento na coleta, mas que tende a desaparecer em um curto espago de tempo, Os
quites de coleta sao totalmente descartdveis e a incisdo € minima, minimizando os riscos referentes a infecgio. Os
beneficlos Incluem uma avaliacdio da dor, rigidez no joelho e da fungéo fisica dos voluntarios, assim como uma
avaliacdo dos marcadares inflamatorios cujos resultados poderSo ajudar profissionals da drea de saide a
struturarem de forma eficaz os programas de tratamentos em pacientes acometidos pela DA de joelho.

' Adequacdo do consentimento e forma de obté-lo: Apds serem informados sobre os procedimentos do
estudo € em relaco 2o sigilo todos os voluntérios que concordarem em participar do estudo receberdo o termo de
consentimento livre e esclarecido. Apds aprovacde pelo Comité de Etica da UFVIM os participantes assinardoc o
termo de consentimento livre & esclarecido (TCLE).

Informacdo adequada quanto ao financiamento: Laboratérios de Fislologla do Exercicio (LAFIEX) e de
Imunologia (LABIMUNQ), ambos localizados na Universidade Federal dos Vales do Jequitinhanha e Mucuri —
Diamantina/MG, que disponibilizardo todo o matarial de consumo e permanente necessarios para a realizacio da
pesquisa. Qutros gastos necessarios serdo de fundo proprio dos pesquisadores.

I c:.lsta de centros (para estudos muiticéntricos): ndo se aplica
utros!

4

~
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V - Pendéncias

VI-

Observacbes:
vn Motivos da nao aprovagio

VIII- Parecer Consubstanciado do CEP: ~

[_i_l APROVADO. Recebers parecer e certificado do Comité,

D PENDENTE. Certificado do Comite sujeito & resolucdo das pendancias em tempo previsto.

D NAO APROVADO. Recebers apenas o parecer do CEP. Submeterd nova projeto ao Comité.
Dbservagoes ao pesquisador:
Para projetos aprovados

1)
2)

3)

Somente estara autorizado o inicio da pesquisa; apos aprovacao do protocolo pelo CEP.

0O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res, CNS 196/96 - [tem
IV,1.f) e deve recaber uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele
assinado (Item IV.2.d). ;

0 pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente apos andlise das razbes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item H1.3.z),
aguardando séu parecer, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa (Item V.3) que

. requeiram acao imediata.

4)

5)

6)

0O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos reievantes que-alterem o curso normal do
estudo (Res, CNS Item V.4). E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a
evento adverso grave ocorrido (mesmo - que tenha sido em outro centro) € enviar notificacdo ac CEP e &
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria = ANVISA - junto com seu posicionamento.

Eventuals modificacBes ou emendas ao protocolo devemn ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
Identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do Grupa Tou 11
apresentados anteriormente @ ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envid-las também & mesma,
junto com o parecer aprovatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo Inicial (Res. 251/97, item
111.2.e),

Relatdrios parcial e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente, em 18/02/12 e, ao término do
estudo, em 18/08/12, Considera-se como antiética a pesquisa descontinuada sem justificativa aceita pelo
CEP que a aprovou.

- Dlta da reunido do CEP: 18 de agosto de 2011,

.

Coordenadora do CEP UFVIM

. Manp Gomes Muta
Prof* Dr® Agnes. CEPLEYN
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Functional Performance and Inflammatory Cytokines After
Squat Exercises and Whole-Body Vibration in Elderly
Individuals With Knee Osteoarthritis

Adriano P. Simdo, MSc, Niibia C. Avelar, MSc, Rosalina Tossige-Gomes, Camila D. Neves,
Vanessa A. Mendonca, PhD, Aline S. Miranda, MSe, Mauro M. Teixeira, PhD, Antonio L. Teixeira, PhD,
André P. Andrade, PhD, Candido C. Coimbra, PhD, Ana Cristina Lacerda, PhDD

ABSTRACT. Simio AP, Avelar NC, Tossige-Gomes R,
Neves CD, Mendonca VA, Miranda AS, Teixeira MM, Teix-
eira AL, Andrade AP, Coimbra CC, Lacerda AC. Functional
performance and inflammatory cytokines after squat exercises
and whole-body vibration in elderly individuals with knee
osteoarthritis. Arch Phys Med Rehabil 2012:93:1692-1700.

Objective: To investigate the effects of squat exercises com-
bined with whole-body vibration on the plasma concentration
of inflammatory markers and the functional performance of
elderly individuals with knee osteoarthritis (OA).

Design: Clinical, prospective, randomized, single-blinded
study.

Setting: Exercise physiology laboratory.

Participants: Elderly subjects with knee OA (N=32) were
divided into 3 groups: (1) squat exercises on a vibratory plat-
form (platform group, n=11): (2) squat exercises without vi-
bration (squat group, n=10): and (3) the control group (n=11).

Interventions: The structured program of squat exercises in
the platform and squat groups was conducted 3 times per week,
on alternate days, for 12 weeks.

Main Outcome Measures: Plasma soluble tumor necrosis fac-
tor-a receptors 1 (sTNFR1) and 2 (sTNFR2) were measured
using immunoassays (the enzyme-linked immunosorbent assay
method). The Western Ontario and McMaster Universities
Osteoarthritis Index questionnaire was used to evaluate self-
reported physical function, pain, and stiffness. The 6-minute
walk test, the Berg Balance Scale, and gait speed were used to
evaluate physical function.

Results: In the platform group, there were significant reduc-
tions in the plasma concentrations of the inflammatory markers
sTNFR1 and sTNFR2 (P<2.001 and P<.05, respectively) and
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self-reported pain (P<<.05) compared with the control group,
and there was an increase in balance (P<.05) and speed and
distance walked (P<C.05 and P-<<.001, respectively). In addi-
tion, the platform group walked faster than the squat group
(P=.01).

Conclusions: The results suggest that whole-body vibration
training improves self-perception of pain, balance, gait quality,
and inflammatory markers in elderly subjects with knee OA.

Key Words: Cytokines; Osteoarthritis, knee: Rehabilitation:
TNF receptors.

© 2012 by the American Congress of Rehabilitation
Medicine

STEOARTHRITIS (OA) IS a slow and progressive dis-

ease that is characterized by the degradation of articular
cartilage and subchondral bone.'” The degradation of articular
knee cartilage in OA causes an inflammatory process (ie, the
release of cytokines and the endogenous mediators of inflam-
matory reactions) that is responsible for the proteolytic diges-
tion of articular cartilage.™

Studies have shown that OA is associated with high serum
levels of inflammatory markers, including tumor necrosis fac-
tor-c (TNF-a) and the soluble receptors of TNF-a (sTNFR1
and STNFR2)."*” According to Penninx et al,” high levels of
soluble TNF-a receptors were associated with decreased phys-
ical function, increased OA symptoms (eg, pain and stiffness),
and worse radiographic scores in elderly, obese individuals
with knee OA.

Although the process of articular cartilage degradation is
considered to be irreversible, it is known that it can be stabi-
lized or slowed with physical activities that build strength and
proprioception in the lower limbs.*®” The greatest challenge of
conservative OA treatment in the elderly is to find physical
activities that act within the therapeutic window (ie, the load is
high enough to be effective but not high enough to cause joint

List of Abbreviations

BMI body mass index

g gravity

IL interleukin

OA osteocarthritis

sTNFR1 soluble tumor necrosis factor-a receptor-1
sTNFR2 soluble tumor necrosis factor-a receptor-2
sTNFRs soluble receptors of tumor necrosis factor-a
TNF-a tumor necrosis factor-a

TNFR1 cell surface tumor necrosis factor-a receptor-1
TNFR2 cell surface tumor necrosis factor-a receptor-2
WOMAC Western Ontario and McMaster Universities

Osteoarthritis Index
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deterioration). Within this perspective, whole-body vibration
training has been recommended as an efficient and safe tool for
building muscle strength®™ and proprioception® in older
women with knee OA.'" Whole-body vibration training is
achieved on a vibratory platform, and the amplitude is varied
while the patient is either positioned orthostatically or perform-
ing dynamic movements (eg, squats with unipedal or bipedal
support, or plantar flexion movements with feet supported over
the platform).!'"'?

There is a gap in the literature concerning the capacity of
whole-body vibration training to minimize inflammatory com-
ponents or to prevent functional decline and disease progres-
sion in elderly individuals with knee OA. The purpose of this
study was to investigate the effects of squat exercises combined
with whole-body vibration on the plasma concentration of
inflammatory markers and the functional performance of el-
derly individuals with knee OA. Because the vibratory stimulus
strengthens the lower limbs™” and improves proprioception® in
elderly patients with knee OA by inducing isometric, concen-
tric, and eccentric contractions of the hip and knee extensor
muscle groups and the plantar flexors, it was hypothesized that
the subjects in the platform group, which involved squat exer-
cise training along with whole-body vibration, would have
better control and execution of functional movements, such as
those required for balance and gait performance, compared
with the control (which did not receive training) and the squat
(which involved squat exercise training without whole-body
vibration) groups. In addition, the combination of squat exer-
cises and whole-body vibration would improve the stability of
the knee affected by OA by reducing the inflammatory joint
process and, consequently, the self-perception of pain.

METHODS

This prospective, randomized, single-blinded study assessed
variables immediately before and after a 12-week training
program. For the allocation of participants, a 1:1 ratio random-
ization was performed using opaque envelopes for the conceal-
ment of allocation. To minimize the chance of bias, opaque,
sealed, and serial-numbered envelopes were used that were
opened sequentially (only after the participant’s name and
further details were written on the envelope) and kept in a
locked, secure place. The allocation sequence was concealed
from the researcher who enrolled and assessed participants.
Only 1 researcher was aware of the group assignments when
performing the randomization. This study was approved by the
Scientific Ethics Committee of the Federal University of
Jequitinhonha and Mucuri Valleys (protocol n® 001/08).

To participate in the study, patients had to be 60 years or
older and have a diagnosis of OA in at least 1 knee based on the
clinical and radiographic criteria of the American College of
Rheumatology': (1) knee pain for most of the days in the
previous month; (2) osteophytes at the joint margins on radio-
graphs; (3) synovial fluid typical of OA (laboratory); (4) age 40
years or older; (5) crepitus on active joint motion: and (6)
morning stiffness lasting 30 minutes or less. The subjects could
only receive a diagnosis of knee OA if the following American
College of Rheumatology criteria were present: criteria 1 and
2: criteria 1, 3, 5, and 6; or criteria 1, 4, 5, and 6.

The severity of the knee OA was classified radiographically
according to the Kellgren-Lawrence scale (grades 0-4: 0,
normal; 4, severe OA). Grade 2 (definite osteophytes and
possible na_rrowin% of the joint space) was used as a cutoff to
classify knee OA."'* Exclusion criteria were the following:
(1) recent knee trauma; (2) use of any device to assist locomo-
tion (eg, walking sticks, crutches, walkers); (3) physiotherapy
treatment or any other rehabilitation procedure in the last 3
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months; (4) the absence of the minimum clinical and cognitive
conditions for performing physical activities; and (5) use of
glucocorticoids for at least 2 months before beginning the
study. Patients were also excluded if they had the following:
orthopedic disease: neurologic, respiratory, or acute cardiac
issues that prevented the performance of the required exercises;
vestibular disorders; immunosuppression or immunodeficien-
cy: lack of sphincter control (anal and bladder); or cognitive
deficits, as determined by a lower score on the Mini-Mental
State Examination than obtained by other patients with the
same education level.'® This examination consists of 6 catego-
ries, which include memory, spatial orientation, temporal ori-
entation, judgment, problem solving, and reasoning. Each cat-
egory is scored from 0 to 3. The sum of the scores obtained in
each category is determined, and higher scores signify lower
cognitive impairment. The cutoff point was 13 for illiterate
subjects, 18 for subjects with 1 to 3 years of education, 23 for
subjects with 4 to 7 years of education, and 26 for subjects with
more than 7 years of education.

A total of 125 elderly patients were evaluated, and 35 (4
men, 31 women) met the criteria for inclusion and participated
in the research. Once included in the study, volunteers were
randomly distributed into 1 of 3 groups: the platform group
(n=12), which involved squat exercise training along with
whole-body vibration; the squat group (n=11), which involved
squat exercise training without whole-body vibration: and the
control group (n=12), in which the members did not receive
training and were instructed not to change their lifestyle during
the study or engage in any new type of physical activity. To
ensure the maintenance of patients in the control group, weekly
phone calls were made to each group member to confirm
his/her routine activities. Thirty-two of the 35 elderly individ-
uals completed the study and were reassessed after the 12-week
training period (fig 1).

Procedures

Clinical and demographic data related to the participants
were initially collected, and all study patients (platform, squat,
and control groups) underwent a clinical evaluation and blood
sample collection before the initiation of the 12-week interven-

N=125

Exclusion =90

n=35

| Randomization |

| Platform group | Control Group | Squat Group |
=12 =12 n=11
| |
| Pretest | | Pretest | | Pretest |
[ Drop-Outn=1_| [ Drop-Outn=1_| [ Dropout =1 |
12 weeks of Without 12 weeks of
eXereise ntervention exercise
| | |
| Posttest | | Posttest | | Postiest |

Fig 1. Study flowchart. Pretest and posttest correspond to the
periods immediately before and after the training, respectively.
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tion program for the platform and squat groups. The blood
draws were always collected at 8 am for the volunteers of all
the groups, followed by the clinical tests. At the end of the
training period, the volunteers of the 3 groups were reassessed.

The structured program of squat exercises in the platform
and squat groups was conducted 3 times per week, on alternate
days, for 12 weeks. The squat exercise was performed starting
at approximately 10° of knee flexion and continuing until 60°
of knee flexion was reached. For each volunteer, a knee angle
of 60° was measured before the series of exercises, and a
barrier was imposed on the buttocks to limit the degree of knee
flexion.

For temporal control during the squat, an examiner provided
verbal encouragement to standardize the length of maintaining
the semifull position (3s) and the flexed position (3s of iso-
metric contraction) of the knees in each squat repetition. In
addition, a predetermined distance from the feet (14cm to the
right and 14cm to the left of the vibration center of the
platform) was set to ensure that each of the lower limbs
received the same amount of vibration stimulus. Moreover,
with the aim of maintaining control of the body’s center of
gravity behind the base of the support, the positioning of the
spine, arms, and head and the type of squat (simulating the
motion of sitting in a chair) were standardized.

The platform group subjects received a vertical sinusoidal
vibration at a preestablished frequency (FitVibe®).

The parameters of the vibration in the platform group
were based on the principles of training load progression:
the frequency was varied from 35 to 40Hz, the amplitude
was 4mm, and the acceleration ranged from 2.78 to 3.26g.
The choice of vibratory frequencies and the amplitude were
set in order to obtain an acceleration range between 2 and 5g
(gravity), which was suggested to be sufficient by Delecluse
et al'? for achieving the desired physiologic effects. Before
the data collection, the acceleration values of the platform
were measured using the accelerometer Mcga" (ZPP1-
3D-BC The Acceleration Measuring Kit).

The volume of the squat training for the squat and platform
groups was increased systematically during the 12-week inter-
vention by increasing the time and number of sets and reducing
the rest time (table 1). For patients in the platform group, the
vibration acceleration was also increased by varying the vibra-
tory frequency (35-40Hz).'"!"171¥ The protocol was designed
in accordance with the International Organization for Standard-
ization 2631-1 guidelines for the prescription of training inten-
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sity, in which the ideal parameters of frequency, amplitude, and
time of exposure to whole-body vibration are defined based on
the acceleration values.'® In addition, an effort was made to use
training parameters that were similar to the parameters imple-
mented in previous studies.'®!!?

Before the squat exercise, the intervention groups (squat and
platform) warmed up on exercise bikes® for 10 uninterrupted
minutes at 70% of maximum cardiac frequency, which was
predicted for age and was monitored with a cardiofrequency
meter (Polar model F4?).

Analysis of Inflammatory Markers With Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay

For plasma processing, 10-mL blood samples were collected
from the antecubital vein using aseptic technique and heparin
as an anticoagulant. The blood was immediately centrifuged
twice at 3.000g for 10 minutes, and the plasma was kept frozen
at —70°C until assayed. Plasma sTNFR1 and sTNFR2 levels
were measured according to the procedures supplied by the
manufacturer and using ELISA kits for sTNFR1 and sTNFR2
(DuoSet®). The detection limit was Spg/mL for both soluble
receptors.

Radiographic Evaluation

To confirm the diagnosis of knee OA, digital radiographic
evaluations were performed on all participants. Anteroposterior
oblique and lateral images of the knees were collected with
subjects in the orthostatic position bearing weight on the lower
limbs.?! The radiologic classification of OA severity, which
was based on the Kellgren-Lawrence scale," was performed
by 2 examiners who were blinded to the clinical status of the
participants. There was 100% agreement on the assessments of
radiographic images by the examiners.

Clinical Tests

In all cases, the clinical tests were administered by the same
examiner who was blinded to the group assignments of the
participants. The order of testing was always the same for the
physical function tests both before and after the intervention
period.

Western Ontario and McMaster Universities Osteoarthritis
Index. Self-reported functional performance was evaluated

using the Western Ontario and McMaster Universities Osteo-
arthritis Index (WOMAC), validated for Brazilian popula-

Table 1: Progression of Training in Platform and Squat Groups

Parameters of the Vibration*

Time (si/No. of Series Rest Time Between

Weeks Frequency of Vibration (Hz) Vibration Amplitude (mm) Acceleration (g) of the Squat’ Series (s)f
1 35 4 2 20/6 20
2 35 4 2 20/6 20
3 35 4 2 257 25
4 35 4 2 30/8 25
5 35 4 2 30/8 30
6 35 4 2 40/8 30
7 40 4 2.61 40/8 40
8 40 4 2.61 40/8 40
9 40 4 2.61 40/8 30

10 40 4 2.61 40/8 30
" 40 4 2.61 40/8 25
12 40 4 2.61 40/8 25

*Only for platform group.
Platform and squat groups.
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tions.”> The WOMAC, which is composed of 24 items, was
developed to measure health status and assess a patient’s self-
perception of pain (5 questions), joint stiffness (2 questions),
and functional performance (17 questions) during the previous
72 hours. The WOMAC score was presented on a Likert-type
scale where questions received a score of 0, 25, 50, 75, or 100
for no pain, a little pain, moderate pain, intense pain, and very
intense pain, respectively.

Functional performance tests. Before the functional per-
formance tests, the participants were instructed to use the
bathroom, dress in comfortable clothing and shoes, drink 500
mL of water, eat a light meal, and avoid arduous activity for at
least 2 hours.

Functional performance was evaluated based on the Berg
Ba.la.ncc Scale,*** the gait speed test, and the 6-minute walk
test.?' All tests were performed on the same day, and the
WOMAC questionnaire was administered before the tests.
There was a 5-minute break between each functional perfor-
mance test.

Berg Balance Scale. The Berg Balance Scale evaluates
balance using 14 tasks that involve static and dynamic balance
(ie, reach, turn, transfer, remain standing, and get up) Per-
formance was evaluated by direct observation, and scores
ranged from 0 (unable to perform the task) to 4 (performs the
task independently), with a maximum of 56 points. A score
below 45 indicates poor balance.**

Gait speed test. To evaluate gait speed, individuals were
instructed to walk at a normal pace along a 10-m route. The
first 2m and the last 2m were not evaluated because they were
considered to correspond to acceleration and deceleration per-
iods. Thus, the time required to complete the middle 6m was
measured. The average time of 3 ma]s was used to calculate the
gait speed in meters per second.*

Six-minute walk test. The objective of the 6-minute walk
test was to evaluate walking function. This test measures the
greatest distance that the individual is able to walk in 6 min-
utes. On hearing a standardized verbal command, the individ-
ual walked as fast as possible (without running) from one end
of the route to the other. After 6 minutes, the individual being
evaluated was instructed to stop, and the distance traveled was
recorded. Two tests were gcrformcd with an interval of at least
15 minutes between tests.

Statistical Analysis

Slallstlcal analyses were performed with Prism 4.0 soft-
ware." The normality of the data distribution was assessed by
the Shapiro-Wilk test.

Nonparametric tests were used for the outcome analysis. The
analysis between the groups was performed through variation
(A) within each group, where postvalue — prevalue = A value.
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The sample characterization data were normally distributed
and are presented as the mean and SD.

The inflammatory markers and physical performance data
were not normally distributed and are presented as the median
and interquartile range. To evaluate the baseline and A value
differences between groups, the Kruskal-Wallis test with
Dunn’s post hoc test was used for all the variables. The
statistical significance was set at P<<.05.

Sample size. Sample size was calculated according to the
gait speed test. The gait speed test evaluates the ability of
subjects to increase or decrease their walking speed above or
below a “comfortable™ pace, which can vary depending on the
environment and task demands (eg. crossing streets and avoid-
ing obstacles). To calculate the sample size, SD of .22 (ob-
tained from the article by Penninx”), a minimum difference of
0.5m/s between the groups, a significance level of 99%, and a
statistical power of 80% were considered. As a result, the
minimum number of subjects for each study group needed to be
5 participants. To compensate for possible losses in the study,
10% was added to this sample size for a total of 6 participants
for each group.

The following formula was used to calculate the sample size
required for the gait speed test (comparison of quantitative
measures between different groups):

(Za + ZB)* X 2 % dp*

2

&

where Za is the critical value to avoid a type I error (99%
significance level) = 2.575; Zp is the cnllca.l value to avoid a
type I error (80% statistical power) = .84, dp is the SD for the
gait speed, obtained from Penninx’; and d is the minimum
difference to be detected between groups (0.5m/s in the gait
speed).

For the biomarkers studied (sTNFR1, sTNFR2), the statis-
tical power of the study was calculated from the results of the
effect size of the A valucs obtained from the comparisons
before and after training.***" A comparison between the con-
trol and platform groups demonstrated that the magnitude of
the effect was high for both sSTNFR1 (Cohen’s d=2.19) and
sTNFR2 (Cohen’s d=1.37), indicating that the study has a
statistical power above 84% for these variables, and the min-
imum sample size to obtain a statistical power of 80% would be
7 individuals per group.”!

The fo]]owmg formula was used to calculate the effect size
(Cohen™):

d=(X; —Xy/8

where X = the mean of the result of the first group; X, = the

Table 2: Sample Characterization

Characteristics Contral Group (n= 11) Squat Group (n=10) Platform Group (n=10) P
Age (y) 71+£5.3 69+3.7 7574 .063
Body mass (kg) 65.1£10.5 73.4+97 74.2+10.7 an
Height (m) 1.56+0.07 1.57+0.08 1.66+0.05 935
BMI (kg/m?) 26.7£2.74 298+253 27.4+97 456
Sex: M/W (%) 99 10/90 18/82 NA
Severity of 2 3 4 2 3 4 2 3 4 NA

knee OA* (%) 46 27 27 50 10 40 20 30 50

NOTE. Values are mean = SD or as otherwise indicated.
Abbreviations: M, men; NA, not applicable W, women.

*#Classified radiographically according to Kellgren-Lawrence scale.’
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mean of the result of the second group; and S° = the common
SD. which was calculated from the SD of the 2 groups.

RESULTS

The characteristics of the sample population are shown in
table 2. There were no significant differences in age, sex
distribution, body height or weight, body mass index (BMI), or
the OA grade among the 3 groups (P>.05), which confirmed
the baseline homogeneity of the groups. The average age of the
participants was 72 years, and the mean BMI was 28.7kg/m?.
Most of the sample (87.5%) were women.

All participants in both intervention groups complied with
the full intervention program. The overall attendance was
99.7% in the platform group and 98.6% in the squat group.
There was no statistically significant difference between the
groups with respect to compliance (P<.05).

The pretest and posttest values from the physical-functional
evaluation and the plasma concentrations of sTNFR1 and
sTNFR2 are shown in table 3.

The variation (A) in the plasma concentrations of sTNFRI
and sTNFR2 showed a significant reduction in the platform
group compared with the control group (P<C.01 and P<.05,
respectively) (fig 2).

The data from the physical-functional evaluation, which
were analyzed through variations in postintervention and pre-
intervention (A) results, showed significant differences be-
tween the control and platform groups for self-reported pain
(WOMAC: P<.05), balance (Berg Balance Scale: P<C.05), and
gait performance, which was evaluated by the gait speed and
6-minute walk tests (P<<.05 and P<C.001, respectively). Inter-
estingly, the gait speed in the platform group was faster than in
the squat group (P<2.01) after training (fig 3).

With respect to the baseline values of the 3 groups, the
statistical analysis (Kruskal-Wallis test with Dunn’s post hoc
test) did not show any significant differences for all the vari-
ables (table 3).

Table 4 gives the post hoc test (A values) results from the
performance evaluation and the plasma concentrations of
sTNFR1 and sTNFR2.

DISCUSSION

The results of this study showed that the addition of vibra-
tion to squat exercise training improved gait performance and
static and dynamic balance and decreased biomarkers and
self-perception of pain in elderly patients with knee OA.

The addition of whole-body vibration to squat exercise train-
ing generates vertical sinusoidal vibrations that stimulate the
primary endings of the muscle spindles, activating a-motor
neurons that result in muscle contractions that are comparable
to the tonic vibration reflex.'” As a result, the vibration stim-
ulus strengthens the lower limbs®? and improves propriocep-
tion® in elderly patients with knee OA by inducing isometric,
concentric, and eccentric contractions of the hip and knee
extensor muscle groups and the plantar flexors, thereby im-
proving the control and execution of functional movements
such as those required for static and dynamic balance and gait
performance. As a consequence, whole-body vibration may be
useful to stabilize and/or minimize the symptoms and conse-
quences of knee OA in elderly patients by reducing the inflam-
matory joint process and the self-perception of pain.

The present study observed that the addition of whole-
body vibration to squat exercise training improved the gait
performance of the subjects, as evaluated by the gait speed
and the distance walked. Although no studies have investi-
gated the distance walked in elderly individuals with OA
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Table 3: Values Pretest and Posttest From the Performance Evaluation and Plasma Concentrations of sTNFR1 and sTMNFR2

12)

Platform Group (n

1)

Squat Group (n

12)

Control Group (n

Baseline

P

Posttest

Fretest

Fosttest

Pretest

Posttest

Pretest

Variables

.09
20

—146.0 (—826 to 183)
—996.5 (—1750 to 147.3)

1033.0 (718-1281) 709.2 (378-1281)
—497.7(—13571102219) 4944.0(3819-5862) 3987.0(2964-6067)

156.0 (—720 to 536)

742.5 (373-1492)

722.4(522-10562)
354 (1206 to 2104) 4141.0(3329-4993) 3650.0 (2949-4719)

389.2 (102 to 638)

107 2.0 (879-1252)

3568.0(3319-6002) 4673.0 (3266-5371)

682.8 (617-649)

sTMNFR1T (pa/mL)

sTMFR2 (pg/mL)
Self-reported
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175.0(125-350) 175.0 (100-250) 0({-125t0125) 275.0(150-350) 160.00(75-250) —B2.5 (- 32510 75) 312.5 (238-400) 175.0 (75-275) —137.5 (— 200 to 0) .20

pain (scora)
Self-reported

stiffness
Iscore)
Self-reported

28

75 (25.0-150) 0(—75to 125) 100 (37 .5-125) 50(0-1375) —25(—100t050) 100 (75-137.5) 75 (50-87.5) —25(—125 to 50)

75(50-100)

function
iscore)
Berg Balance

.07

75(—226t0400) 300(737.5-1213) 847.5 (387.5-1088) —100(-7251t0 275) 4975 (600-1325) 725 (350-1000) —175 (— 660 to 100)

GEO (450-350)

625 (525-675)

48.0 (45-65) 54.0 (52-56) 45(01t014) 24

15(-1to4)

51.0(50-65) 54.0 (51-66) 0(-2tab) 53.5 (E0-B5) 545 (53-66)

Seale (seore)

Gaminute walk

.62

423.5 (384-443) 430.0 (397-450) G(—28t033) 392.0 (361-454) 410.6(379-444) 17.5(-281t072) 415.7 (377-488) 438.0 (412-522) 37.5(-1810 78)

test (m)
Gait spead test

31

1.33 (1.08-1.54) 0.07 (—0.14 10 0.31) 1.20(1.123-1.47) 1.28(1.24-1.52) 0.16 (- 0.07 to 0.25) 1.10(0.99-1.28) 1.37 (1.33-1.63) 033 (0.23 to 0.42)

1.26(1.12-1.41)

irn/s)

111

MNOTE. Values are median (interquartile range] or as otherwise indicated.
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Fig 2. Variation of sTNFR1 (A) and sTNFR2 (B) plasma concentrations before and after the intervention period (delta = A). *Significant
difference for platform group versus control group (P<.01 for sTNFR1 and P<.05 for sTNFR2).
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Fig 3. Variations of self-reported pain (A), balance, which was evaluated by the Berg Balance Scale (B), distance traveled in the 6-minute walk
test (C), and gait speed (D) before and after the intervention period (A). *P<.05 for platform group vs control group. **P<.01 for platform
group vs squat group. ***P<.001 for platform group vs control group.
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Table 4: Post Hoc Test (A Values) From the Performance
Evaluation and Plasma Concentrations of sSTNFR1 and sTNFR2

Dunn’s Multiple

Wariables Comparison Test P
sTNFR1 (pg/mL) Control vs squat =.05
Control vs platform <.01
Squat vs platform =.05
sTNFR2 (pg/mL) Control vs squat =.06
Control vs platform =<.01
Squat vs platform =.05
Self-reported pain (score) Control vs squat =.05
Control vs platform .05
Squat vs platform =.05
Self-reported stiffness Control vs squat =.05
|score) Control vs platform =.08
Squat vs platform =.05
Self-reported function Control vs squat =.05
|score) Control vs platform =.08
Squat vs platform =.05
Berg Balance Scale Control vs squat =.05
|score) Control vs platform <05
Squat vs platform =.06
B-minute walk test (m) Control vs squat =.06
Control vs platform .05
Squat vs platform =.05
Gait speed test (m/s) Control vs squat =.08
Control vs platform =.001
Squat vs platform =.01

for falls,**** and e]derly individuals compensate for their
lack of balance by increasing the double -support phase of
their gait, which decreases gait speed.’

As far as we know, there is no study that had evaluated the
effect of vibration training on balance i in elderly individuals
with knee OA. However, Bautmans et al*® used a randomized
controlled trial to investigate the viability and impact of using
whole-body vibration in institutionalized elderly individuals
and observed a significant improvement in the balance of the
group that trained on the vibratory platform compared with the
placebo group.

A decrease in self-reported pain (WOMAC) was observed in
the platform group compared with the control group, which is
a finding that is consistent with the literature. Indeed, studies
have shown a decrease in self-reported pain immediately after
a training per]c-d

To our knowledge, this study was the first randomized study
that investigated the effects of adding whole-body vibration to
squat exercise training on the plasma concentrations of inflam-
matory markers in elderly individuals with knee OA. Com-
pared with the control group, the plasma concentrations of the
soluble receptors of TNF-a (sTNFRs) in the platform group
were reduced, which coincided with improvements in static
and dynamic balance, gait performance, and self-reported pain.

TNF-a is a potent cytokine that is predominantly proinflam-
matory and catabolic. Interestingly, TNF-a, which is primarily
produced by stimulated phagocytes * is involved in the initi-
ation and progression of OA.*"" The intracellular stgnals for
the response to TNF-« are mediated by 2 distinct species of cell
surface receptors (ie, cell surface TNF-a receptors 1 [TNFR1]
and 2 [TNFR2]), which bind TNF-a with high afﬁnity TNFR1
is expressed by most cell types, whereas TNFR2 is primarily
expressed by hematopoietic cells and endothelial cells.** Both
TNF-a receptors also exist in soluble forms (ie, sTNFR1 and
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sTNFR2). Interestingly, the cleavage of tumor necrosis factor
receptors on the cell surface by TNF-a—converting enzyme
results in appreciable serum levels of sSTNFR1 and sTNFR2.
These sTNFRs may co 4?ete with cell surface receptors and
block TNF-a activity.**** Because the sTNFRs can compete
with the cell-associated tumor necrosis factor receptors for
TNF-a, they have been suggested to function as inhibitors of
TNF-a activity. It is important to emphasize that TNF-« is a
proinflammatory cytokine that is very sensitive to subtle chan-
ges in endogenous glucocorticoid levels, such as circadian-
mediated variations, and it has a rather short half-life. Accord-
ing to Keurle].rama4 and Cope and colleagues, the expression
of sTNFR1 and sTNFR2 reflects changes in the catabolic
activity of TNF-a toward the cartilage matrix. Moreover, there
is scientific evidence that the stimuli that increase cytokine
concentrations may also induce increases in the production of
soluble receptors, some of which decrease cytokine actwny
Because soluble receptors are generally more stable in the
circulation than are cytokines,” they could potentially be more
reliable markers of chronic inflammation. Given this possibil-
ity, it was hypothesized that the significant reduction in
plasma concentrations of both sTNFR1 and sTNFR2 in the
platform group compared with the control group could re-
flect a reduction in the inflammatory joint process of the
knee.

Penninx’ investigated the association between the serum con-
centrations of soluble markers (interleukin [IL]-6, C-reactive pro-
tein, TNF-a), and soluble receptors (soluble receptors of IL-6 and
IL-2, sTNFR1, sTNFR2) and the functional performance and
disease severity in e]der]y, obese individuals with knee OA. The
results of the Penninx” study showed that particularly high levels
of sSTNFR1 and sTNFR2 were associated with a decrease in
physical function, an increase in OA symptoms, and worse radio-
graphic scores of the knee.

There were no significant differences between the squat and
the control groups, even in the plasma concentrations of
sTNFR1 and sTNFR2. It is believed that the subjects’ own
body mass overload during the training with squat exercises
was not sufficient to promote improvements in the physical-
functional evaluation tests used in the present study, or changes
in the plasma concentrations of sSTNFR1 and sTNFR2 or the
self-perception of pain. Interestingly, compared with the con-
trols, the association of the squat with whole-body vibration
stimulation was sufficient to induce significant alterations,
which suggests that the whole-body vibration stimulus pro-
vided an additional overload to the squat exercise. Moreover, a
comparison of the 3 groups showed a trend toward improve-
ment for the platform group compared with the squat group in
all of the analyzed variables. This finding was confirmed by the
significant differences that were observed between the squat
and platform groups in the gait speed test.

Study Limitations

The addition of whole-body vibration to squat exerase train-
ing was designed to strengthen the lower limbs’ in elderly
patients with OA by inducing isometric, concentric, and eccen-
tric contractions of the hip and knee extensor muscle groups
and the plantar flexors. One limitation of the present results is
that they cannot be extrapolated to other physical activity
modalities. Other studies are necessary to evaluate the altera-
tions in sSTNFRs in other exercise modalities.

CONCLUSIONS

The addition of vibration training to squat exercise train-
ing improves static and dynamic balance and gait perfor-
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mance. Also, the addition of vibration training reduces the
self-perception of pain and inflammatory markers in elderly
patients with knee OA.
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ABSTRACT

Whole Body Vibration (WBV) has been proposed as an alternative exercise to
produce adaptative responses similar to resistance exercise, but with a lower load on
the affected joint. The elderly women (mean age 70, SD 5.5) diagnosed with
osteoarthritis, were randomized into two groups: (VG, n = 7) performed the squat
exercise in combination with WBV, (EG, n = 8) performed the squat without WBV
for 12 weeks, 3x/week. The salivary hormone concentrations and plasma brain
derived neurotrophic factor (BDNF) levels were analyzed by ELISA and the load cell
was used for assessing isometric quadriceps muscle strength (IQMS). VG
demonstrated an increase in IQMS (p = 0.02) and in BDNF (p = 0.03). There was no
change in salivary hormone concentrations between groups. The addition of WBV to
squat exercise training improves lower limb muscle performance in elderly women
with knee OA.

Keywords: Testosterone, Cortisol, Muscle strength, Squat, Brain derived neurotrophic

factor.
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Osteoarthritis (OA) is a chronic, progressive, degenerative disease of
multifactorial etiology involving biomechanical, biochemical and genetic factors that
contribute to the imbalance between the synthesis and destruction of articular
cartilage (Goldring & Goldring, 2004). OA is characterized by arthralgia, stiffness,
swelling and decreased muscle strength and functionality (Michael, Schliiter-Brust, &
Eysel, 2010). Knee OA is the most common form of OA, affecting approximately 7%
of people aged 65-70 years and 11.2% of those aged over 80 years (Michael et al.,
2010). According to a meta-analysis conducted by Srikanth et al, (2005) the
prevalence and incidence of OA differ by gender with females showing a
significantly greater prevalence and severity of knee OA.

The pain and the increase in intra-articular fluid, which are common in knee
OA| sensitize the capsular mechanoreceptors that send signals to medullary inhibitory
interneurons. These interneurons inhibit alpha motor neurons and, consequently, the
signals that would be transmitted to the muscle groups, especially the quadriceps.
This phenomenon, called arthrogenic muscle inhibition, is likely generated by the
abnormal afferent information of the affected joint resulting in the decreased
activation of the muscles that act there (McNair, Marshal, & Maguire, 1996),
progressing to a loss of muscle mass and influencing the performance of daily living
activities such as walking, climbing stairs and rising from a chair (Sharma et al.,
2003). Furthermore, age-related muscle loss is also a result of reductions in the size
and number of muscle fibers, possibly due to a multifactorial process that involves

physical inactivity, nutritional intake, oxidative stress, and hormonal changes
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corresponding to a condition known as sarcopenia. In addition, marked motoneuron
loss and aberrant neuromuscular sprouting have been observed in aged mammals
(Baumgartner, Waters, Gallagher, Morely, & Garry, 1999).

The reversal of this situation can be achieved with physical exercise that
induces a cascade of molecular and cellular processes that support neuronal plasticity
and/or hormonal change. Recently, whole body vibration (WBV) training has been
recommended as an effective alternative for strength training in elderly people (Lau
et al., 2011; Rees, Murphy, & Watsford, 2008), and various physiological effects are
obtained in response to acute exercise performed on a vibratory platform, such as an
increase in muscle activation (Abercromby et al, 2007) improved muscle
performance (Lau et al.. 2011; Roelants, Delecluse, Goris, & Verschuren, 2004), and
alterations in hormonal levels (Erskine, Smillie, Leiper, Ball, & Cardinale, 2007;
Roschel et al., 2011).

During this training modality, the individual stands on a platform that
generates vertical sinusoidal vibrations. These mechanical stimuli are transmitted to
the body where they stimulate the primary endings of the muscle spindles, which in
turn activate o-motor neurons, resulting in muscle contractions known as tonic
vibration reflex (Cardinale & Bosco, 2003). The WBYV training is a safe, suitable and
effective training method that produce effects similar to regular strength training, but
with a lower load on the affected joint. Therefore, it is a potentially feasible
intervention for those patients that cannot participate in conventional strength

training, such as patients with knee OA (Lau et al., 201 1; Trans et al., 2009).
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Our group recently demonstrated improvements in the functionality of the
affected joint and the self-perception of the disease status, including knee pain,
stiffness and functionality, and a decrease of inflammatory markers in elderly
subjects with knee OA after a 12-week training program. in which WBV was added
fo squat exercise training (Avelar et al.. 2011: Siméo et al.. 2012). However, to the
best of our knowledge, only one study has evaluated the effect of WBV training on
muscle strength in elderly people with knee OA. In that study. it was reported that a
WBV-exercise regime on a platform increased muscle strength compared to the
control group in women with knee OA (Trans et al.. 2009). Nevertheless, there is a
gap in the literature regarding the possible mechanism related to the improvement of
muscle performance in this population.

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is a member of the neurotrophic
factor family that plays key roles in regulating survival, growth and maintenance of
neurons (Lindsay., 1994) in differentiation, synaptic plasticity and synaptic
fransmission efficacy (Knaepen. Goekint, Heyman. & Meeusen, 2010), and it is
involved in muscle regeneration (Sakuma & Yamaguchi. 2011). Of the neurotrophins,
BDNF. which is considered a contraction-inducible protein in skeletal muscle
(Mathews et al., 2009), appears to be the most susceptible to regulation by exercise
and physical activity (Coelho et al., 2012: Knaepen et al., 2010). Considering also
that during vibratory exercise, the mechanical stimuli are fransmitted to the body
where they stimulate the primary endings of the muscle spindles, which in turn

activate g-motor neurons, resulting in muscle contractions (Trans et al.. 2009), it is
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possible that this type of training might induce changes in the plasma levels of
BDNF, preventing the degeneration of motoneurons and muscle fiber innervations in
the elderly with knee OA.

Reports in the literature indicate that the observed reduction in muscle
strength occurs in conjunction with alterations in the hormonal profile of older
individuals (Enea, Boisseau, Fargeas-Gluck, Diaz, & Dugué, 2011). The evaluation
of the endocrine system plays an important role in determining the individual
response to exercise, and changes in the concentration of testosterone and cortisol
have received significant attention due to their striking effects on bone remodeling
and muscle strength (Cardinale, Soiza, Leiper, Gibson, & Primrose, 2010; Enea et al.,
2011). Testosterone and cortisol secretion appear to be acutely affected by strength
training sessions in young men, but there is no consensus on the responses of elderly
women (Erskine et al., 2007). Moreover, for chronic exercise or ftraining, the
available data in the literature are inconclusive, and there are circumstances where
exercise leads to a decrease in circulating androgens. Therefore, it was suggested that
hormonal changes may have a significant impact on female physiology and physical
performance (Crowley & Matt, 1996; Uchida et al., 2004).

Furthermore, testosterone (T) and cortisol (C) have been analyzed to calculate
the T/C ratio, which is an index of the anabolic and catabolic balance used to predict
performance (Uchida et al, 2004). The ratio between the concentration of
testosterone and cortisol is frequently used as an indicator of the stress level that is

imposed by the exercise. Alterations in the concentration of these hormones are
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responsible for modulating several responses induced by training, such as
hypertrophy and strength gain (Crowley & Matt, 1996; Uchida et al., 2004).

Because knee OA in older adults contributes to a greater deterioration in
muscle strength (Srikanth et al., 2005) and the reduction in muscle strength could be
the result of changes in neuromuscular activation (McNair et al., 1996) and/or in the
hormonal profiles of the elderly (Cardinale et al., 2010), it is believed that the
addition of WBYV to squat exercise training could promote an increase in muscle
strength (Trans et al., 2009) resulting from changes in neuromuscular activation
and/or the testosterone/cortisol ratio in older women with OA (Cardinale et al., 2010).
Therefore, the present study was designed to investigate the effects of WBYV in
addition to squat exercise training in elderly women with knee OA on the following
parameters: 1) isometric strength of the quadriceps muscle; 2) BDNF plasma
concentration; and 3) the testosterone/cortisol salivary concentration ratio. Our
hypothesis was that the addition of WBV to squat exercise training would increase
the isometric strength of the quadriceps muscle and the BDNF plasma concentrations
(neuronal plasticity) and/or the testosterone/cortisol ratio (hypertrophy) in older

women with knee OA.

Methods
Study Design and Participants
This is a randomized, controlled trial in which the variables were assessed 24

h before and 24 h after a 12-week training program. For the allocation of participants,
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a 1:1 ratio randomization was performed using opaque envelopes for allocation
concealment. To minimize the chance of bias, we used the following methods: a)
opaque. sealed and serial-numbered envelopes: b) the envelopes were opened
sequentially after the participant name and details were written on the envelope: and
c) the envelopes were kept in a locked and secure place. The allocation sequence was
concealed from the researcher enrolling and assessing participants. Only one
researcher performing the randomization was aware of the group assignment. The
study was approved by the Internal Review Board of the University Federal of
Jequitinhonha and Mucuri Valleys (#001/08).

The volunteers were recruited through the Physiotherapy Clinic of the Federal
University of the Jequitinhonha and Mucuri Valleys and through medical referrals.
To participate in the study. volunteers were required to meet the following inclusion
criteria: females older than 60 years of age: not using hormone replacement therapy:
and diagnosed with OA in at least one knee in accordance with of the American
College of Rheumatology (Hinton. Mood, Davis, & Thomas, 2002). The severity of
the knee OA was classified radiographically according to the Kellgren and Lawrence
scale [grades 0-4, with 0 being normal and 4 representing severe OA]. A Grade 2
classification [definite osteophytes and possible narrowing of joint space] was used as
a cutoff to determine knee OA (Kellgren & Lawrence, 1957). Further inclusion
criteria included the following: no recent knee injury: no walking aid requirement;
and no rehabilitation procedures in the previous three months. Volunteers were

excluded if they had any orthopedic. neurological, respiratory or acute cardiac
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cognitive deficit as determined by the Mini-Mental State Examination (Brucki,
Nitrini, Caramelli, Bertolucci, & Okamoto, 2003).

Of the 125 elderly people screened for eligibility, 15 elderly women fulfilled
the criteria, had saliva and blood sampling collected at rest (8:00 a.m.) and then
participated in the IQMS test. Thereafter, the subjects were allocated to one of two
groups: 1) the vibration group, in which participants performed squat exercise
training in association with WBV (VG; n=7); or 2) the exercise group, in which
participants performed squat exercise training without vibration (EG; n=8; Fig 1).
Procedures

The clinical and demographic data were collected from the participants using
an evaluation chart. Prior to the initiation of the 12-week intervention program, a
saliva sample was collected at 8:00 a.m. from the volunteers of all groups followed
by the isometric quadriceps muscle strength (IQMS) evaluation. At 24 h after the
intervention period, the volunteers of both groups were reassessed. These procedures
were performed to avoid any circadian rhythm effects on hormonal status and the
performance of IQMS. The tests were performed by an experienced examiner who
was blind to the group allocation.

The intervention program consisted of performing squat exercise training with

(VG) or without (EG) whole body vibration, three times a week on alternate days.

Warm-up:
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Prior to each training session. the participants warmed-up on an stationary
cycle (Stone Fitness, Huntertown, United States of America) at 70% of the predicted
maximum heart rate for each subject’s age and were monitored using a Polar heart
rate monitor (Polar F4, Kempele, Finland) for 10 minutes. Immediately afterwards,
the participants of the VG group were placed in a position with their feet 28 cm apart
(14 cm to the right and 14 cm to the left of the center of the vibration stimulus) and
were ready fo begin the squat exercises on the vibratory platform. while the

participants of the EG group performed the same procedure without vibration.

Squat exercises:

The intensity of squat exercise training was systematically augmented in the
vibration and exercise groups over the training period by increasing the number of
repetitions (6 X 20 seconds to 8 x 40 seconds) and reducing the resting time (40 to 25
seconds). These parameters were based on the study by Avelar et al. (15). During
each exercise repetition, the examiner instructed the volunteer to perform 3 seconds
of isometric contraction of the quadriceps at a knee angle of 60° flexion and 3
seconds of isometric contraction of the quadriceps at a knee angle of 10° flexion. The
60° angle was measured in each volunteer using a universal goniometer prior to
initiating the exercise series, and a barrier was placed at the gluteal region to limit the
degree of flexion of the knee. The participants of both groups were placed in position

with their feet 28 cm apart.
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Whole body vibration.

For the volunteers in the VG group. a commercial model of a vertical
sinusoidal vibration platform was used (FitVibe, GymnaUniphy NV, Bilzen
Belgium). For this group, the parameters of the vibration were based on the principles
of training load progression: the frequency varied from 35 to 40 Hz. the peak-to-peak
displacement was 4 mm and the acceleration ranged from 2.78 to 3.26 g. [For more
details, see Avelar et. al.. 2011] The choice of the vibraftory frequencies and the
amplitude were set to obtain an acceleration range between 2 and 5 g, which was
suggested to be sufficient for achieving physiological effects according to Delecluse,
Roelants, and Verschueren (2003).

Prior to initiating data collection, the platform acceleration values were
verified using the Mega accelerometer (ZPP1-3D-147BC: The Acceleration
Measuring Kit). The protocol was designed in accordance with the ISO 2631-1
guidelines for the prescription of training intensity, in which the ideal parameters of
frequency. amplitude and time of exposure to whole-body vibration are defined based
on the acceleration values (Griffin, 2004) and recommendations of the International
Society of Musculoskeletal and Neuronal Interactions (Rauch et al., 2010).

Main Outcomes Measurements:

Isometric quadriceps muscle strength (IQMS): The IQMS was evaluated by
the maximal voluntary isometric contraction of knee extensors (MVIC) measured
using the load cell according to Neves, Tossige-Gomes. Avelar, Simao. and Lacerda

(2011). For this evaluation. the volunteer was positioned in flexion-extension chair
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model) and assumed a sitting posture with a straight trunk and the hips flexed at 90°.
The limb to be tested was positioned at 60° of knee flexion (assessed individually by
goniometry of the knee), and the resistance lever was positioned on the distal leg.

The load cell was properly calibrated and positioned near the leg extension
perpendicular to the ground for signal acquisition during the isometric muscle
strength tests (Miotec - Biomedical Equipment). The load cell was connected to the
software MIOTOOL 400 that transmitted the isometric muscle strength values to a
computer. The MVIC test was performed for 6 seconds with | minute between sets
and with repeating three sets per leg.

Before the test, the volunteers warmed up for 10 minutes on a stationary
bicycle (Stone Fitness, 2001), which stimulated the heart rate (HR) to 70% of the
estimated maximum HR by age, as measured with the use of the Polar heart monitors
(model F4). This procedure was performed to reduce the risk of injury during testing
(Brow & Weir, 2003).

The intra-class correlation coefficient (ICC) for IQMS was 0.98 (95% CIL
0.94-0.99).

Analysis of BDNF by ELISA: For plasma processing, 10-mL peripheral
blood samples were collected from the antecubital vein using aseptic techniques and
heparin as an anticoagulant. The blood was immediately centrifuged twice at 3,000 g
for 10 min, and the plasma was kept frozen at -70° C until assayed. Plasma BDNF
levels were measured using ELISA kits for BDNF (BDNF DuoSet, R&D Systems)

according to the manufacturer’s instructions; the detection limit was 10 pg/mL.

Human Kinetics, 1607 N Market St, Champaign, IL 61825

129

Page 12 of 82



Page 13 of 82

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22

Journal of Aging and Physical Activity

13

Saliva sampling and analysis of hormone levels: To measure salivary
hormone concentrations and determine the testosterone/cortisol concentration ratio,
the participants were instructed to avoid any food intake, the drinking of hot fluids, or
brushing their teeth for 2 h before the assessment. The participants were instructed to
maintain their normal dietary intake on each testing day (Rommerts, 1998). The
subjects were asked to remain seated in the laboratory area for 20 min before the
saliva collection.

The patient saliva was collected using Salivette® (Sarstedt, Numbrecht,
Germany). The samples were promptly stored in a home freezer or refrigerated box
before storage in the laboratory, where they were kept at -20° C. The samples were
thawed and centrifuged at least once to allow for the precipitation of mucins before
the analysis of salivary cortisol and testosterone concentrations using enzyme
immunoassay kits (Diagnostic Systems Laboratories Inc., Webster, USA and
Salimetrics LLC, State College, USA). The analytical sensitivities were 0.011 pg/dL
and 1.0 pg/mL, respectively, and the coefficients of variation (inter- and intra-assay)
were <10%.

The hormone levels in saliva were evaluated because the concentration of
hormones in saliva is proportional to the levels in plasma. In addition, any afferent
signal stressor such as blood withdrawal can modify the levels of hormone secretion.
Moreover, the free form of the hormone is the active form. Only the free, unbound
form of steroids can enter saliva, and the concentration of free testosterone in saliva is

proportional to that in blood (Rommerts, 1998).
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Data Analysis

The SPSS statistical software program (IBM, Chicago, IL, USA) version 18.0
was used for the statistical analyses. P-values < 0.05 were considered to be
statistically significant. We performed the analysis between groups by variation (A)
within each group, where Post value — pre value = Delta value (A). The Shapiro-Wilk
test was used to evaluate the normality of the data [Delta value (A)]. Because the data
were normally distributed for the dependent variables, parametric tests were used for
the statistical analyses. The deltas values for VG group and EG group were compared
using independent t-tests and correlation among the variables were analyzed using the
test of Pearson’s correlation. To check the size of the differences between the pre-
and post-training periods and between groups, we calculated the effect size (Cohen,
1992). A magnitude of effect analysis is an additional measure to the traditional
statistical test of the null hypothesis and aims to verify the clinical significance of the
effect found and is not limited to dichotomous [significant or not significant] results
(Ferreira, Lima, Peixoto, & Haase, 2008). Thus, with a magnitude of effect analysis,
it is possible to identify whether the observed differences are small, moderate or
large.

In the present study, despite a moderate effect size found on the testosterone,
strength and BDNF before the intervention, we cannot discard the occurrence of type
Il error, since that the power presented was approximately 61% (Portney & Watkins,
2009). Therefore, to avoid that possible differences found before training would

influence the final results, all analyzes were performed considering the variations
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occurred before and after the intervention period (delta) with comparisons between-
group being made based on these differences. It is worth mentioning that the
statistical power of the analysis considering the delta was high for muscular strength
(power > (.74), plasma concentrations of BDNF (power > 0.74) and salivary
testosterone concentrations (power > 0.85). However, for the variable cortisol, we
found a low power statistical, indicating that a larger sample would ensure better our
results.

Sample Size: As testosterone is the major circulating androgen in the human
male (Erskine et al., 2007) and contributes to the processes of muscular hypertrophy
and bone growth, it is related to an increase in muscle strength. Therefore,
testosterone was selected as the major outcome variable of the present study. Because
of this, the sample size calculation was conducted considering this variable.

Only one study has been conducted to check the hormonal responses to a
single session of whole body vibration exercise in the elderly, and the cited study was
used as a reference to calculate the sample size due to some similarities between the
dependent variables and the sample characteristics (Uchida et al., 2004). Therefore, as
the difference between groups detected in the study of Cardinale et al. (2010) was
higher than 150 pmol/L and the standard deviation was 100 pmol*L ", we defined the
minimum significant difference to be detected between groups as 150 pmol/L.
Considering this, we defined that the minimum significant difference to be detected

between groups should be 150pmol/L, asignificance level of 95% and a statistical
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power of 80%. As a result, was calculated that at least 7 participants would be
required in each group.

The formula used to calculate the sample size was [comparison of quantitative
measures between different groups] (Jekel, Katz, Wild, & Elmore, 2001):

(Zo+Zp)*x 2 x dp’
Ke
Where:
n: sample size;
Zy and Zg: values of the cumulative distribution function of a standard normal
distribution, associated with the probability of type I errors () and type Il errors ()
in bilateral tests of the hypotheses;
dp: the standard deviation of the major outcome variable of the study, obtained from
the literature; and
d: the minimum difference to be detected in the major outcome variable between
groups, defined by the researcher or obtained from the literature.
Results

All participants in both intervention groups complied with the full intervention
program. Overall compliance was 99.7% in the VG group and 98.6% in the EG
group. There was no significant difference between the groups with respect to

compliance (p = 0.41). No adverse effects were reported by the subjects.
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There were no significant differences between the groups with respect to
mean age (71 £7.17 VG vs 70 £ 4.07 EG), body mass (72.57 £ 1277 VG vs 75.45 +
10.53 EG), height (1.55 + 0.05 VG vs 1.57 + 0.09 EG) or severity of knee OA
[Classified radiographically according to Kellgren and Lawrence scale — VG: degree
2(50%), 3 (10%), 4(40%) and EG: degree 2 (20%), 3 (30%), 4 (50%)] (Table 1).

No significant differences were found in the data collected prior to training
between the groups. Although not statistically significant, the difference between-
group of muscle strength, BDNF, and testosterone at baseline is quite substantial,
with a Cohen’s d value of -0.97, -0.87. and 1.04, respectively (Table 2).

To control the possible differences between groups in the baseline, the IQMS,
BDNF plasma and testosterone/cortisol plasma concentration ratio were performed
considering the deltas (post training minus pre training results) for each group, as
indicated by A.

The IQMS data, showed a significant increase in the VG group compared with
the EG group (IQMS; p = 0.02; effect size = 1.33; Fig 2A) (Table 2). After the
intervention period, compared to the start of the study, the IQMS increased on
average 2.17 Kgf in the VG group and decreased on average 1.66 Kgf in the EG
group (Fig 2A).

The BDNF plasma concentration variation (A) demonstrated a significant
increase in the VG group compared with the EG group (Table 2) (BDNF; p = 0.03;

effect size = 1.23; Fig 2B).
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The highest correlation was found between the [QMS and BDNF (Pearson’s r
=0.71 and p < 0.003; Fig 3)

In respect to hormone levels, there was no difference between the groups in
the testosterone/cortisol plasma concentration ratio (A) (T/C ratio; p = 0.61: effect
size =-0.79; Fig 4) (Table 2).

Discussion

To our knowledge, this was the first randomized study designed to determine
whether the addition of WBV to squat training could improve [QMS and affect the
BDNF plasma concentration and testosterone/cortisol salivary hormonal ratio in
elderly women with knee OA. The results of this study indicated that the addition of
WBYV to squat exercise training improved IQMS values and increased plasma BDNF
concentrations without a change in the testosterone/cortisol salivary hormonal ratio in
the studied population.

The increase in IQMS observed when adding WBV to squat exercise training
in elderly people is consistent with reports in the literature (Lau et al., 2011; Ress et
al., 2008). The chronic effect of WBV fraining in IQMS is in accordance with the
hypothesis that the tonic vibration reflex primarily affects the subject’s ability to
generate high firing rates in high-threshold motor units (Roelants et al., 2004). In
addition, it is suggested that the recruitment thresholds of the motor units during
WBYV is lower than with voluntary contractions, probably resulting in a more rapid

activation and training of high-threshold motor units. (Roelants et al., 2004)
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However, it is important to mention that the studies cited above (Lau et al.,
2011; Rees et al, 2008; Roelants et al., 2004) were performed by elderly
subjects with no history of knee OA. Knee OA appears to lead to a significant
reduction in quadriceps muscle strength and, consequently, the ability to walk, climb
stairs and rise from a chair, especially in elderly people. Therefore, it is imperative to
study the effect of the addition of WBV to squat exercise training in elderly people
with knee OA.

To our knowledge, there is only one study in the literature that investigated
and demonstrated the effectiveness of WBYV training on quadriceps muscle strength in
individuals with knee OA compared to a control group [without intervention] (Trans
et al., 2009). Although our results corroborate this study, some differences should be
mentioned between the two studies. In the study of Trans et al. (2009), the
intervention group was subjected to only whole-vibration training, and the control
group did not participate in any type of intervention. However, in the present study,
the effects of adding whole-body vibration to squat training was evaluated. Moreover,
in our study, there was standardization of the knee flexion angle, and in the study of
Trans et al. (2009) the participants flexed their knees until the position was self-
perceived.

Is it important to mention that the increase in knee extensor muscle strength
observed in our study for the VG group has a strong clinical impact, as the literature
indicates that the minimum detectable change in isometric quadriceps muscle strength

is 2.25 Nm (Kean, Birmingham, Garland, Bryant, & Giffin, 2010). Considering that |
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kef corresponds to 9.81 Nm, the observed increase of 2.17 kgf in IQMS in the VG
group corresponds to 21.29 Nm (a value close to the minimum recommended).

There are two possible explanations for the result that the addition of WBV to
squat exercise training improves lower limb strength in elderly women with knee OA.
First, WBV training could have produced a neuromuscular adaptation such as an
increased number of motor units and improvement in the synchronization of these
motor units. Second, it could have produced an increase in muscle mass resulting
from changes in the balance of anabolic (testosterone) and catabolic (cortisol)
hormones.

We proposed in the present study to investigate the effect of adding WBV to
squat exercise training on BDNF plasma concentrations. Brain-derived neurotrophic
factor (BDNF) has been proposed as an essential neurotrophin related to neuronal
plasticity (Knaepen et al., 2010) that plays an important role in old-age survival
because of its role in preventing neuronal death during stress (Chevrel, Hohlfeld, &
Sendtner, 2006). In addition, the expression profiling of BDNF has shown that this
neurotrophin is expressed differentially in skeletal muscles under various
physiological and pathological conditions (Chevrel et al., 2006). Several studies have
demonstrated that BDNF is a protein that is produced in skeletal muscle cells, and its

expression is increased by contraction to enhance fat oxidation in an AMPK-

dependent fashion, most likely by acting in an autocrine and/or paracrine manner

within skeletal muscles (Cardinale et al., 2010; Uchida et al., 2004).
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As a result, a significant increase in the VG group compared with the EG
group was observed in BDNF levels. However, this difference cannot be attributed
only to the increase in BNDF levels in VG, once the EG group showed a decrease in
the concentration of BDNF after training. The recent study of Coelho et al. (2012)
assessed the impact of a physical therapy intervention (PTI) on BDNF levels in
elderly women who were classified as non-frail (= 569.5 + 336.6 pg/mL) or pre-frail
(396.4 + 215.1 pg/mL). In that study, the training group performed a 10-week
progressive dynamic resistance-training program of knee extensors and flexors three
times per week. As a result, both groups had an increase in BDNF levels after the
PTL 1t seems that exercise and/or training temporarily elevates basal BDNF and
possibly upregulates the cellular processing of BDNF [ie. synthesis, release,
absorption and degradation] (Coelho et al., 2012). Increasing evidence suggests that
this family of neurotrophic factors influences not only the survival and function of
innervating motoneurons but also the development and differentiation of myoblasts
and muscle fibers (Knaepen et al., 2010). Considering that: 1). before training, the
population of the present study had a high BDNF level (VG = 3630 + 948.1 pg/mL
and EG = 3013 + 632.9 pg/mL) compared to Coelho’s study (2012); 2). thereafter 12
weeks of training the VG group presented a higher increase in BDNF levels and
IQMS compared to EG group.; it could be hypothesized that the squat associated
WBYV could increase even more the BDNF level as well as could improve the

isometric muscular strength of the quadriceps compared with EG group.
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The increase in IQMS and BDNF levels in VG group associated with a strong
correlation between these variables (Spearman r = 0.71 and p < 0.003) leads us to
believe that possibly the improvement of isometric force is related to BDNF levels in
the studied population. This supposition strengthens the hypothesis of that WBV
training improves isometric muscle strength of quadriceps due to the neuromuscular
adaptation.

Despite reports in the literature indicate that the observed changes in muscle
strength occur in conjunction with alterations in the hormonal profile of aging
humans (Cardinale et al., 2010). Therefore, it was suggested that hormonal changes
have a significant impact on female physiology and physical performance (Uchida et
al.,, 2004). For chronic exercise or training, the available data in the literature
regarding the effect of exercise training on hormonal concentrations are inconclusive,
and there are circumstances in which exercise training leads to a decrease in
circulating androgens (Enea et al., 2011). In this study, the addition of WBV to squat
exercise training preserved the testosterone/cortisol ratio variation (A), demonstrating
that the augmentation of muscle strength in the studied population was not a result of
changes in the ration anabolism (testosterone) and catabolism (cortisol) hormonal.

Limitation

This study has some limitations. First, the BDNF level was measured in the

circulation (blood) and not in the synovial fluid. A further minor limitation is that the

study was undertaken using data only from female subjects. OA is increasingly
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recognized to be site- and sex-specific, and therefore, the present results may not be
directly extrapolated to men.
Conclusions

In conclusion, this is the first study that indicates that the addition of whole
body vibration to squat exercise training may improve lower limb muscle
performance in elderly women with knee OA. Additionally, the data also suggest that
there was an adaptive response in BDNF without a change in muscular
anabolism/catabolism relationship.
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Figure 1 The study flow chart. Test #1

immediately prior to the training. and test #2 refers to the final evaluation. VG

(vibration group). EG (exercise group).

refers to the evaluation performed
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1 Table 1 Sample characterization of the vibration group (VG) and exercise group
2 (EG). Data presented as means (SD).

3 *p-value < 0.05.

VG EG

.y - : ™ . 0/. ol 1
Characteristics N:7) (N: 8) Effect size tvalue (95%CI)  p-value
Age (years) 71(7) 70 (4) 018  0.75(-4.16-8.62) 046
Body mass (kg) 72.57 (12.77) 75.45 (10.53) 025 0.48 (-36.15-13.25) 0.64
Height (meters) 1.55 (0.05) 1.57 (0.09) -0.27  0.60(-0.11-0.06)  0.36
Severity of knee OA” 2 3 4 2 3 4
(%) 50 10 40 20 30 50 @ — — —

4  Note.” Classified radiographically according to Kellgren and Lawrence scale.
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Table 2 Variables (before and after training) of the vibration group (VG) and exercise group (EG). Data
presented as means (SD). p-value < 0.05
VG EG
Variables Effect size tvalue (95%CT) p-value
(N:7) (N: 8)
Before Training
Muscle Strength (Kgf) 21.89(2.57) 25.25(4.18) -0.97 -1.84 (-7.31-0.59) 0.09
Plasma BDNF concentration (pg/mL) 3365 (1751) 4998 (1989) -0.87 -1.68 (-3738 —472) 0.12
Salivary testosterone (pg/mL) 144.7 (48.10)  107.5 (15.68) 1.04 1.93 (-7.76 - 82.31) 0.09
Salivary cortisol (pg/mL 0.21(0.14) 0.22(0.13) -0.07 -0.02(-0.17-0.17) 0.98
Testosterone/Cortisol concentration ratio
1062 (835) 599.3 (256.1) 0.75 1.39(-317.3-1.24) 021
(pg/mL)
After Training
Muscle Strength (Kgf) 24.06 (2.6) 23.60(5.9) 0.10 0.20 (-4.66 - 5.60) 0.84
Plasma BDNF concentration (pg/mL) 3630 (948.1) 3013 (632.9) 0.77 1.50 (-557.7 - 1506)  0.16

Human Kinetics, 1607 N Market St, Champaign, IL 61825



Salivary testosterone (pg/mL)

Salivary cortisol (pg/mL)
Testosterone/Cortisol concentration

(pg/mL)

Muscle Strength (Kgf)
Plasma BDNF concentration (pg/mL)
Testosterone/Cortisol concentration

(pg/mL)

Journal of Aging and Physical Activity

35

77.79 (36.23)  101.6(18.55)

0.17 (0.12) 0.26 (0.17)
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1579 (2252) 580.5 (339)
Delta Values
2.17 (2.39) -1.66 (3.29)
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636.2 (856.8) 1115 (2.21)

-0.83

-0.61
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(5]
)
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L

-0.79
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-1.52(-59.07 -
0.16
11.49)

-1.02 (-0.27 - 0.10) 0.34

1.16 (-1.09 —3.08) 0.29

2.55(0.58—7.08)  0.02%

2.38 (210 —4289) 0.03*

-0.53 (-2.46 — 1.50) 0.61
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BDNF (pg/ml)

Figure 2 a) The change in isometric quadriceps muscle strength (IQMS) before and after the
intervention period (delta = A) in the vibration group (VG) and exercise group (EG). The data
are presented as the mean and standard deviation. *VG is significantly different from EG.
p=0.05. b) The change in plasma BDNF concentrations before and after the intervention period
(delta = A) in the vibration group (VG) and the exercise group (EG). The data are presented as

the mean and standard deviation. *VG is significantly different from EG, p=0.05
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Figure 3 Scattergram showing the positive correlation between delta values (A) of the isometric
quadriceps muscle strength (IQMS) and the plasma concentration of brain-derived neurotrophic

factor (BDNF) in elderly woman with osteoarthritis (OA) of the knee.
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VG

Figure 4 The change in testosterone/cortisol ratios [basal levels before and after the intervention
period (delta = A)] in the vibration group (VG) and the exercise group (EG). The data are

presented as the mean and standard deviation. *V G is significantly different from EG, p=0.05.
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The aim of this study was to analyze the levels of brain-derived neurotrophic factor
(BDNF) in both the plasma and synovial fluid of patients with primary knee
osteoarthritis compared to control individuals and to investigate the relationship
between BDNF levels and self-reported pain. Twenty-seven patients with knee
osteoarthritis (OA) and 19 healthy subjects were enrolled in the study. Anteroposterior
knee radiographs were taken to determine the disease severity of the affected knee.
Radiographic grading of OA in the knee was performed using the Kellgren-Lawrence
criteria. The BDNF levels in the plasma and synovial fluid were measured by ELISA.
The mean plasma BDNF levels of the knee OA patients were significantly higher than
that of the healthy controls (2378+1067.2 vs. 1756+804.3 pg/mL, p<0.05). BDNF levels
in the synavial fluid of OA patients (358.9+178.4 pg/mL) were 6-fold lower than in
corresponding blood samples (p<0.0001) and 4-fold lower than in the plasma of
healthy controls (p<0.0001). Subsequent analyses showed that the plasma BDNF
levels significantly correlated with self-reported pain [WOMAC] (rs=0.39, p=0.04).
Furthermore, no correlation was found between the plasma and synovial fluid BDNF
concentrations and knee OA severity. The findings of this study suggest that systemic
BDNF levels are most likely associated with the mechanism of joint pain in knee OA.
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INVOLVEMENT OF BDNF IN KNEE OSTEOARTHRITIS: THE RELATIONSHIP WITH

INFLAMMATION AND CLINICAL PARAMETERS

ABSTRACT
The aim of this study was to analyze the levels of brain-derived neurotrophic factor (BDNF) in both the
plasma and synovial fluid of patients with primary knee osteoarthritis compared to control individuals and
to investigate the relationship between BDINF levels and self-reported pain. Twenty-seven patients with
knee osteoarthritis (OA) and 19 healthy subjects were enrolled in the study. Anteroposterior knee
radiographs were taken to determine the disease severity of the atfected knee. Radiographic grading of
OA in the knee was performed using the Kellgren-Lawrence criteria. The BDNF levels in the plasma and
synovial fluid were measured by ELISA. The mean plasma BDNF levels of the knee OA patients were
significantly higher than that of the healthy controls (2378+1067.2 vs. 1756£804.3 pg/mL. p<0.05).
BDNF levels in the synovial fluid of OA patients (358.9£178.4 pg/mL) were 6-fold lower than in
corresponding blood samples (p<<0.0001) and 4-fold lower than in the plasma of healthy controls
(p<0.0001). Subsequent analyses showed that the plasma BDNF levels significantly correlated with seltf-
reported pain [WOMAC] (r;=0.39, p=0.04). Furthermore, no correlation was found between the plasma
and synovial fluid BDNF concentrations and knee OA severify. The findings of this study suggest that

systemic BDNF levels are most likely associated with the mechanism of joint pain in knee OA.

Keywords: Brain-derived neurotrophic factor, Knee. Osteoarthritis. Synovial fluid.
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Osteoarthritis (OA) is a chronic progressive degenerative joint disease that involves not only
articular cartilage but also synovium, subchondral bone, and the surrounding muscles and ligaments. OA
is characterized by cartilage destruction, subchondral bone sclerosis, and osteophyte or cyst formation.
Knee osteoarthritis is a major cause of severe pain, joint stiffness, limited motion, and disability [1-2].
Previous studies have suggested that neurotrophins are involved in arthritic processes [3-6]. The
neurotrophin brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is reported to be involved in the joint
inflammatory process, and its production is increased in response to pro-inflammatory cytokines [4].

The role of neurotrophins as important factors in arthritis has been discussed previously [4.7].
High BDNF mRNA expression levels as well as the expression of the receptors TtkB and p75NTR have
been detected in the synovial fluid cells of OA. rheumatoid arthritis (RA) and spondyloarthritis patients
[8]. Furthermore. positive immunostaining for BDNF. TrkB and p75NTR in synovial tissue sections of
OA and RA patients has been reported [3]. TrkB was detected in nerve fibers in synovial tissue sections
of knee OA and RA patients [3]. In addition, TrkB expression has been found in articular chondrocytes
and inflammatory infiltrates in the knee joints of local injection-induced mice [4]. Previous studies have
reported increased amounts of BDNF immunostaining in fibroblasts and macrophages from the synovial
tissue of OA and RA patients compared to healthy controls [9]. Evidence that synovial fibroblasts
actively secrete BDNF when exposed to increased levels of ATP. a signal of inflamed and damaged
tissue. was a novel discovery [6]. BDNF is known as a crucial neuromodulator involved in nociceptive
hypersensitivity in the central nervous system [6.10], and BDNF levels are modified in some persistent
pain states and during inflammation [11-12]. Our group has previously investigated the plasma BDNF
levels in elderly individuals with knee osteoarthritis and found a positive effect of aerobic exercise
training on plasma BDNF levels and clinical parameters such as pain perception [13]. Moreover. the
addition of whole body vibration to squat exercise training also increased BDNF plasma levels and
improved lower limb muscle performance in elderly women with knee OA [unpublished data].

In this study, we postulated that elevated BDNF levels in the plasma and synovial fluid might be
associated with pain perception in knee OA patients. Therefore, the objective of this study was to analyze
the concentrations of BDNF in both the plasma and synovial fluid of patients with primary knee
osteoarthritis and compare the results with those of the control individuals, as well as to investigate the

relationship between BDNF levels and self-reported pain.
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Methods

Subjects

We enrolled 27 patients (17 females and 10 males) who met the American College of Rheumatology
criteria for knee osteoarthritis (OA group) and 19 healthy individuals (11 females and 8 males) with no
radiographic hip OA or knee OA. as indicated by KL grades of 0 for both hips and both knees (Control
group). Participants were excluded on the basis of having arthropathy due to gout. pseudogout.
rheumatoid arthritis. systemic lupus erythematosus. psoriasis. previous knee injury or previous joint
infection. Patients with any systemic inflammatory or autoimmune disorders or any type of malignant or
chronic illnesses were not included in this study. Ethical approval of this study was obtained from the
Internal Review Board of the University Federal of Jequitinhonha and Mucuri Valleys (#029/11). The
study was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki. Written informed consent was

received from the patients and healthy volunteers prior to their participation in the study.

Procedures

First. the volunteers received a detailed explanation about the objectives and procedures of the study.
Then, the volunteers signed a consent form, and their demographic data as well as self-reported levels of
pain, stiffness, and physical function were collected. Patients in the OA group were subjected to synovial
fluid aspiration from the affected knee using sterile knee puncture by experienced orthopedic physicians.
No synovial fluid was extracted from the controls due to ethical concerns. Venous blood samples were

collected from all participants and were centrifuged and stored at —80°C until used.

Radiographic evaluation

To ensure that the participants had knee OA and to reliably standardize the samples. radiological
evaluations were performed on all volunteers. The severity of the disease was determined using weight-
bearing anteroposterior radiographs of the affected knee. Knee radiographs were evaluated according to

the Kellgren and Lawrence classification [14]: grade 1. doubtful narrowing of the joint space and possible
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osteophytic lipping: grade 2. definite osteophytes and possible narrowing of the joint space: grade 3.
moderate multiple osteophytes. definite narrowing of the joint space. some sclerosis and possible
deformity of the bone contour; grade 4. large osteophytes, marked narrowing of the joint space, severe
sclerosis and definite deformity of the bone contour. A grade 2 classification (definite osteophytes and
possible narrowing of the joint space) was used as the cutoff to determine knee OA. The controls were
defined as having no radiographic evidence of hip or knee OA. as indicated by KL grades of 0 for both
hips and both knees. The grading of the more severely affected knee in each patient was used for data

analysis.

Clinical and functional parameters

Self-reported levels of pain, stiffness and physical function were assessed with the 24-item questionnaire
from the Western Ontario and McMaster Universities Osteoarthritis Index (WOMAC) [15]. which is a
valid and reliable instrument for OA. This questionnaire was translated and adapted to Portuguese [16].
The WOMAC questionnaire aims to measure health status and assess a patient’s self-perception of pain (5
questions). joint stiffness (2 questions), and functional performance (17 questions) during the previous 72
h. The WOMAC score was presented to patients on a Likert-type scale. where questions received a score
of 0, 25, 50. 75, or 100 for no pain, a little pain. moderate pain. intense pain, and very intense pain.

respectively [15]. A higher score on the WOMALC scale represents poorer function or greater pain.

Laboratory analyses

Double-blinded quantitative measurements of plasma and synovial fluid BDNF levels were performed
using a commercially available enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit (Quantikine. R&D
Systems. Minneapolis. MN. USA) following the protocol provided by the manufacturer. The detection

limit for this assay was 5 pg/mL.

Statistical analyses

Demographic data of volunteer patients and controls were compared using unpaired Student's t tests

where appropriate. Comparisons between the groups were performed using one-way analysis of variance
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(ANOVA) with Tukey’s post hoc test if ANOVA showed significance. Correlations between plasma and
synovial fluid BDNF levels and disease severity were assessed using Spearman’s correlation coefficient
(ry). Data were expressed as the mean + standard error of the mean. P-values<0.05 were considered

statistically significant for differences and correlations.

Results

Twenty-seven knee OA patients, aged 56 to 88 years, and 19 healthy individuals, aged 59 to 86
years, were recruited for this study. There were no statistically significant differences between the groups
for any parameters assessed (Table 1).

As shown in Fig.1, plasma BDNF levels were lower in healthy participants than in OA patients
(1756+£804.3 pg/mL vs. 2378+1067.2 pg/mL. p=0.03). BDNF levels in the synovial fluid of the OA
patients (358.9+178 4 pg/mL) were 6-fold lower than in the corresponding blood samples (p<0.0001) and
4-fold lower than in the plasma of the healthy controls (p<<0.0001).

There was a moderate positive correlation between BDNF plasma concentration and self-
reported pain levels [WOMAC] (1r.=0.39. p=0.04) (Fig.2).

With regard to the radiological KL classification, patients were categorized into 2 groups for OA grading.
Fifteen patients were classified as grade 2, and 12 patients were classified as grade 3. In addition. the
associations between plasma and synovial fluid BDNF levels and osteoarthritis disease severity were
investigated. No correlation was found between plasma and synovial fluid BDNF concentrations and knee

OA severity.

Discussion

Previous studies have demonstrated that BDNF is present in the synovial fluid of inflamed joints
in patients with spondyloarthritis [5], RA [5-6] and OA [5-6]. However. gaps remain in the literature with
regard to the differences in BDNF levels in the plasma and synovial fluid of elderly patients with knee
OA compared to that of healthy controls. Furthermore. it remains unclear whether there is any
relationship between BDNF levels and clinical parameters such as self-reported pain. This study is the
first to demonstrate the presence of BDNF in both the plasma and synovial fluid of all patients with

primary knee OA. The BDNF levels in the synovial fluid of OA patients were 6-fold lower than in the
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corresponding blood samples and 4-fold lower than in the plasma of healthy controls. Moreover, there
was a positive correlation between BDNF levels and self-reported pain.

Although patients with knee osteoarthritis had markedly higher plasma BDNF levels than
synovial fluid BDNF levels, there was no correlation between these concentrations. The study of Rihl et
al. [5] also showed no significant correlation between BDNF levels in the serum and synovial fluid in
patients with OA and spondylosis. These authors commented that the lack of correlation may be related to
the fact that the BDNF found in the synovial fluid is produced locally by chondrocytes. with autocrine
and paracrine roles in the joint carfilage. in response to the joint inflammation process [6.17].

Another finding of this study was that the plasma concentration of BDNF in healthy elderly
patients was lower than in elderly patients with knee OA. This finding is confrary to the study of Rihl et
al. [5]. which found a higher plasma concentration of BDNF in healthy subjects compared to patients with
spondyloarthritis, theumatoid arthritis and osteoarthritis. One possible explanation for the difference
between the studies may be related to the stage of the inflammatory process in OA patients. The patients
in the OA group in the study by Rihl et al. [5] were in the remission phase of OA. while patients with OA
in our study were in an acute phase of the inflammatory process and presented with considerable joint
effusion, which justified the clinical conduct of synovial fluid puncture for symptomatic relief.

The BDNF levels in the plasma correlated positively with self-reported pain in patients with
knee OA. This finding is supported by the literature. as Grimsholm et al. [3] found that the expression of
BDNF in AR and OA patients has not only neuroprotective but also pain-mediating effects.

This study had some inherent shortcomings. First, the investigation was a single-center trial with
a relatively small number of participants. Additional studies conducted on random sets of patients from
multiple centers with larger sample sizes are warranted fo validate our results. Second. BDNF levels were
only measured in the plasma and synovial fluid. Further studies analyzing BDNF expression in local
tissues, in relation to the synovial and circulating BDNF levels. could provide a more valuable insight
into the pathogenic role of BDNF in OA. Third. for ethical reasons, synovial fluid samples from healthy
controls were not taken. Fourth. patients with knee OA were sampled in the acute articular inflammation
stage. Our conclusions thus cannot be extended to patients in the remission stage of OA. Last. as this was
a cross-sectional study. determining definite cause-and-effect relationships might not be possible.
Prospective longitudinal investigations are needed to demonstrate disease progression and determine the

exact role of BDNF in knee OA.
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Conclusion

In conclusion. this study revealed that plasma BDNF was significantly elevated in patients with
knee OA compared to healthy controls and that the BDNF concentration in the synovial fluid was
remarkably lower than that in the paired plasma samples. Furthermore, synovial fluid BDNF levels were
greatly reduced compared to the paired plasma BDNF levels.

This study also investigated the relationship between plasma and synovial fluid BDNF levels and
clinical parameters. A positive correlation was found between plasma BDNF levels and self-reported pain
in knee OA patients. Whether high BDNF levels in the plasma and low BDNF levels in the synovial fluid
of OA patients are a consequence of or contributory factors to the disease needs to be elucidated. Further

longitudinal investigations are warranted to elucidate the influence of BDNF on the disease outcome.
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Fig.1 BDNF levels in plasma and synovial fluid in patients with OA and healthy controls.
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Fig.1 BDNF levels in plasma and synovial fluid in patients with OA and healthy controls.
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Table 1. Sample characterization of the OA and control groups. Data presented as means (SD).

Characteristics A(ﬂzgrzo?u)p C°?rtjg' 1%;)“'3 p-value
Age (years) 68 (9) 72 (8) 0.06
Body mass (kg) 70 (10.5) 70 (12.3) 0.87
Height (meters) 1.65 (0.08) 1.64 (0.09) 0.58
IMC (kg/m?2) 2562 (3.01) 26.15 (3.61) 0.60
Severity of knee OA Grade 2 Grade 3

(%) 56 44 - —

* p-value < 0.05.



171

7.5 Artigo 4:

Artigo submetido Osteoarthritis and Cartilage
Fator de impacto: 4.262

Qualis Ciéncias Biologicas 11: A2



172

Elsevier Editorial System(tm) for Osteoarthritis and Cartilage
Manuscript Draft

Manuscript Number:

Title: Soluble TNF receptors are produced at sites of inflammation and are inversely associated with
self-reported symptoms (WOMAC) in knee osteoarthritis

Article Type: Manuscript

Keywords: Osteoarthritis; sTNFR1; sTNFR2; Soluble TNF receptors; WOMAC.

Corresponding Author: Dr. Adriano Prado Sim3o, Msc

Corresponding Author's Institution: Federal University of the Jequitinhonha and Mucuri Valleys
First Author: Adriano Prado Simdo, Msc

Order of Authors: Adriano Prado Simdo, Msc; Vanessa A Mendonga, PhD; Tassio Malber O Almeida;
Sérgio A Santos, Dr; Wellington F Gomes, Msc; Candido C Coimbra, PhD; Ana Cristina R Lacerda, PhD

Abstract: ABSTRACT

OBJECTIVE: The aim of the study was to analyze the concentrations of sSTNFR1 and sTNFR2 in both
plasma and synovial fluid of patients with primary knee osteoarthritis and to determine the possible
correlations of plasma and synovial fluid sTNFR1 and sTNFR2 with the radiographic grading of knee
0A and with self-reported pain, stiffness and physical function.

DESIGN: Samples of plasma taken from the peripheral blood and of synovial fluid taken from the knee
of patients with ostecarthritis (0A) were collected [(n=27). Anteroposterior knee radiographs were
taken to determine disease severity in the affected knee. Radiographic grading of OA in the knee was
performed using the Kellgren-Lawrence criteria. Furthermore, plasma was collected from the
peripheral blood of 19 healthy individuals, with no radiographic change in the hips and knees. The
Western Ontario and McMaster University Osteoarthritis Index (WOMAC) questionnaire was used to
evaluate self-reported physical function, pain and stiffness. ELISA measured the sTNFR1 and sTNFR2
levels in the plasma and synowvial fluid.

RESULTS: This study showed that the sTNFR1 levels in synovial fluid of OA patients (2587166.12
pg/mL) were 2.5-fold higher than in corresponding blood samples (p<0.0001) and were 1.5-fold
higher than in the plasma of healthy controls (p<0.0001). Howewver, the plasma sTNFR2 levels in the
patients with knee OA were lower than in healthy controls (2249+126.3 pg/mL vs. 2700+126.3 pg/mL,
p<0.05), and sTNFR2 levels in synovial fluid of knee QA patients (2021+107.0 pg/mL) were
significantly lower than in the plasma of healthy controls (p<0.0001). Furthermore, sTNFR1 levels
were higher in plasma compared with synovial fluid (1091+99.48 pg/mL vs. 2249+126.3 pg/mL,
p<0.0001), whereas sTNFR2 levels were lower in plasma compared with synovial fluid in patients with
knee QA (2587166.12 pg/mL vs. 2021+107.0 pg/mL). Subsequent analyses showed that synovial fluid
sTNFR1 levels were negatively correlated with pain and physical function self-reported (rs-0.6785,
p<=0.0001 and rs-0.4194, p=0.03, respectively). However, synovial fluid sSTNFR2 levels were negatively
correlated with pain and joint stiffness (rs-0.5433, p=0.01 and rs-0.4249, p=0.02, respectively).
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Abstract

OBJECTIVE: The aim of the study was to analyze the concentrations of sSTNFR1 and sTNFR2
in both plasma and synovial fluid of patients with primary knee osteoarthritis and to determine
the possible correlations of plasma and synovial fluid sTNFR1 and sTNFR2 with the
radiographic grading of knee OA and with self-reported pain, stiffness and physical function.

DESIGN: Samples of plasma taken from the peripheral blood and of synovial fluid taken from
the knee of patients with osteoarthritis (OA) were collected (n=27). Anteroposterior knee
radiographs were taken to determine disease severity in the affected knee. Radiographic grading
of OA in the knee was performed using the Kellgren-Lawrence criteria. Furthermore. plasma
was collected from the peripheral blood of 19 healthy individuals, with no radiographic change
in the hips and knees. The Western Ontario and McMaster University Osteoarthritis Index
(WOMAC) questionnaire was used to evaluate self-reported physical function. pain and
stiffness. ELISA measured the sTNFR1 and sSTNFR2 levels in the plasma and synovial fluid.

RESULTS: This study showed that the sTNFRI1 levels in synovial fluid of OA patients
(2587+66.12 pg/mL) were 2.5-fold higher than in corresponding blood samples (p<0.0001) and
were 1.5-fold higher than in the plasma of healthy controls (p<0.0001). However. the plasma
sTNFR2 levels in the patients with knee OA were lower than in healthy controls (2249+126.3
pg/mL vs. 2700+126.3 pg/mL. p<0.05). and sTNFR2 levels in synovial fluid of knee OA
patients (2021+107.0 pg/mL) were significantly lower than in the plasma of healthy controls
(p<0.0001). Furthermore, sTNFRI1 levels were higher in plasma compared with synovial fluid
(1091+99.48 pg/mL vs. 2249+126.3 pg/mL. p<0.0001). whereas sSTNFR2 levels were lower in
plasma compared with synovial fluid in patients with knee OA (2587£66.12 pg/mL vs.
2021+107.0 pg/mL). Subsequent analyses showed that synovial fluid sTNFRI levels were
negatively correlated with pain and physical function self-reported (r.-0.6785. p<0.0001 and r.-
0.4194. p=0.03. respectively). However. synovial fluid sTNFR2 levels were negatively
correlated with pain and joint stiffness (1,-0.5433, p=0.01 and r:-0.4249, p=0.02. respectively).

CONCLUSIONS: The findings of this study demonstrated the presence of soluble receptors for
TNF-alpha. particularly sTNFRI. in the synovial fluid of patients with primary knee OA and the

relationship of these receptors with to clinical parameters.

KEYWORDS: Osteoarthritis: sTNFR1: sTNFR2: Soluble TNF receptors: WOMAC.
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Soluble TNF receptors are produced at sites of inflammation and are inversely associated

with self-reported symptoms (WOMAC) in knee osteoarthritis

Introduction

Osteoarthritis (OA) is characterized by cartilage destruction, subchondral bone sclerosis
or cyst, and osteophyte formation. Knee osteoarthritis is the major cause of severe pain. joint
stiffness. limited motion, and disability (1). Although articular cartilage breakdown is a major
characteristic of OA. other joint tissues. including the synovial membrane and subchondral
bone. actively participate in the progression of the disease (2). Recent research has considerably
improved knowledge of both the factors involved in the development of OA and the
mechanisms responsible for its progression. OA is now regarded not as a single disease, but
rather as a common final stage of joint failure. the initial stages of which can be triggered and
perpetuated by numerous causal factors (2-3).

Nevertheless. the exact sequence of pathological events in OA remains unclear: the
temporal relationship between subchondral bone damage. chronmic inflammation of synovial
tissue and cartilage erosion is still largely unknown. The development and progression of OA
are now believed to involve inflammation even in the early stages of the disease (4).
Epidemiological studies show a clear link between the progression of tibiofemoral cartilage
damage and the presence of a reactive or inflammatory synovium (3) secreting inflammatory
factors such as proinflammatory cytokines. which are critical mediators of the disturbed
metabolism and enhanced catabolism of joint tissue involved in OA. IL-1p. TNF-alpha and IL-6
seem to be the main proinflammatory cytokines involved in the pathophysiology of OA (2).

TNF-alpha is a pleiotropic cytokine that is considered to be a primary modifier of
inflammatory and immune reactions that take place in response to various diseases (5-7).
Overproduction or inappropriate expression of TNF-alpha can lead to a variety of pathological
conditions (8-9). The biological actions of TNF-alpha occur subsequent to its binding to its
specific cell surface receptors (10). These receptors. tumor necrosis factor receptor I (TNFR-I)

and tumor necrosis factor receptor IT (TNFR-IT). which have apparent molecular weights of 55
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kDa and 75 kDa. respectively. are immunologically distinct. Although their extracellular
domains show similarities. the intracellular domains of TNFR-I and TNFR-II employ different
signal transduction pathways. Soluble forms of TNFR-I and TNFR-II (sTNFR-I and sTNFR-II).
which can neutralize the biological activities of TNF-alpha. have been identified in human
serum and synovial fluid of patients with rheumatoid arthritis (5-6.11). psoriatic arthritis (12).
arthritis activity in Behget’s disease (13) and OA in temporomandibular joints (14-15).

These soluble receptors are thought to arise through the shedding of the extracellular
domains of the 2 membrane-bound TNF receptors (16). There are reports of correlations
between the concentrations of TNF-alpha and its soluble receptors, suggesting that stimuli that
enhance TNF-alpha levels also induce shedding of TNF receptors (14.17). Evidence suggests.
however. that the shedding of the 2 types of soluble receptors is independently regulated (14.17-
18). Both soluble receptors can bind to TNF-alpha in vitro. as well as inhibit its biological
activity by competing with cell surface receptors for TNF-alpha binding. Consequently. the
shedding of soluble receptors in response to TNF-alpha release could serve as a mechanism for
binding and inhibiting the TNF-alpha that is not immediately bound to surface receptors. thus
protecting other cells from the effects of TNF-alpha and localizing the inflanunatory reaction
(14.17).

According to Penninx et al. (19). high levels of soluble TNF receptors in serum were
associated with decreased physical function. increased OA symptoms (e.g.. pain and stiffness)
and worse radiographic scores in elderly obese individuals with knee OA. Recent studies from
our group also showed a correlation between plasma levels of soluble receptors for TNF-alpha
and functional performance in older adults with knee OA (20-21). Due to the technical difficulty
and risk of obtaining the biological samples. studies have examined the behavior of these
nflammatory factors in the blood (20-22). However, a gap remains in the literature regarding
whether there is correlation between concentration of sTNFRI1 and sTNFR2 in plasma and
synovial fluid. Furthermore. it is unclear whether the concentration at these 2 sites might be
associated with the severity of the disease and/or with pain. stiffness and physical function in

self-reported knee OA patients. In this study. we postulated the following: 1) there is
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relationship between the local and systemic concentration of sSTNFR1 and sTNFR2 in plasma
and synovial fluid: and 2) the concentration at these two sites might be associated with the
severity of the disease and/or with pain. stiffness and physical function self-reported in knee OA
patients. Therefore, the objective of this study was to analyze the concentrations of sTNFRI1 and
sTNFR2 in both plasma and synovial fluid of patients with primary knee osteoarthritis and to
determine the possible correlations of plasma and synovial fluid sTNFR1 and sTNFR2 with the

radiographic grading of knee OA and with self-report of pain. stiffness and physical function.

Materials and methods

Patients

Twenty-seven patients (17 females and 10 males) who met the criteria of the American College
of Rheumatology for knee osteoarthritis (OA group) and 19 healthy individuals (11 females and
8 males) with no radiographic change in the hips and knees as indicated by KL grades of 0 for
both hips and both knees (Control group) were enrolled in this study. Participants were excluded
on the basis of having arthropathy due to gout. pseudogout rheumatoid arthritis, systemic lupus
erythematosus, psoriasis. hemochromatosis. previous knee injury. or previous joint infection.
Patients with any systemic inflammatory or autoimmune disorders or any type of malignant or
chronic illnesses were excluded from this study. Ethical approval of this study was obtained

from the Internal Review Board of the University Federal of Jequitinhonha and Mucuri Valleys

(#029/11).

Procedures

First. volunteers received a detailed explanation about the objectives and procedures of the

study. Thereafter. they signed a consent form. and their demographic data and self-report of

pain, stiffness. and physical function were collected. Finally, patients of the OA group were
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subjected to aspiration of the synovial fluid from the affected knee using sterile knee puncture
by experienced orthopedic physicians. No synovial fluid was extracted from controls due to
ethical concerns. Venous blood samples collected from all participants were centrifuged and

stored at —80°C until used

Radiographic evaluation

To ensure that the participants had Knee OA and to reliably standardize the samples,
radiological evaluation was performed on all volunteers. The severity of the disease was
determined using weight-bearing anteroposterior radiographs of the affected knee. Knee
radiographs were evaluated according to the Kellgren and Lawrence classification criteria (23):
grade 1. doubtful narrowing of joint space and possible osteophytic lipping: grade 2. definite
osteophytes and possible narrowing of joint space: grade 3. moderate multiple osteophytes.
definite narrowing of joint space. some sclerosis and possible deformity of bone contour; grade
4, large osteophytes. marked narrowing of joint space. severe sclerosis and definite deformity of
bone contour. A grade 2 classification (definite osteophytes and possible narrowing of joint
space) was used as a cutoff to determine knee OA. Controls were defined as having neither
radiographic hip OA nor knee OA. as indicated by KL grades of 0 for both hips and both knees.

The grading of more the severely affected knee in each patient was used for data analysis.

Clinical and functional parameters

Pain. stiffness and physical function was self-reported through a 24-item questionnaire from the
Western Ontario and McMaster Universities Osteoarthritis Index (WOMAC) (24). which is a
valid and reliable tool for assessing OA. This questionnaire was translated and adapted to
Portuguese (25). The WOMAC was developed to measure health status and assess a patient’s
self-perception of pain (5 questions). joint stiffness (2 questions). and functional performance

(17 questions) during the previous 72 h. The WOMAC score was presented on a Likert-type
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113 scale where questions received a score of 0. 25. 50, 75. or 100 for no pain, a little pain,
114  moderate pain. intense pain. and very intense pain. respectively (24). A higher score on the
115  WOMAC scale represents poorer function or greater pain.

116

117  Laboratory analyses

118

119  Double-blind quantitative measurement of plasma and synovial fluid TNF-alpha. sTNFR1 and
120 sTNFR2 was performed using a commercially available enzyme-linked immunosorbent assay
121  (ELISA) kit (Quantikine. R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) according to the
122 manufacturer’s instructions. The detection limit for this assay was 5 pg/mL for sTNFRI.
123  sTNFR2 and TNF-alpha.

124

125  Statistical analysis

126

127  Demographic and anthropometric data between patients and controls were compared by
128  unpaired Student's t tests where appropriate. Comparisons between the groups were performed
129  using one-way analysis of variance (ANOVA) with Tukey’s post-hoc test if the ANOVA
130  showed significance. Differences between the concentration of sTNFRI1 and sTINFR2 in the
131  plasma and synovial fluid were compared by paired Student's t tests. Correlations between
132  plasma and synovial fluid sTNFR1 and sTNFR2 and disease severity were assessed using
133  Spearman’s correlation coefficient (r;). Data were expressed as a mean = standard error of the
134  mean. P-values<0.05 were considered to be statistically significant for differences and
135  correlations.

136

137  Results

138

139 There were no statistically significant differences among groups for any parameters. In

140  respect to KL criteria. patients were categorized into 2 groups in relation to OA grading. Fifteen
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141  patients were classified as grade 2 and twelve as grade 3. In addition. the associations between
142  plasma and synovial fluid sTNFR1 and sTNFR2 levels and the disease severity of osteoarthritis
143 were statistically investigated (Table 1). No correlations were encountered between the plasma
144  and synovial fluid sTNFR1 and sTNFR2 concentrations and knee OA severity. Furthermore.
145  TNF-alpha was not detected in any of the samples analyzed.

146 There was no difference in plasma sTNFR1 levels among patients with knee OA and
147  healthy controls (1091+99.48 pg/mL vs. 1363+ 106.7 pg/mL. respectively). However. sTNFRI
148  levels m synovial fluid of OA patients (2658+£66.12 pg/mL) were 2.5-fold higher than in
149  corresponding blood samples (p<0.0001) and were 1.5-fold higher than in the plasma of healthy
150  controls (p=<0.0001). There was no correlation between plasma sTNFR1 levels with synovial
151  fluid sSTNFRI1 levels (Figure 1 A). With respect to sTNFR2 levels, plasma sTNFR2 levels in the
152  patients with knee OA were lower than in healthy controls (2249+126.3 pg/mL vs. 2700+£126.3
153  pg/mL. p<0.05). sTNFR2 levels in synovial fluid of knee OA patients (2021=107.0 pg/mL)
154  were significantly lower than in the plasma of healthy controls (p=0.0001). There was no
155  correlation between plasma sTNFR2 levels with synovial fluid sTNFR2 levels (Figure 1 B).
156 Figure 2 shows a significant difference between sTNFRI1 and sTNFR2 levels in both
157  plasma (1091+£99.48 pg/mL vs. 2249+126.3 pg/mL) and synovial fluid (2587+66.12 pgmlL vs.
158  2021+107.0 pg/mL with p=<0.0001) in patients with OA of the knee.

159 The association between plasma and synovial fluid levels of sTNFR1 and sTNFR2 with
160  self-reported [WOMAC] pain. joint stiffness and physical function was analyzed. Synovial fluid
161  sTNFRI levels were negatively correlated with self-reported pain and physical function (1.-
162  0.6785, p<0.0001 and r,-0.4194, p=0.03, respectively) (Fig. 3 A and B, respectively). However.
163  synovial fluid sTNFR2 levels were negatively correlated with pain and joint stiffness (1.-0.5433.
164  p=0.01 and 1,-0.4249, p=0.02. respectively) (Fig. 3 C and D. respectively).

165

166  Discussion

167 Previous studies demonstrated that sTNFR1 and sTNFR2 are present in synovial fluid

168  in the inflamed joint in patients with rtheumatoid arthritis (5-6.11). in psoriatic arthritis (12) in
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arthritis activity in Behget’s disease (13) and OA in temporomandibular joints (14-13).
However, neither plasma nor synovial fluid sTNFRI1 and sTNFR2 levels in patients with knee
OA have been examined. and their correlations with disease severity and self-reported pain.
stiffness and physical function have never been specifically determined.

To the best of our knowledge. data on the association between plasma and synowvial
fluid sTNFRI and sTNFR2 levels and severity of knee OA and on the correlation of these
receptors with self-reported pain. stiffness and physical function in patients with knee OA have
not previously been documented. Therefore. this study is the first to show that sTNFRI1 and
sTNFR2 were detected simultaneously in both plasma and synovial fluid obtained from patients
with primary knee OA and that sTNFR1 and sTNFRZ levels in synovial fluid were negatively
correlated with self-reported clinical parameters.

Our results demonstrate that there were no differences of plasma levels of sTNFR1
between patients with knee OA and controls. However. plasma sTNFR2 levels were
significantly lower in patients with OA compared to controls. Moreover. sTNFRI levels in the
synovial fluid of patients with knee OA was significantly higher compared to sTNFR1 levels in
the plasma of the same patients (two times higher) as well compared to sTNFRI levels in the
plasma of the control group (1.5 times). In contrast. sSTNFR2 levels in the synovial fluid of
patients with knee OA did not differ from sTNFR2 levels in the plasma of the same patients and
was significantly lower compared to sSTNFR2 levels in the plasma of the control group.

In others joint diseases. as well as in OA. a high level of sSTNFRs has been shown to be
important in the cytokine network, as the biological activity of cytokines depends on binding to
specific membrane receptors on target cells (15). Thus, soluble receptors. such as sTNFR1 and
sTNFR2. can act as cytokine antagonists, blocking the interaction of the cytokine with its target
cell by competing with the membrane receptor for cytokine binding (15.26). In such arthritic
conditions. soluble receptors are present in relatively high concentrations. whereas cytokines are
either not detectable or are present at low concentrations. These cytokine receptors also
exhibited dose-responsive inhibition or promotion of cytokine signaling. That is. the relative

ratio between cytokine and cytokine receptor may influence homeostasis, host defense, and
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prognosis of those diseases (15.27). These observations are in agreement with the results of our
study. in which. especially in synovial fluid. the sTNFR1 levels were quite high in patients with
knee OA while the presence of TNF-alpha was not detected. This finding supports the notion
that increased sTNFR1 is a protective reaction that blocks or inhibits the side effects that are
exacerbated by secreted TNF-alpha. Because sTNFRs can be upregulated by pro-inflammatory
cytokines. such as IL-1b and TNF-alpha. this type of feedback inhibition mechanism seems to
be effective in preventing aggressive tissue destruction in knee OA (14).

Because TNF-alpha is an important inducer of the sTNFRs. these receptors are of
significant importance in OA. A TNF-alpha-dependent cytokine cascade has been observed in
many inunune responses. in which inflanmumation and cytokine inhibitors such as the sTNFRs
are also upregulated (13.18.26). Inhibition of TNF-alpha in vitro reduced the actions of many
other pro-inflammatory mediators (17.26). These results indicate that the pro-inflammatory
cytokines were linked in a network or cascade. with TNF-alpha at its apex (15). Therefore. the
presence of increased levels of sTNFRI1 and absence of TNF-alpha in the synovial fluid of
patients with knee OA suggest that a close connection of these variables may have contributed
to the pathological process of the knee OA.

Depending on the presence of various cell types in the synovial fluid of patients with
osteoarthritis and rheumatoid arthritis, the ratio of the sTNFRs in synovial fluid can vary. For
example. in osteoarthritis, the synovial fluid of the temporomandibular joint has a higher
concentration of sTNFR1 than of sTNFR2 (15). In rheumatoid arthritis, however. the reverse
ratio obtains (5-6). Our results suggest that there is an increased local production of sTNFR1 in
the OA knee because the level of sSTNFR1 synovial fluid was much higher than that observed in
plasma samples from the same patients. According to previous studies, high concentrations of
sTNFRs in synovial fluid generally indicate local production of these receptors in the nearby
joint (13.15). An additional important finding in the present study was that sTNFR1 levels were
significantly higher than sTNFR2 levels in synovial fluid. Presumably. this substantial elevation
of sTNFRI in synovial fluid can be attributed to preferential expression of TNFRI1 on human

articular chondrocytes (27-28).
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In this study. the synovial fluid sTNFR1 level was negatively correlated with self-
reported symptoms of pain and physical function in patients with knee OA. while the synovial
fluid sTNFR2 level was negatively correlated with self-reported symptoms of pain and jont
stiffiess. In other words, as the sSTNFR1 and sTNFR2 concentration decreased, the knee OA
symptoms became more severe. These findings reinforce the idea that upregulation of the
soluble TNF receptors is a protective measure against the TNF-alpha activity in joint
mflammation of patients with knee OA (14-15). However. it no correlation was found between
plasma or synovial fluid sTNFR1 and sTNFR2 levels and the severity of knee OA. One
explanation for this observation could be that some radiological abnormalities may reflect the
normal ageing process of the cartilage, while the pain may represent abnormal degradation and
synthesis processes of the cartilage. associated with synovial membrane and subchondral bone
mjury (29). Another point that cannot be neglected is that our samples came only from patients
with grade 2 and 3 knee OA. Given this. the absence of patients with grade 4 QA may have
contributed to the lack of a correlation. Notably. other studies. which found a correlation
between severity of OA and concentration of biochemical markers. had samples from patients
classified with grade 4 knee OA (30-32).

Inevitably, this study had some inherent shortcomings. First, the study was performed as
a single-center trial with a relatively small number of participants. Additional study conducted
on a random sample of multiple centers with larger sample sizes is warranted to validate our
results. However. statistical analyses demonstrated a "large" power as well as effect size (OA
sTNFRI levels in synovial fluid vs sTINFRI1 levels in plasma: d=3.15 and power =99; OA
plasma levels of sTNFR1 ws sTNFR2: d= 2.44 and power =99; OA synovial fluid levels of
sTNFR1 ws sTNFR2: d= - 1.67 and power =99). Second. for ethical reasons. synovial fluid
samples from healthy controls were not taken. Third. our patients with knee OA were in the
acute articular inflammation stage. thus our results cannot be considered for patients in
remission stage of knee OA. Last. as this was a cross-sectional study. definite cause and effect

relationships cannot be determined. Thus. prospective longitudinal investigations are needed to
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demonstrate disease progression and determine the exact role of sSTNFRI1 and sTNFR2 in knee
OA.

In summary. the present study is the first to provide evidence the presence of soluble
receptors for TNF-alpha in synovial fluid of patients with primary knee OA and the correlation
of these receptors with clinical parameters. The presence of soluble receptors. particularly
sTNFRI. in the absence of TNF-alpha in synovial fluid negatively correlated with the WOMAC
results. may suggest a joint-protective response in the subjects with knee OA. However, further
research is necessary to delineate the mechanisms underlying this association as well as to gain
insight into the precise role of sTNFR1 and sTNFR2 in the pathogenesis of chronic

degenerative processes in patients with knee OA.
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List of Figures

Fig. 1 A- Soluble tumor necrosis factor receptors 1 (sTNFR1) levels in plasma and synovial
tluid of patients with osteoarthritis (OA) (n=27) and in plasma of healthy controls (n=19): B-
Soluble tumor necrosis factor receptors 2 (sTNFR2) levels in plasma and synovial fluid of

patients with osteoarthritis (OA) (n=27) and in plasma healthy controls (n=19).

Fig. 2 Difference between sTNFRI and sTNFR2 levels in plasma and synovial fluid of the

patients with knee osteoarthritis. The horizontal lines (in bold) indicate the average values.

Fig. 3 Negative correlation between synovial fluid tumor necrosis factor receptor soluble-1
(sTNFR1) levels in patients with knee osteoarthritis (OA) and clinical and functional parameters
(WOMAC). A-Synovial fluid levels of sTNFRI1 negatively correlated with pain (WOMAC): B-
Synovial fluid levels of sTNFR1 negatively correlated with physical function (WOMAC): C-
Synovial fluid levels of sSTNFR2 negatively correlated with pain (WOMAC): D- Synovial fluid

levels of sTNFR2 negatively correlated with joint stiffness (WOMAC).
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Fig. 1 A- Soluble tumor necrosis factor receptors 1 (sTNFRI1) levels in plasma and synovial
fluid of patients with osteoarthritis (OA) (n=27) and in plasma of healthy controls (n=19). B-
Soluble tumor necrosis factor receptors 2 (sTNFR2) levels in plasma and synovial fluid of
patients with ostecarthritis (QA) (n=27) and in plasma healthy controls (n=19). The horizontal

lines (in bold) indicate the average values.
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Fig. 2 Difference between sTNFRI1 and sTNFR2 levels in plasma and synovial fluid of the

patients with knee osteoarthritis. The horizontal lines (in bold) indicate the average values.
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Fig. 3 Negative correlation between synovial fluid tumor necrosis factor receptor soluble (sTNFR)
levels in patients with knee osteoarthritis (OA) and Clinical and functional parameters (WOMAC). A-
Synovial fluid levels of sSTNFR1 negatively correlated with pain (WOMAC): B- Synovial fluid levels of
sTNFR1 negatively correlated with physical function (WOMAC): C- Synovial fluid levels of sSTNFR2
negatively correlated with pain (WOMAC): D- Synovial fluid levels of sTNFR2 negatively correlated

with joint stiffness (WOMAC).



Table 1: Sample characterization of the OA group and control group.
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Characteristics p‘(?df?;)p Co?ﬂgl %‘;’UP p-value
Age (years) 68 (9) 72 (8) 0.06
Body mass (kg) 70 (10.5) 70 (12.3) 0.87
Height (meters) 1.65 (0.08) 1.64 (0.09) 0.58
BMI (kg/m?) 25.62 (3.01) 26.15 (3.61) 0.60
Severity of knee OA* 2 3

(%) 56 44 — —

Data presented as means (SD). " p-value < 0.05.
EMI — Body Mass Index; OA - Osteoarthritis
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