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RESUMO

Introducdo: A injecdo de corticosteroide (CE) para tratamento de
tendinopatias é recurso terapéutico muito utilizado na pratica ortopédica;
contudo ha controvérsias clinicas e experimentais a respeito dos
beneficios e complicacbes desse procedimento. Objetivo: Avaliar os
efeitos histolégico, biomecanico, a expressdo das metaloproteinases
(MMP-1 e MMP-2) e das interleucinas (IL-1 e IL-6) nos tenddes calcaneos
de coelhos submetidos a injecdo de CE. Métodos: Setenta e trés coelhos
New Zealand foram randomizados e divididos em dois Grupos: Grupo
Teste composto por trinta e sete animais submetidos a injecao
intratendinosa de CE (0,2 ml de solugéo com 1,4 mg de betametasona) no
tendao calcaneo do membro pélvico direito, e Grupo Controle composto
por trinta e seis animais, no qual o mesmo animal possibilitou dois
espécimes de tenddo calcaneo (direito e esquerdo); o tenddo do
membro pélvico direito foi submetido a injecao de soro fisiolégico (0,2 ml
de solucdo de cloreto de sodio a 0,9 %) e recebeu denominagdo de
Controle Placebo (CP); o tenddo calcaneo do membro pélvico esquerdo,
sem nenhum procedimento, foi utilizado como Controle Normal (CN).
Quarenta e oito horas apdés o procedimento foi realizada eutanasia e o0s
tenddes foram dissecados e retirados em uma extensdo de quatro
centimetros de suas insercbes nos 0ssos calcaneos. As analises
histologicas, de resisténcia mecanica e as expressbes das
metaloproteinases e interleucinas foram realizadas por avaliador sem
conhecimento dos grupos. Resultados: O Grupo Teste apresentou menor
expressdo da MMP-2 em relacdo aos espécimes do Grupo Controle (p=
0,027). No grupo Controle, os espécimes de tenddo calcaneo dos
membros pélvicos direitos (CP) mostraram maior quantidade de fibras
coldgenas grossas em relacdo aos de tenddo calcaneo dos membros
pélvicos esquerdos (CN) (p= 0,041). Nas comparacdes entre 0S grupos
nas demais variaveis ndo houve diferencas estatisticamente significantes.
Conclusdes: Quarenta e oito horas ap0s a injecao intratendinosa de 0,2
ml de solucdo com 1,4 mg de betametasona em tenddes calcaneos
normais de coelhos, ocorreu diminuicdo da expressdo de
metaloproteinase 2, sugerindo menor degradagéo do colageno. Nao foram
observadas diferencas estatisticas entre 0s grupos nas alteragBes das
caracteristicas  histol6gicas, = biomecéanicas, na expressdao de
metaloproteinase 1 e das interleucinas 1 e 6.

Palavras-chave: Tendao, Corticosteroide, Resisténcia, Metaloproteinases,
Interleucinas.
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ABSTRACT

Introduction: The injection of corticosteroids (CE) for the treatment of
tendinopathies is a therapeutic resource often used in orthopedic practice;
however, there are clinical and experimental controversies regarding the
benefits and complications of such practice. Objective: Is to evaluate the
histological, biomechanical effects, and also the expression of
metalloproteinases (MMP-1 and MMP-2) and interleukins (IL-1 and IL-6)
on Achilles tendons of rabbits treated with CE injections. Methods:
Seventy three New Zealand rabbits were randomly divided into two
groups: The Test Group was comprised of thirty seven animals which
underwent intratendineous injections of CE (0.2 ml of solution with 1.4 mg
of betamethasone) in the Achilles tendon of the right pelvic limb, and the
Control Group was comprised of thirty six animals, which provided two
specimens of Achilles tendon (right and left); the Achilles tendon of the
right pelvic limb underwent injections of saline solution (0.2 ml of 0.9%
sodium chloride solution) and was called Placebo Control (CP); the
Achilles tendon of the left pelvic limb received no medical procedure and
was used as Normal Control (CN). Forty eight hours after the procedure,
the animals were euthanized and the tendons were dissected and
extracted at an extension of four centimeters (1.6 in) of its insertions in the
calcaneus bones. The expressions of metalloproteinases and interleukins,
mechanical resistance and histological analysis were all performed by an
observer unaware of the groups Results: The Test Group has shown a
smaller MMP-2 expression compared to those in Control Group (p= 0.027).
In the Control Group, the Achilles tendon of the right pelvic limb (CP) has
shown a greater amount of thick collagen fibers in comparison to those in
left pelvic limb (CN) (p= 0.041). There were no other significant statistical
difference between the groups when comparing other variables.
Conclusions: Forty eight hours after the intratendinous injection of 0.2 ml
of solution with 1.4 mg of betamethasone in the normal Aquilles Tendon of
rabbits, there was a decrease of metalloproteinases 2 expression,
suggesting a minor collagen degradation. Statistical differences in the
change of histological characteristics, biomechanics, and in the expression
of metalloproteinases 1 and in interleukins 1 and 6 were not observed
between the groups.

Keywords: Tendons, Corticosteroids, Resistance, Metalloproteinases,
Interleukins.
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1. INTRODUCAO

Tenddes sdo definidos como estruturas que conectam um
muasculo ou grupamento muscular ao osso. Originam-se no ventre
muscular, mais precisamente na jun¢cdo musculotendinea e se inserem no
osso formando a éntese ou jungdo osteotendinea.

A arquitetura do tenddo € composta hierarquicamente por
moléculas de colagenos, que se unem em fibrilas, que formam as fibras,
gue se reunem e formam os feixes ou fasciculos primarios e secundarios,
envoltos por tecido conjuntivo frouxo contendo células, vasos sanguineos
e nervos. Todo esse conjunto € envolvido externamente por uma bainha
de tecido conjuntivo denso, dividida em duas camadas: uma presa ao
tenddo e outra ligada as estruturas adjacentes; entre essas duas
camadas, forma-se uma cavidade revestida por células mesenquimais
banhadas por liquido viscoso semelhante ao liquido sinovial, com agua,
proteinas, glicosaminoglicanas, glicoproteinas e fons™.

Os tenddes tém a funcéo de transmitir as for¢cas geradas pelas
contragcdes musculares, produzir o movimento e auxiliar a estabilizacao
articular. Apresentam a capacidade de adaptar sua composicdo e
estrutura em resposta aos diversos estimulos mecanicos e bioquimicos.
As lesbes dos tenddes sdo uma parte significante das doencas do
aparelho locomotor. Alguns tendbes séo particularmente vulneraveis e
mostram alteracdes degenerativas primarias, como o manguito rotador,
patelar, calcaneo e o tendéo tibial posterior.

Tendinopatia € um termo amplo usado para um grupo de
afeccdes, de etiologia multifatorial, que acometem essas estruturas e que
resultam em dor e varios graus de perda funcional. Sao fatores etiol6gicos
extrinsecos: carga, anatomia local, postura, atividades ocupacionais e
esportivas; sendo os intrinsecos: alteragcbes metabolicas, autoimunes e

fatores genéticos, como associacdo com genes do sistema ABO, e
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polimorfismos que afetam expressdes de componentes da matriz,
destacando-se dentre elas as metaloproteinases®”.

O tecido tendineo é composto por uma pequena quantidade de
células embebidas por uma matriz extracelular (MEC) abundante. O
principal componente celular € o tenoblasto, em associacdo a outros tipos
celulares, como os condrécitos, células sinoviais e epiteliais®.

Os tenoblastos representam linhagem celular imatura, de
morfologia celular mais arredondada, citoplasma rico em organelas e alta
atividade metabdlica. Alinham-se em colunas ao longo do eixo longitudinal
do tendao e de suas fibras colagenas. Os tendcitos, a forma amadurecida
dos tenoblastos, possuem morfologia mais alongada. Esses dois tipos
celulares representam 90-95% dos elementos celulares tendineos,
produzem coladgeno, equilibram a composicdo da matriz extracelular, e
assim, preservam a integridade do tenddo. Devido a baixa celularidade e
reduzida atividade mitética destas células, a capacidade cicatricial do
tend&o é limitada®.

A matriz extracelular é dividida em dois componentes principais,
denominados fibrilar e fundamental. O primeiro € composto principalmente
pelas fibras de coldgeno e elastina. Ja o fundamental, pelas
proteoglicanas e glicosaminoglicanas, agua de solvatacao, minerais, além
de proteinas especializadas, tais como as glicoproteinas adesivas
fibronectina e a tenascina-C, acido hialurdnico, metaloproteinases da
matriz (MMPs) e seus inibidores (TIMPs)’. Estas moléculas interagem
entre si e com as células tendineas, de maneira bidirecional. Portanto,
alteracdes celulares podem levar a consequéncias estruturais na MEC,
bem como modificagdes na ultima podem desencadear o recrutamento,
proliferacdo, apoptose e diferenciacéo celular®.

Até a década de 1990, as alteracdes dos tenddes eram
referidas como “Tendinites”, nas quais o0 componente inflamatorio seria o

principal responsavel por essas afeccdes. Esse ponto de vista era
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amplamente aceito nas estratégias de tratamento, acarretando
terapéuticas baseadas em anti-inflamatdrios esteroides e ndo esteroides.

Nas décadas de 1990 a 2000, houve uma série de mudancas
na conceituacdo dessas alteracdes, direcionadas para alteragcbes nao
inflamatdrias e degenerativas, referidas como “Tendinopatias”, sendo o
tratamento direcionado para as areas de fisioterapia, terapia por ondas de
choque, e para outros tipos de medicamentos como agentes
esclerosantes, dextrose, toxina botulinica, como também injecdes locais
com células tronco, plasma rico em plaquetas.

Nos ultimos anos, as consideracfes sobre tendinopatia como
totalmente néo inflamatéria parece ser uma simplificacdo, e nédo é
totalmente aceita por todos especialistas, surgindo assim estudos que
buscam mostrar componentes do processo inflamatério presentes nas
alteracdes dos tenddes”.

Na fisiopatogenia, em estagio precoce, como resposta a
compressdo e ou sobrecarga, ocorre aumento do volume do tendao, por
aumento das proteoglicanas e de suas ligagbes com &gua; no estagio
seguinte, predomina degradagdo da matriz tecidual, separacdo do
coladgeno, proliferacdo de tendcitos anormais, e alguma neovascularizagdo
no tend&o. Nestes dois estagios, pode haver certo grau de reversibilidade,
mas no estagio avancado ocorre principalmente rompimento do colageno,
morte celular generalizada e ingresso mais intenso de neovascularizagao
e inervacdo dentro da substancia do tend&o™. A dor na tendinopatia, tem
varias explicacdes, sendo uma delas esse ingresso tanto de neo vasos
quanto da inervacdo na substancia do tendao, visto que, na arquitetura
normal dos tenddes, 0s vasos e nervos encontram-se entre os fasciculos
de colagenos e ndo na substancia do tend&o?*.

As tendinopatias sdo doencas comuns, que afetam
indistintamente tanto atletas quanto a populacdo em geral. A prevaléncia,

de transtornos dos tecidos moles (maioria em tenddes), no Reino Unido, é
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de 18 casos por 1000 pessoas™'. Nos EUA, ocorrem, anualmente, 16,4
milhdes de lesbes em tendbes e ligamentos, dos quais pelo menos
100.000 envolvem o tend&o calcaneo™. A prevaléncia é maior em jovens
entre 20 e 30 anos, e em pessoas de meia idade dos 40 aos 60 anos™.
Nas lesG6es do manguito rotador do ombro, a prevaléncia aumenta com a
idade, ultrapassando 50% aos 60 anos'®. Outra alteracdo denominada de
dedo em gatilho tem prevaléncia de 2 % na populacéao geral, e de 20 %
em pacientes com diabetes™.

N&o existe uma diretriz UGnica para o tratamento das
tendinopatias. Embora sem evidéncias protocoladas, varias modalidades
de tratamento sdo recomendadas: repouso, fisioterapia e medicamentos
anti-inflamatérios ndo esterdides ou CE (via sistémica, ou injecéo local).
Associadamente, terapéuticas especificas para fatores predisponentes e
cirurgias, podem estar indicadas dependendo da regido anatomica
acometida e da gravidade da lesao.

Embora as alteragcbes inflamatérias histolégicas nas
tendinopatias sejam discretas, o uso de inje¢Oes locais de CE persiste
como prética entre ortopedistas, principalmente nos membros superiores®.
Na verdade, os CE, além das conhecidas ac¢fes anti-inflamatorias,
possuem outras atividades importantes que ampliam suas indicacdes.
Uma destas atividades, com acdo gendmica, envolve a ativacdo de
receptores citoplasmaticos, os quais migram para o nucleo das células,
que atuam na transcricdo e codificacdo de varios genes, entre outros, 0s
que codificam as ILs. Outra propriedade reside no mecanismo de acao
(tipo proteina-proteina) sem interacdo com o DNA, que leva a transcricao
de véarios genes codificantes de ILs, ciclooxigenases e colagenases™®.
Existe outra atividade, chamada acdo n&do gendmica, de acdo muito
rapida, com mecanismos nao totalmente esclarecidos, na qual os CE séo
utilizados em atendimentos de emergéncias clinicas®’.

Os CE, para uso em inje¢Oes locais sao formulados em
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solugbes com sais que formam ésteres sollveis de liberacdo rapida
(fosfatos mono e dissddico, succinatos, e outros) ou ésteres menos
soltveis de liberagdo lenta (acetato, diproprionato, entre outros)*®

O desenho de estudos sobre efeitos dos CE em tenddes néo
sdo simples de se desenharem, pois dependem de muitas variaveis. O
tipo de droga, dose, local e modo de administracAo devem ser
considerados®. Estas e outras dificuldades metodolégicas explicam as
poucas evidéncias observadas na literatura a respeito dos beneficios ou
efeitos deletérios dos CE no tratamento das tendinopatias®. Estudos
clinicos que avaliaram injecdes de CE em tenddes, em grande parte, eram
relatos de casos ou amostras reduzidas de pacientes, especialmente em
tendBes calcaneos e patelares nos quais os resultados eram, em geral,
contraditérios e controversos?.

Entretanto, estudos recentes confirmaram a presenca de
células inflamatérias®?, como também que as sobrecargas mecanicas
podem causar respostas inflamatérias®. Tais fatos estimularam pesquisas
sobre a expressdo das ILs no inicio da cicatrizacdo dos tenddes’. Ha
limitagdo de conhecimentos a respeito da participagcéo das ILs e de outros
mediadores inflamatérios no reparo de tenddes** ?°.

Ha caréncia de estudos experimentais sobre os efeitos de
injecdo intratendinosa de CE que possibilite a correlagdo, em um mesmo
momento experimental, de aspectos morfoldgicos, biomecéanicos de
resisténcia, envolvimento de mediadores inflamatérios (ILs) e da
expressao das MMPs.

A hipdtese do presente estudo foi que, no tempo de observacgao
de quarenta e oito horas apds as injecfes de CE em tenddes normais de
coelhos ndo ocorram alteracdes na resisténcia mecanica, histologia e nas
expressdes de metaloproteinases e interleucinas.
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2. OBJETIVO

Comparar os desfechos histolégicos, de resisténcia mecanica,
a expressao das metaloproteinases (MMP-1 e MMP-2) e das interleucinas
(IL-1 e IL-6) nos tenddes calcaneos normais de coelhos 48 horas apos
terem sido submetidos a injecdo de corticosteroide, soro ou nenhum

procedimento.
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3. METODOS

3.1 - Aspectos éticos

O protocolo experimental deste estudo (Certificado CEUA,
namero 1047-2013) foi conduzido em conformidade com os principios
éticos na experimentacdo animal, aprovado pelo Comité de Etica no Uso
de Animais da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP.

3.2 - Locais de realizagéo do estudo

O estudo foi realizado no Laboratério de Ensino, Pesquisa e
Cirurgia Experimental “Prof. William Saad Hossne” e nos laboratorios de
Ensaios Biomecanicos localizados na Unidade de Pesquisa Experimental
(UNIPEX) da Faculdade de Medicina de Botucatu da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP).

3.3 - Desenho do Estudo

Ensaio experimental randomizado controlado com avaliador
sem conhecimento dos grupos.

Foram selecionados setenta e trés coelhos da raga New
Zealand clinicamente saudaveis examinados por Médico Veterinario da
UNIPEX, fornecidos pelo Biotério Central da UNESP - Campus de
Botucatu.

Os animais foram randomizados, submetidos ao fluxograma

ilustrado (Figura 1) e divididos por aleatorizacdo em dois grupos:

Grupo Teste: trinta e sete coelhos da raga New Zealand foram
submetidos a inje¢do intratendinosa no tend&do calcaneo do membro
pélvico direito de CE: 0,2 ml da suspensdo de dipropionato de
betametasona e fosfato dissédico de betametasona (Diprospan®,

Mantecorp — Hipermarcarcas S.A.). O volume da suspenséo de 0,2 ml,
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com 1,4 mg de Betametasona, para efeito anti-inflamatorio, foi calculado
de acordo com valores e equivaléncias recomendados para coelhos, em
livro texto de Medicina Veterinaria®.

Grupo Controle: trinta e seis coelhos da raca New Zealand, no qual o
mesmo animal permitiu dois espécimes: um do tend&o calcaneo direito e
outro do tendao calcaneo esquerdo. O tenddo calcaneo do membro
pélvico direito foi submetido a injecéo intratendinosa de 0,2 ml de solugéo
de Cloreto de Sodio a 0.9% (Farmace®, Farmace Industria Quimico
Farmacéutica Cearense Ltda) e foi denominado de Controle Placebo; o
tenddo calcAneo do membro pélvico esquerdo, sem nenhum

procedimento, foi utilizado como Controle Normal.

n=73
Randomizacéao

Grupo (n=37) Grupo (n=36)
Teste Controle
Membro Pélvico Controle Placebo (CP) Controle Normal (CN)
Direito Membro Pélvico Direito Membro Pélvico Esquerdo
n=12 n=12 n=12 n=12 n=12 n=12 n=12 n=12 n=12
HISTO RES MMPs II|_s HIS|TO RTS Mi\/IPs II|.s HIS|TO R|ES Mli/IPs II|.s
12 11 08 11 12 12 12 11 11 11 12 12

n, numero de animais ; CP, Controle Placebo; CN, Controle Normal
HISTO, Histologia; RES, Resisténcia Mecanica; MMPs, Metaloproteinases; ILs, Interleucinas

Figura 01 — Fluxograma dos procedimentos
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3.4 - Critérios de Inclusao e nao Inclusao

Inclusdo
v' Coelhos machos
v" Peso corporal entre dois e trés quilogramas

v' Com membros pélvicos normais.

N&o incluséao
Qualquer tipo de alteracdo no exame clinico, verificado pelo

médico veterinario da Unipex

3.5 - Randomizacéao

A sequéncia aleatoria foi gerada pela funcéo “runif’, do software
R v 2.11.0. Essa fungao permitiu gerar uma sequéncia de “0” (zeros) e “1”
(uns), ambos equiprovaveis. O codigo “0” representou o Grupo Controle e
0 codigo “1” representou o0 Grupo Teste. O modo de chegada dos coelhos
definiu como a sequéncia aleatéria gerada foi aplicada. Com todos os
coelhos disponiveis, eles foram enumerados de um a setenta e trés.
Assim, o coelho numero um representou a posicdo numero um da
sequéncia aleatoria, o coelho numero dois representou a posicdo numero
dois da sequéncia e assim por diante também definindo os cédigos. Como
os coelhos chegaram sequencialmente, entdo a ordem de chegada foi
igual a posicdo na sequéncia aleatéria. Ou seja, o primeiro coelho
disponivel foi para o grupo Controle ou para o grupo Teste dependendo
do cdédigo associado a primeira posicdo da sequéncia aleatéria e assim

por diante (Tabela A — Apéndice).

3.6 - Calculo do tamanho da amostra

Para se determinar o tamanho dos grupos a serem estudados,

a fim de se obter poder estatistico de 80 %, com nivel de significancia de
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0,05 e supondo amostragem aleatéria simples com distribuicdo normal
dos desfechos, elaborou-se uma tabela (Tabela 1), que permite detectar
diferencas minimas iguais as apresentadas na tabela. O numero das
amostras para o Grupo Teste foi de trinta e sete animais e para o Grupo

Controle, de trinte e seis animais.

Tabela 1 — Diferengcas minimas detectaveis com o tamanho amostral

determinado

Desfechos
Histologia TEN_TD RUP_TD  C_INF_TD FG.TD FF.TD TEM_PD C_INF_PD FG_PD FF_PD
DMS 1.1 0.06 0.05 12 10 0.08 3 14
Interleucinas IL6 IL1
DMS 60 290

Metaloproteinase MMP2_INAT MMP2_AT MMP1_INAT MMP1_AT

DMS 0.3 1.5 0.3 0.4
Resisténcia DEFMAX FCMAX EFMAX EAFMAX TFMAX MODEL
DMS 2300 120 400 3200 14 60

TEN_TD, Tenécitos HE Tend&o; RUP_TD, Ruptura do colageno HE Tend&o; C. INF_TD, Células Inflamatdrias
HE Tendao; FG_TD, Fibras grossas picro Tenddo; FF_TD, Fibras finas picro tenddo; TEN_PD, Tendcitos HE
Peritenddo; C_INF_PD, Células Inflamatérias HE Peritenddo; FG_PD, Fibras grossas peritenddo; FF_PD,
Fibras finas peritenddo; DEFMAX, Deformagdo maxima, FCMAX, Forca ou carga maxima; EFMAX

DMS= Diferenca minima detectavel

3.7 - Procedimento anestésico e método de injecdo do medicamento
e soro

Todos os coelhos foram submetidos a anestesia geral EV com
50 mg/kg de cloridrato de quetamina e 1 mg/kg de cloridrato de xilazina,
seguido de tricotomia e antissepsia. A injecdo dos medicamentos foi feita
sempre a dois cm (medida com paquimetro) proximais da insercdo do
tendao calcaneo, sem incisao cirargica (Figura 2) com volume de 0,2 ml,
por meio de pung¢do com agulha BD-(Becton Dickinson Ind. Cirug. Ltda-
Curitiba-PR) de 0,45x 13mm (26 G x 1/2"), com a ponta da agulha semi
dobrada (Figura 3 e 4) e seringa de 1 ml, BD-Becton Dickinson Industria
Cirargica. Ltda- Curitiba-PR.
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Figura 2 - Medida padronizada com paquimetro do ponto onde foram feitas as injecdes, a
2 cm da insercéo do tend&o calcaneo do coelho, mantendo o tornozelo em flexdo dorsal.

Figura 4 - Injecdo no tendao calcaneo do coelho, em local previamente marcado, com
aplicacdo feita com a seringa na horizontal e ndo na perpendicular ao tendao.

42



Metodos

3.8 Manutencéao

Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura,
iluminacdo e ventilacdo adequadas, em jaulas individuais e foram

alimentados com ragao e agua potavel.

3.9. Eutanésia e coleta dos espécimes

Quarenta e oito horas ap6s o procedimento, foi realizada
eutanasia com dose letal de anestésico. O tend&o foi dissecado, exposto
e retirado integralmente a quatro cm proximais de sua insercao no 0sso
calcaneo (Figura 5). Os espécimes foram identificados em recipientes com
letras e nUmeros sem citacdo a quais grupos pertenciam e seguiram para
conservacgao conforme o tipo de exame:

Os trinta e sete espécimes dos testes de resisténcia mecéanica
foram congelados em freezer a -20° C.

Os trinta e seis espécimes dos exames histolégicos foram
conservados em formalina neutra a 10% antes do processamento.

Para a realizagdo dos exames das MMPs e ILs, os trinta e seis
espécimes foram divididos em duas partes iguais, resultando em setenta e
dois espécimes: metade para MMPs e metade para ILs. Os setenta e dois
espécimes foram congelados imediatamente em nitrogénio liquido e
depois conservados em Freezer a -80°C. O total de espécimes obtidos foi
de cento e quarenta e quatro. Por problemas técnicos nos equipamentos
de conservacdo, desprezamos nove espécimes, e portanto os estudos

foram realizados em cento e trinta e cinco espécimes.
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Figura 5 - Tendao calcaneo de coelho dissecado (seta branca) a ser retirado integro,
desde a juncdo miotendinea (seta escura grande) até a insergdo no 0sso calcaneo (seta
escura pequena).

3.10. Cegagem

Os avaliadores de todos os desfechos, n&o tinham
conhecimento sobre qual grupo os espécimes pertenciam. Ao final das
avaliacdes, os dados foram organizados em planilhas Excel e

encaminhados para analise estatistica (Tabelas B a F - Apéndice).

3.11 - Estudo da Resisténcia mecéanica

Os espécimes foram submetidos a ensaio biomecéanico de
tracao.

No momento do ensaio, todos o0s espécimes foram
descongelados a temperatura ambiente e presos pelas extremidades em
presilhas especiais para tenddes. Foi determinada a area de seccao do
tenddo a partir da medida da circunferéncia e pela aplicacdo das formulas
R=C/2m, e A=11.R? na qual R, era o raio, C, a circunferéncia, e A, éarea de
sec¢ao. Em seguida, as presilhas com o tendédo fixado, foram montadas
axialmente em maquina universal de ensaio mecanico (EMIC-DL®10.000
Equipamentos e Sistemas de Ensaio Ltda, Curitiba), (Figura 6 e 7), com
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célula de carga de 1000 N e velocidade de aplicacdo de 30 mm/min. O
valor da area de seccéo foi incorporado ao software M-teste que forneceu
os graficos forca x deformacdo (Figura 8) e valores das seguintes
variaveis das propriedades mecénicas: Forca Maxima (forca em N=
Newtons, suportada até a ruptura); Deformacdo (alongamento, em
milimetros); Energia na Forca Méxima (N.mm); Energia por area na Forca
maxima (N.mm/mm?2); Tensdo na Forca Maxima (MPa); Modulo de
Elasticidade (MPa)*"°.

Figura 6 - Maquina de ensaio biomecéanico, EMIC.

Figura 7 - Tend&o roto apds teste.
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Tendia calcinea coelho - A105

Relatdro de Ensaio de Tragéo

Maquina: Emic DLI0O00  Céla Trd22  Esensémebo: - Data 2014 Hoa 110T32  Trabahorns 1364
Programa: MTestversao 101
Ident, Ao a: = e e e e N R N R R R R R R B R R R I R R A R R bR R

Parametro > Forga Deformagao Energia Energalbea Mod.Elastic. Tensan
Eventa > Forga Mat. ForgaMan. Forpa Mau. Forga Mas. Forga Man.
Unidade 3> (M) [mm) [M.mm]) [M.mmdmm) [MPa) [MFa)
CP1 2184 $ 661 1207 1088 26.05 1968
Forea ()

2500

o0

Loo

1000

oo

uluil] G.000 1200 1300 2400 000 Defon‘nal;ﬁn (mm)

Crr Cr2 or 32 R ory

Figura 8 - Exemplo do gréafico Forga x Deformagdo com resultados de um dos espécimes
(A105) submetido ao ensaio de tragdo, que mostra valores das variaveis de resisténcia
mecanica.

3.12 - Estudo das Variaveis Histoldgicas

Apos fixagdo, o tecido foi incluido em blocos de parafina,
obtendo-se, a seguir, cortes coronais de quatro micras para analise
histolégica. As laminas foram coradas com solu¢cdo Hematoxilina - Eosina
(HE) e Picrosirius red (Picro). Através de Histomorfometria foram obtidas
as seguintes variaveis: do tend&o-tendcitos (celularidade habitual ou
aumentada), ruptura do colageno, presenca de células inflamatoérias
(macréfagos, linfocitos) fibras grossas (colageno |) e fibras finas (colageno
[1); e do peritendao- tendcitos (celularidade normal ou habitual), presenca
de células inflamatdrias (macréfagos, linfocitos), fibras grossas (coldgeno

I) e Fibras finas (colageno lIll).
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O método utilizado foi 0 histomorfométrico.

O sistema de imagens foi composto por uma Céamera Leica
(DFC 295), conectada a um microscopio Leica (DM 4000 B LED, USA). As
imagens foram transmitidas a um monitor (Analisador Leica DM 4000) e
carregadas em um computador (Pentium 1330 MHz, Intel, Santa Clara,
CA, USA). O software Image Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics, Rockville,

MD, USA) foi usado para identificar e quantificar as variaveis (Figuras 9 a
16).

Figura 9 - Imagem histoldgica do tendao Figura 10 - Imagem histolégica do
calcaneo do coelho sem ruptura do tenddo calcaneo do coelho com ruptura
coladaeno ( HE: 400xx). do colageno (seta escura) (HE; 400xx).

Figura 11 - Imagem histol6gica do tenddo  Figura 12 - Imagem histolégica do tendéo
calcaneo do coelho com celularidade calcdneo do coelho com celularidade
aumentada (HE; 400xx). habitual (HE; 400xx).
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Figural3 - Imagem histologica do tenddo  Figura 14 - Imagem histolégica do tendéo
calcAneo do coelho com presengca de calcaneo do coelho com presenca de
células inflamatorias: macrofagos (setas células inflamatérias: Linfécitos (seta
escuras) (HE: 400xx). vermelha e tracejado) (HE; 400 xx).

Figural5 - Imagem histolégica do tenddo  Figural6 - Imagem histolgica do tendao
calcaneo do coelho mostrando fibras calcaneo do coelho com Fibras coldgenas
colagenas finas (verdes) (Picrosirius red; espessas (vermelhas) (Picrosirius red,;
400 xx). 400xx).

Cada lamina corada, tanto com Hematoxilina Eosina quanto
com Picrosirius red, geraram vinte fotografias, sendo dez do tendao e dez
do peritendao.

As laminas coradas com Picrosirius red foram usadas para
avaliar e quantificar as fibras grossas e as fibras finas no tendédo e
peritenddo. Por meio do Image pro plus, a fracdo de &rea das fibras
colagenas foi medida pela area delimitada pelas fibras dos tenddes e
peritenddes observadas em campos com grande aumento (400xx). O
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limiar para coldgeno espesso (amarelo e vermelho) e fino (verde) foi
estabelecido em todas as laminas histologicas coradas pelo aumento do
contraste e alteracdo da cor dos colagenos em questdo, tornando-os
facilmente identificaveis. A fracao de area do colageno foi expressa pela
taxa da area de coldgeno medido dividido pela area total do campo
histologico. Essa medida, expressa em porcentagem, foi realizada em dez
campos  histologicos, selecionados randomicamente  conforme
aleatorizacdo de todos os campos. O resultado final foi expresso como
média dos campos quantificados.

As laminas coradas com Hematoxilina e Eosina foram usadas
para quantificar ruptura do colageno, presenca de células inflamatérias e
celularidade (quantificacdo de tendcitos), usando 10 campos de grande
aumento, selecionados randomicamente, pelo método estereoldgico de
point-counting. O método utilizado de morfometria pelo reticulo de Weibel
(Figura 17) foi por meio de um sistema de cinquenta tracos em area
conhecida (62,500 mm2 em 400x), na qual cada célula, ou imagem de
ruptura do coldgeno ao cruzarem tracos do reticulo eram contados; sendo
gue esse numero de células ou rupturas contados, foi dividido por
cinquenta  (numero total de tragos) fornecendo resultados

quantitativos®>3*.

Figura 17 - Imagem do reticulo de Weibel extraido do monitor do computador: setas

brancas indicando células que cruzaram tragos do reticulo (400xx).
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3.13 - Estudo das Metaloproteinases e Interleucinas

Os espécimes inteiros foram cortados ao meio
transversalmente a dois cm proximais da extremidade de insercdo, sendo
uma metade para analises de expressdao MMPs e outra metade para
estudos da expressdo das ILs. Os estudos foram direcionados para
exames das formas ativas e inativas das MMPs 1 e 2, e das ILs 1 e 6.

3.13.1 Metaloproteinases 1 e 2
O método utilizado foi 0 da Zimografia.

As metades dos espécimes foram trituradas em
homogeneizador ultra-turrax (IKA), com tampao de extracdo (Tris-HCI
50mM, NaCl 0,2M, CaCl, 10mM, Triton X-100 2,5%, inibidores de
protease 1%). Apo6s duas horas a 4°C, foram centrifugadas a 4000 Rpm,
por vinte minutos, para eliminar residuos soélidos. A quantificacdo da
concentracéo proteica nas amostras foi feita pelo ensaio de Bradford, por
leitura colorimétrica, usando o reagente Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad)
(Figura 18) e a albumina sérica bovina como padrdo. Foram feitas
aliguotas das amostras com concentracdes iguais para aplicagdo no gel
de eletroforese. Os géis de poliacrilamida foram preparados com 1 mg/mL
de gelatina, para deteccéo de gelatinases, e aproximadamente 0,5 mg/mL
de colageno bovino tipo | (codigo: C9791, Sigma), para deteccao de
colagenases. As amostras foram aplicadas em gel com tampao de
amostra (Tris-HCI 62,5mM, glicerol 30%, azul de bromofenol 1:1000 m/v),
na propor¢ao 2:1, sendo 35ug para deteccao de gelatinases e 20ug para
colagenases. ApoOs a corrida de eletroforese (Figura 19) para separacao
por peso molecular, os géis foram lavados em Triton X-100 para retirada
do decil sulfato de sddio e em Tris-HCI 50 mM, pH 8,4, para retirar o Triton
X-100 e assim possibilitar a verificacdo da atividade enzimatica; apos o

que, foram incubados por dezesseis horas em solucéo de incubacéo (Tris-
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HCI 50mM, pH 8,4, CaCl, 50uM). As bandas de degradacao (Figura 20)
foram observadas por marcacdo em Cromassie Blue e os géis foram

fotografados usando o sistema Image Quant LAS 4000.

Figura 19 - Equipamento de eletroforese usado nos estudos das MMPs.

Figura 20 - Bandas de degradacdao em gel cromassie blue eletroforese de MMP, forma
ativa (seta amarela) e forma inativa (seta vermelha).
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A quantificacdo da degradacao foi feita por densitometria em
analisador de imagens White Darkhon, Software Image Quant TL,
normalizando os volumes das bandas com parametros de uma amostra
que foi incluida em todos os géis. As colagenases ou gelatinases foram
analisadas pelas bandas claras. A MMP-2 foi observada como duas
bandas com tamanhos de 72 e 62 kDa (formas inativa e ativa)*?. A MMP-1
foi identificada nos géis com colageno, como uma forma inativa de 60 kDa
e uma forma ativa de 54 kDa.

3.13.2 Interleucinas 1 e 6
O método utilizado foi o do imunoensaio enzimatico.

Utilizou-se o método Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay,
ELISA, no qual ocorre identificagcdo de anticorpos e ou antigenos por
anticorpos marcados com uma determinada enzima.

Uma das metades dos espécimes (a outra metade foi usada
para exame das MMPs) foi homogeneizada no Turrax, passada no
Sonicador , depois no gelo (para que a membrana celular se rompa), e
centrifugada a 5000 g /4° C, 57, (g = equivalente a rotacbes por minuto
indicando velocidade de centrifugagéo) e com separagdo do
sobrenadante em aliquotas e, por fim, armazenadas a - 80 ° C.
Realizacdo do preparo dos tampdes PBS e DPBS, dos anticorpos de
captura, dos anticorpos de deteccédo, da Streptavidin e dos kits, com
padroes para Recombinant Rabbit IL-lalfa (RPO346U-005, marca
Kingfisher Biotech, Inc, U.S.A.) e para Recombinant Rabbit IL-6 (SEA a79
Rb, marca Cloud-Clone Corp., U.S.A.). Um dia anterior ao ensaio, foi feita
sensibilizacdo da placa, diluicdo e pipetagem de 100 microlitros na placa;
no dia do ensaio, esvaziou-se a placa, adicionou-se PBS a temperatura
ambiente, pipetagens, lavagens da Streptavidin-HRP, do substrato TMB,
e da solucao Stop, finalizando leitura, com parametros a 450 nm, unidade
ng/ml e curva log log, e quantificacdo em pg/mI**3*. (Figuras 21 a 24)
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Figura 21 - Montagem da placa do teste ELISA com as amostras. Uma amostra por
alvéolo.

Figura 24 - Equipamento com monitor para leitura de placas de teste ELISA.
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3.14 - Anélise estatistica dos resultados

A comparacdo entre os grupos em relacdo as variaveis
histoldgicas e de expressdo de MMPs e de ILs foram feitas pelos testes
nao-paramétricos de Kruskal-Wallis e pelos testes de Dunn para
comparacdes multiplas.

A comparacdo entre os grupos em relacdo as variaveis de
resisténcia mecanica foram feitas pelo teste paramétrico ANOVA, apos
verificacdo dos pressupostos de simetria das variaveis e igualdade de
variancias.

As diferencas foram  consideradas estatisticamente
significativas se p< 0,05 com analise estatistica feita com o software
SPSS v 21.0.
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4. RESULTADOS

4.1 - Resisténcia Mecanica

Os resultados obtidos na avaliacdo da resisténcia mecéanica
estdo expressos na tabela 2. Nao houve diferenca significante entre os
grupos estudados.

Tabela 2 — Comparagcdo entre grupos em relacdo as variaveis de
resisténcia mecanica.

CN (n=11) CP (n=12) Teste (n=11)
Variavel Média dp Média dp Média dp P*
Peso (g) 25 0.3 25 0.3 24 0.2 0.571
Forca maxima (N) 261.7 109.8 258.8 68 265.6 70.6 0.982
Deformacéo méxima (mm) 39 1.6 29 1.1 4.1 1.9 0.167
Energia na forga maxima (N. mm) 569.1 309.2 4404  207.1  555.7 286.9 0.457
Energia por &rea na forca maxima (N. mm/mm?) 50.8 27 45.3 224 59.7 28 0.419
Médulo de elasticidade (Mpa) 73.9 42.3 115.6 56.6 79.7 42.8 0.092
Tenséo na forca maxima (Mpa) 23.6 10.8 26.8 10.7 255 6.3 0.715

ANOVA*
CN, Controle normal; CP, Controle placebo.

Os graficos mostram as médias e os desvios padrdes dos
valores das variaveis de resisténcia mecanica (Figura 25). Nao houve

diferenca significante entre os grupos estudados.
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Figura 25 - Os gréficos A, B, C, D, E, F e G mostram as médias e os desvios padrbes dos
valores das variaveis de resisténcia mecanica.
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4.2 - Variaveis Histoldgicas

entre os grupos Teste e Controle estdo dispostos na tabela 3.

Os resultados das variaveis histoldgicas, com as comparacgdes

Tabela 3 — Comparacdo entre os grupos em relacdo a variaveis

histoldgicas.

Grupos
CN CP Teste p®
n Med Min  Max n Med Min  Max n Med Min  Max

Peso (Kg) 11 239 215 273 12 243 215 281 12 223 200 299 0478
Tendcitos HE
Tendao 10 280 044 350 12 216 098 540 12 249 150 350 0.610
Ruptura do
colageno HE
Tendio 11 002 000 012 12 0.04 000 012 12 004 000 014 0841
C. Infl. HE
Tendao 11  0.00 0.00 0.12 12 0.00 0.00 0.04 12 0.00 0.00 0.06  0.956
Fibras grossas
picro Tend&o 11 5060 33.10 6370 12 63.00 40.70 8200 11 59.80 41.00 68.90 0.041@
Fibras finas picro
tendéo 11  6.40 0.00 1250 12 3.80 0.00 11.70 11 450 0.30 24.00 0.799
Tendcitos HE
Peritendéo 11 0.05 0.02 0.22 12 0.06 0.00 0.18 12 0.07 0.01 0.12 0.682
C.Infl. HE
Peritendéo 11 2.00 0.00 9.00 12 1.00 0.00 4.00 11 2.00 0.00 3.00 0.083
Fibras grossas
Peritendéo 11 3850 19.10 54.00 12 3315 2310 49.10 12 3960 17.60 52.00 0.265
Fibras finas
Peritendéo 11 1100 080 1680 12 1135 080 1530 12 1140 210 17.00 0.982

(1) Teste de Kruskal —Wallis
(2) Controle normal < Controle placebo pelo teste de Dunn para comparac¢des miltiplas (p<0,05)

Resumo descritivo em mediana (Minimo-Maximo)
CN, Controle normal; CP, Controle placebo, C. Infl., Células inflamatérias.

As varidveis histolégicas analisadas estdo mostradas na tabela

3. Nao houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos Teste

e Controle. A analise comparativa entre o Controle Placebo e o Controle

Normal revela diferenca estatistica (destaque em negrito), para a variavel

“Fibras grossas picro tendao”,

comparacoes multiplas (p=0,041).

através do teste de Dunn,

para
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Flbras grossas plero de tendao

C. Infl. HE Tenddo

A figura 26 mostra os graficos referentes as medianas dos
valores das variaveis histolégicas, comparadas entre os grupos Teste e
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Figura 26 — Mostra os graficos A, B, C, D, E, F, G, H, e |, referentes as medianas dos
valores das variaveis histologicas, comparadas entre os grupos Teste e Controle.

As variaveis histologicas analisadas estdo mostradas na figura
26. Nao houve diferenca estatisticamente significante entre 0s grupos
Teste e Controle. A analise comparativa entre o Controle Placebo e o
Controle Normal revela diferenca estatistica, (no grafico D) para a variavel
“Fibras grossas picro tendao”, através do teste de Dunn, para

comparacdes multiplas (p=0,041).
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4.3 - Expressdes de Metaloproteinases

Na tabela 4 estdo as comparagdes entre 0s grupos Teste e

Controle em relacdo as MMPs.

Tabela 4 — Comparacao entre os grupos em relacdo as MMPs.

Grupos
CN CP Teste
n Med Min Max n Med Min Max n Med Min Max p®
Peso (Kg) 12 247 212 293 12 247 212 293 12 235 219 258 0.218
MMP2 inativa 12 107 089 171 12 1.07 0.75 151 8 1.19 058 1.48 0.593
MMP2 ativa 12 144 033 433 12 1.38 0.90 5.00 8 0.47 030 1.67 0.027 @
MMP1 inativa 12 115 062 159 12 1.13 0.70 1.47 8 1.19 094 134 0.958
MMP1 ativa 12 091 035 135 12 090 0.38 1.45 8 049 0.28 1.05 0.080

(1) Teste de Kruskal - Wallis
(2) Teste < Controle (p<0,05; teste de Dunns para comparag8es multiplas entre os grupos)
Resumo descritivo em mediana (Minimo-Méaximo)
CN, Controle normal; CP, Controle placebo.

Os grupos Teste e Controle revelam diferenga significante

(valores expressos em negrito) em relacdo a MMP-2 ativa,

menores no grupo Teste.

valores

A figura 27 mostra o grafico com a comparacdo entre as

medianas dos grupos Teste e Controle.
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Figura 27 - Grafico mostra mediana dos valores das formas ativas das MMP2s do grupo
Teste em relacdo a mediana dos valores das formas ativas das MMP2s do grupo

controle.
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O grupo Teste revela no grafico da figura 27, valores menores

gue os do grupo Controle.

4.4 - Expressoes de Interleucinas

A tabela 5 mostra a comparagcdo entre 0s grupos Teste e

Controle, em relagcdo a expressdo das ILs e, indica que n&do houve

diferencas significantes entre os grupos.

Tabela 5 — Comparacao entre 0s grupos em relacao a ILs.

Grupo
CN CP Teste p®
N Med Min Max n Med Min Max n Med Min Max

PESO (Kg) 12 2467 2122 2925 11 2454 2122 2925 11 2348 2189 2.583 0.356
IL6 12 92 37 182 11 83 36 194 11 106 26 157 0.938
IL1 12 2755 145 463 11 321 109 629 11 311 91 1145 0.638

(1) Teste de Kruskal - Wallis
Resumo descritivo em mediana (Minimo-Méaximo)
CN, Controle normal; CP, Controle placebo.

A figura 28 mostra os gréficos A e B, referentes as medianas
dos valores das ILs, dos grupos Teste e controle.
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Figura 28 — Os gréaficos A e B mostram medianas dos grupos Teste e Controle; nao
houve alteracéo da expresséo de IL1 e IL6 na comparacdo entre 0s grupos.
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5. DISCUSSAO

5.1 - Metodologia

A opcdo para o presente estudo usando modelo de
experimentacdo em animal, ao invés de em humanos, foi devido a
restricbes éticas na obtencdo de bidpsias e dificuldade de obtencdo de
uma amostra homogénea. Em estudos prévios, as bidpsias, em geral, sdo
extraidas da populacdo mais idosa com lesdes crbnicas e os controles,
em geral, de populacdo jovem, portanto com viés importante?’. Nos
ensaios com animais, ha possibilidade de melhor controle das variaveis e
homogeneidade dos resultados.

A escolha do coelho como animal de experimentacéo foi pelo
tamanho relativamente grande do tenddo calcaneo, com caracteristicas
anatdbmicas e fisiologicas semelhantes ao tenddo calcaneo dos
humanos®.

Os CE e outras drogas podem ser injetados diretamente nos
tenddes (intratend&o ou no peritenddo), pois sdo estruturas com anatomia
e localizagao superficiais, e as doses usadas podem ser menores que as
sistémicas®.

A opcéao de realizar o estudo em tenddes normais de coelhos,
com tempo de observacéo de 48 horas, utilizando uma Unica aplicacdo do
CE, e o0 modo de aplicagéo intratendinosa, foi baseado em artigos de
Balassubramanian e Prathap®® e Kennedy e Willis*’, que mostraram
“necrose” do colageno e diminuicdo da resisténcia dos tenddes. Os
achados destes autores causaram impacto entre 0s especialistas e
contribuiram para a controvérsia a respeito de inje¢cbes de CE em
tendbes. No presente estudo usamos também injecdo Unica,
intratendinosa e dose (usada por Kennedy e Willis), semelhantes aos
estudos de Balassubramanian e Prathap®® e Kennedy e Willis®’, para

comparacoes de resultados.
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No presente estudo, os membros contralaterais ndo foram
usados como controles nos animais submetidos a injecéo de CE, uma vez
que estudos com injecbes de CE em tenddes bilaterais de coelhos
mostraram efeitos aditivos nos desfechos estudados.

A opcéo de estudo em tendbes normais foi escolhida porque
modelos experimentais de lesdo em tenddes, por traumas ou por injecdes

de outras substancias®®®°

, ja foram usados, mas ainda carecem de
validacao.

O método de histomorfometria foi escolhido pela possibilidade
de quantificagdo com maior objetividade nos resultados das variaveis
histoldgicas, além da pesquisa nao so focal, e, sim ao redor da area de
injecdo do CE ou do soro. As variaveis de fibras grossas e finas
representam a quantidade de colagenos | e lll, respectivamente, e foram
incluidas no estudo para verificagdo de alteracdo da relacdo entre elas,
sendo o normal existir maiores quantidades de fibras grossas.

A escolha das MMPs1l e as MMPs2 foi feita, pois essas
enzimas clivam colagenos fibrilares I, Il, e Ill, sendo que as MMPs2,
também degradam coldgeno amorfo’. Apés as injecdes de CE,
poderiamos ter a degradacdo de uma ou de vérias formas de colageno,
fato que motivou a opc¢dao, de verificar as expressdes dessas duas MMPs.

Uma das atividades dos macrofagos, na fase inicial da
inflamacé&o aguda, seria a producao de IL1, IL6, e TNF, as quais agem na
inducdo da ades&o endotelial dos leucocitos que com o aumento da
permeabilidade vascular, chegariam em maior nimero ao local agredido’.
No presente estudo, o tempo de observacdo de quarenta e oito horas
(considerado como fase inicial de eventual inflamagdo) nos levou a
pesquisar as expressdes de IL1 e IL6, eventualmente relacionadas as

respostas ao CE.
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5.2 - Resisténcia Mecéanica

5.2.1 InjecOes intratendinosas

Os resumos de alguns estudos sobre os efeitos de injecdo de

CE na resisténcia mecanica estao dispostos na tabela 6.

Tabela 6 — Comparacao dos resultados sobre resisténcia mecéanica de

diversos autores ao longo do tempo, apés injecdes intratendinosas de CE.

Animal . NUmero de Resultados do grupo
Autores Tendédo injecdes injetado em relagéo usB
Ano (m Injetado aos controles Conclustes
Tipo de CE (Tempo de .
observaco) (Equipamento)
Coelhos
Kennedy X o Forca de ruptura 35%
. 4) Calcaneo 1 aplicacdo Enfraquecimento  do
& Willis menor B
Betameta (2 dias) tenddo com CE
1976 (Instron)
sona
Diminuicdo da forca
de ruptura , da energia
Hugate Coelhos na forca méxima, da CE  com  efeito
(18) Calcaneo 3 aplicagdes tensdo; do médulo de  deletério nos tenddes.
etal -
Trianci- (21 dias) elasticidade, € Injecdes bilaterais com
2004 . .
nolona aumento da  efejto aditivo.
deformagéo
(Interlaken)
Ratos S lterach d Sem efeitos deletérios
Martins (30) om aleractss @ esse  perfodo  de
Calcaneo 3aplicacles  Forca de ruptura, e da P
etal Betame . . tempo e na
(15 dias) Energia absorvida rac i d
concentracdo usada de
2011 tasona (Emic) G

CE.

Kennedy e Willis®” mostraram, em tenddo normal de calcaneo
de coelhos, ap6s 48 horas de uma uUnica injecéo intratendinosa de CE,
que a forca de ruptura foi 35 % menor que nos controles. Contudo, este
estudo apresenta algumas limitacdes importantes: os dados foram obtidos

de maquina de ensaio Instron (na opinido de outros pesquisadores, com
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esse equipamento os resultados podem nédo ser confiaveis, visto que os
dados eram gravados em osciloscopio, sem registro em tempo real de
variaveis utilizadas para medir resisténcia mecanica®®); além disso os
resultados representaram a somatoria dos dados de testes em separado
para cada um dos componentes do tendao calcaneo (gastrocnémio, solear
e plantar delgado), fato que poderia interferir com as avalia¢des; o nimero
da amostra foi pequeno, quatro animais, para exame desse desfecho em
particular; e somente foi avaliada a forca de ruptura.

Hugate et al.**

, usaram tenddes calcaneos de coelhos, apds
injecOes de CE, intratendinosas, repetidas (uma dose cada sete dias, com
tempo de observacdo de 21 dias), usando maquina de ensaio Interlaken.
Observaram diminuicdo da forca de ruptura, do moédulo de elasticidade, da
tensdo de ruptura, da energia absorvida, e aumento da deformacéao total,
concluindo que os tenddes ficaram enfraquecidos. Demonstraram que
animais submetidos a injecdes bilaterais tinham efeitos aditivos, isto €, o
CE injetado no tenddo de um membro de determinado lado, pode interferir
no resultado quando o CE é injetado no outro membro no mesmo animal,
em relagdo ao enfraquecimento dos tendbes. Esse estudo apresentou
tamanho de amostra adequado e houve randomizac¢do, porém sem
cegamento dos avaliadores e auséncia de grupo controle sem
intervencdo. Os autores revelaram limitacdo do estudo no sentido de que
usaram modelo tenddo - 0sso, ao invés de tenddo - tendao, isto €, os
exames foram realizados com uma das extremidades do tendao fixa no
osso calcaneo, fato que poderia alterar os resultados sobre as
propriedades mecanicas.

Martins et al.*?, mostraram que em tenddes calcaneos de ratos,
com inje¢cOes de CE intratendinosas, repetidas, a cada cinco dias e com
tempo de observacdo de 15 dias, usando equipamento para estudo de
resisténcia mecanica EMIC-DL® 10.000, ndo se verificou diferencas

significantes, quanto a resisténcia mecanica, entre o grupo injetado com
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CE e os controles. O estudo utilizou somente dois parametros das
propriedades mecanicas (forca de ruptura e energia absorvida). Houve
alta frequéncia de rupturas dos corpos de prova na juncdo miotendinea,
talvez pela caracteristica de ter sido realizado em tenddes calcaneos de
ratos, mais finos, com eventual problema técnico nas presilhas que
fixavam as extremidades dos tenddes no equipamento utilizado.

No presente estudo, diferentemente de Kennedy e Willis*’, néo
se observou diferencas estatisticamente significantes das variaveis de
resisténcia mecanica no grupo injetado com CE em relacdo aos controles.
A amostra foi expressivamente maior, os grupos foram randomizados ao
acaso, com procedimento de aleatorizacdo adequado e cego, o modo de
aplicacao das drogas foi padronizado. Os testes foram feitos com o tendao
integro e nado subdividido, e com presilhas especiais que fixam as
extremidades dos espécimes no aparelho evitando rupturas tanto na
juncdo miotendinea quanto na insercdo do tenddo ao 0sso, e realizadas
em equipamento, com validacdo comprovada em varios estudos prévios

feitos com o mesmo?"%°,

5.2.2 Injec¢bes peritendinosas

Shapiro et al.*®

, mostraram que em estudo com injecdes
peritendinosas de CE, repetidas, um grupo submetido a trés aplicacfes e
tempo de observacdo de 42 dias e outro grupo, com trés aplicacoes e
tempo de observacao de 105 dias, nos quais ocorreram aumento da forca
de ruptura e da energia absorvida, o que indicaria fortalecimento dos
tendGes, explicada por aderéncias entre o peritenddo e o tend&o,

provocadas pelo CE.

5.2.3 Comentarios
Os estudos sobre alteracbes nas propriedades mecanicas dos

tenddes apos injecdes de CE proporcionaram resultados controversos. E
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possivel que o tipo de animal, tipo de equipamento usado e o tamanho da

amostra, modo de aplicagéo, interferiram na disparidade dos resultados.

5.3 - Variaveis Histoldgicas

5.3.1 InjecOes intratendinosas

CE sao apresentados na tabela 7.

Os estudos histolégicos envolvendo injecdes intratendinosas de

Tabela 7 - Comparacdo dos resultados das variaveis histologicas de

diversos autores ao longo do tempo, apds inje¢ao intratendinosa de CE.

Modelo ) Numero de
Tendéo o Resultados dos grupos
Autores (n) InjecOes
Injetado injetados em relacéo Conclusdes
Ano Dose (Tempo de
aos controles
CE observacao)
Coelho
Balassu L Pacientes submetidos a
(3) 1 aplicacéo
bramanian Calcéaneo injecoes locais de
Dose: 5mg (2 dias) Necrose do colageno
&Prathap, . ) CE podem sofrer rupturas
Hidrocortisona .
1972 dos tenddes
Coelho
Kenned . Relaciona essa necrose
_ -y “) Calcéneo 1 aplicacéo )
&Willis, Dose: 1,5mg (2 dias) Necrose do colageno  com enfraquecimento do
1976 3,0 mg tenddo
Betametasona
. N As injecdes foram
Tatari Ratos 4 aplicacoes Espessamento  do
. ~ i rejudiciais. Sugerem que
etal, (26) Calcs (28 dias) tenddo, aderéncias prej g g
alcaneo injeca i
2001 Dose: 0,7 mg peritendinosas, a injegdo de CE poderia
N " até servir de modelo
Betametasona 10 aplicagBes Infiltrado de )
(28 dias) mononucleares experimental de
tendinopatia
Infiltrado de o
. ) Apbs injecdes houve
linfécitos; colageno dad el q
. erda do paralelismo das
Martins Ratos(45) . - imaturo, perda de p P
] Calcaneo 3 aplicacCes ) fibras, provavelmente por
etal, Dose:0,7 mg (15 dias) paralelismo  das lesio d s, NG
2011 Betametasona 6650 (a5 agulihas. o s&

fibras  colagenas;
sem diferencas

significantes

confirmou efeito deletério
das injec@es de CE.
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Balassubramanian e Pathrap®® por meio de estudos em
tendBes calcaneos normais de coelhos, quarenta e oito horas apés uma
Gnica injecdo intratendinosa de CE, relataram area de “necrose” do
colageno. Concluiram, com base nesses achados, que estas alteracbes
poderiam causar ruptura espontadnea dos tenddes em pacientes apés
injecao intratendinosa de CE.Devido ao tamanho reduzido da amostra
para o desfecho estudado (trés animais), e de que o exame histoldgico foi
focal e qualitativo, houve possibilidade de viés nesse estudo, que poderia
gerar conclusdes enganosas.

Kennedy e Willis* realizaram, com tamanho reduzido de
amostra para o desfecho estudado (quatro animais) em tenddes
calcaneos normais de coelhos com Unica injecao intratendinosa de CE. Os
autores relataram “necrose” do colageno nos tenddes do grupo injetado e
areas cisticas no colageno dos tenddes dos grupos controles, concluindo
que ambas as alteragcdes poderiam enfraquecer o tenddo. Contudo, o
reduzido tamanho amostral (quatro animais) poderia ser considerado
inadequado.

Tatari et al.®®, em modelo experimental de injecBes
intratendinosas repetidas de CE em tenddes calcaneos normais de ratos
e, utilizando como controles, tenddes contralaterais lesados por meio de
compressfes realizadas com pinga cirargica “Halstead”, mostraram
espessamentos dos tenddes e aderéncias peritendinosas, concluindo que
as injecbes de CE foram prejudiciais. Sugeriram que a injecdo de CE
poderia servir como modelo experimental de tendinopatia. O estudo
utilizou nimero exagerado de injecdes (dez aplicacdes) em intervalo de
tempo pequeno de trinta dias, no qual a somatéria dos traumas das
agulhas nos tenddes injetados poderiam ser a razdo dos efeitos
encontrados.

Contrariando conclusdes do estudo de Tatari et al.*°, apés

injecOes repetidas de CE, intratendinosas, em tenddes calcaneos normais
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de ratos, Martins et al.** mostraram resultados com poucas alteracdes,
como infiltrado de linfécitos e presenca de colageno imaturo. Verificaram
também perda do paralelismo das fibras colagenas, mas que ocorreram
tanto nos tenddes injetados quanto nos controles, atribuindo que estas
alteracdes poderiam ser devido ao trauma provocado pela agulha de
puncao.

5.3.2 Comentarios

Assim, devemos pensar em alteragdes devidas as agressoes
geradas pelas agulhas, ndo sé devido repeticdo das aplicacdes, mas
também devido ao diametro interno das agulhas ( medidas em Gauges),
que poderiam alterar os resultados e suas interpretacoes.

Diferentemente dos estudos de Balassubramanian & Prathap®®
e Kennedy & Willis*”, nos quais os cortes histolégicos foram focalizados
na regido de penetragcdo da agulha, no presente estudo, houve um
rastreamento mais amplo, englobando dez campos, aleatorizados, na
regido da puncdo e arredores, além do uso de tecnologia com
digitalizacdo de imagens e, principalmente, histomorfometria. As analises
com cegamento dos grupos e rigorosa randomizagcdo dos animais
constituiram diferencial importante em relacdo aos estudos prévios que
relataram alteracdes prejudiciais de injecdo de CE em tendbes. O
presente estudo ndo rotulou como necrose a desorganizacdo ou mesmo
ruptura de fibras colagenas, visto que habitualmente o termo necrose

deveria ser usado para morte de células ou tecidos vivos.
5.3.3 Injecbes peritendinosas

A tabela 8 mostra resumos de estudos histolégicos apos

injecdes peritendinosas de CE.
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Tabela 8 - Comparacdo dos resultados das variaveis histologicas de

diversos autores ao longo do tempo, apds inje¢des peritendinosas de CE.

Modelo Tenddo Ndmero de
Injetado . Resultados dos grupos
Autores (n) InjecOes o
) (modo de injetados em relacdo Conclustes
Ano Tipo de (Tempo de ol
aplicacéo aos controles
CE plicagdo) observagéo)
Ratos Manguito 3 aplicacbes N&o causaram necrose Houve
Tillander (31) Rotador (21 dias) do colageno mudangas nas
etal, Trianci- (espaco estruturas  do
1999 nolona Subacro 5 aplicacbes  Causaram necrose do tenddo e
mial) (35 dias) colageno recomenda uso
cauteloso
Ratos .
Manguito ) Podem causar
) (16) Até 71% de
Akipnar ) . Rotador L mudangas
Metilpredi- 4 aplicagbes  Fragmentagdo do o
etal, ) (espago ) ) ] prejudiciais nas
nisolona e (56 dias) coldgeno, Infiltrado
2002 Subacro o estrutruras dos
Betame- ) de linfécitos
mial) tenddes
tasona
3 aplicagbes  Macroscopia: .
) Coelhos ) ) Injegdes
Shapiro Calcéneo (42 dias) aderéncias ] .
(20) . o peritendinosas
etal, ) ) (peri- peritendinosas
Metilpredi- . ) ) ] podem ndo ser
2007 . tendinosa) 3 aplicagbes  Microscopia: Sem o
nisolona . ] o prejudiciais
(105 dias) diferencas significantes
Os estudos de Tillander et al., e Akpinar et al., encontraram

espessamentos, aderéncias tendinosas, infiltrado de células inflamatérias

e necrose do colageno, concluindo por recomendarem uso cauteloso do

CE, uma vez que poderia haver mudancas estruturais prejudiciais aos

tenddes***°. Shapiro et al.**, ndo encontraram alteracdes histoldgicas

significantes, concluindo que inje¢Oes peritendinosas poderiam n&o ser

prejudiciais.
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5.3.4 Comentarios

Os resultados controversos destes estudos poderiam estar

relacionados as diversas metodologias utilizadas, como tipo de animal,

tamanho amostral e técnica do exame histologico.

5.4 — Expressdes de MMPs

A tabela 9 mostra resumos de alguns estudos sobre injecdes de
CE e as MMPs.

Tabela 9 - Resultados comparativos de estudos envolvendo avaliagcao da

expressao de MMPs apdés uso de CE em tenddes.

Autores  Modelo Tendao Resultados dos grupos em que se Conclus6es
Ano Tipo de Estudado usou CE, em relagio aos
Estudo (Modo de controles
Aplicagdo)
Tempfer Material Bidpsia Diminuiram: MMP 2,8,9,13; Recomenda aplicacdo
etal humano Manguito Diminuiram: Sintese de colageno ~ cautelosa de CE
2009 In vitro rotador Diminuiram: Migracéo celular
(adicdo a0 Aumentaram: TIMP ; adipdcitos
meio de
cultura)
Sendzik ~ Material Explante Aumentaram: MMP 1, 13 Risco de tendinopatia
etal Humano  Flexor damédo  Diminuiram: sintese de colageno aumentado na
. 13 associacédo
2010 In vitro (adigéo ao Produz apoptose _ ¢
meio de CE e quinolonas
cultura)
Lee Ratos Manguito N&o alteracdo: MMPs Antes do tratamento
etal rotador N&o alteragio: TNF (efeito anti- Cirdrgico, pode-se tentar
2013 Lesado inflamatorio do GC; nos controles ~ njegoes  com  CE,
mesmo com provavel
In vivo (no espaco aumentaram) efeito adverso na fase
sub acromial ~ Aumentaram: TIMP1 e 3 e S o .
- . - A inicial, pois ndo afetaria
sob visdo fibronectina em trés dias
. o resultado a longo
direta) Aumento: de quantidade de

colageno Ill, em relagdo ao I,
em sete dias

Normaliza¢do de todas variveis
em 42 dias.

prazo.
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As MMPs sao enzimas produzidas principalmente pelos
fibroblastos, leucocitos e agem na degradacdo da matriz extracelular. A
secrecdo de MMPs é induzida por fatores de crescimento e, entre outros,
pelas ILs e pela atividade de fagocitose dos macréfagos, mas € inibida
pelos esteroides, entre outras substancias

As MMPs tém papel importante nas alteracées e na reparagao
das tendinopatias, por meio da acdo de degradacédo e restauracdo dos
componentes da matriz extracelular dos tenddes*.

Tempfer et al.*

, em estudo in vitro, por meio de biépsias de
tendées do manguito rotador, obtidas de pacientes operados para
estabilizacdo do ombro, num seguimento de oito semanas, observaram
que o CE adicionado ao meio de cultura obtido das biépsias, causou
diminuicdo da expressdo das MMP2s, da migracdo celular e da sintese
de colageno*. Sendzik et al.*’, em estudo também in vitro, usando
explantes de tenddes flexores da méo obtidos de pacientes submetidos a
cirurgias, adicionaram CE ao meio de cultura e observaram aumento da
expressdo de MMP 1 e 13, diminuicdo da sintese do colageno, e

alteracGes degenerativas tipo apoptose celular**. Tempfer et al.*®

47
l.

e
Sendzik et al."’, concluiram que com o uso do CE poderia haver
enfraquecimento ou risco de tendinopatias, mas a transposicdo de dados
obtidos in vitro, para in vivo sdo questionaveis.

It em estudo in vivo em ratos, avaliaram tendées do

Lee et a
muasculo infraespinhoso do manguito rotador, previamente lesados
cirurgicamente tanto no grupo Teste, quanto no grupo Controle. No grupo
Teste apds uma unica injecdo de CE no espaco subacromial, os autores
observaram que em trés dias houve aumento da TNF no grupo controle, e
nao houve alteragcdo nos tenddes injetados, devido, provavelmente, ao
efeito antinflamatério do CE; no grupo Teste apds sete dias houve
aumento na quantidade de colageno Ill, em relacdo ao colageno I,
sugerindo que o tenddo reagiria a lesdo, com producdo de colageno lli,
composto por fibras menores e com maior facilidade de producdo do que

as do colageno I; a normalizacdo ocorreu em 14 dias; ndo houve
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alteracdes nas andlises das expressfes de MMPs e TIMPs. No grupo
Teste, ocorreu aumento de fibronectina apos trés dias, que representaria o
estado de degeneracado dos tenddes, e normalizacéo entre sete a 42 dias.
Nesse estudo, cujo objetivo foi encontrar expressdo de mediadores
inflamatorios, ndo houve randomizacdo dos animais, nem cegagem dos
avaliadores além de amostra reduzida de animais para cada desfecho
(quatro animais).

As comparacdes dos resultados do presente estudo em relagéo
as MMPs com dados observados na literatura encontram-se prejudicadas
devido a grande variedade metodoldgica.

No presente estudo, foram feitas verificagbes quantitativas de
expressao das metaloproteinases MMP1 e MMP2 por meio da Zimografia,
encontrando-se diminuicdo estatisticamente significante da expresséao de
MMP 2 no grupo que recebeu injecoes de CE em relacdo aos controles.
Essa diminuicdo de MMP2 poderia possibilitar menor degradacdo do
colageno.

5.5 — Interleucinas

A tabela 10 mostra resumos de estudos com ILs, embora nao

relacionados a injecéo de CE.

Tabela 10 - Demonstrativo de estudos com Interleucinas.

Autor Modelo Tendd Tempo Injecéo ou Resultados
Ano (n de adicéo de
Tipo de Observagdo  corticosteroides
Estudo
Millar Humano Manguito rotador 14 dias Né&o Presenca de  células
S inflamatdrias (macrofagos
etal (20) (Biopsia) € mastocitos)
2010 In vitro
Legerhotz Humano Calcéneos e do 28 dias Né&o As IL6 estdo expressas na
etal 7) Tibial posterior Tendinopatia, embora a
2011 In vitro sua presenca ndo indique
inflamacg&o
Ackemann Humano Calcéneos . . Aumento das IL6
etal (09) (pbs-rupturas) 14 dias Na&o Diminuicao das IL1
2012 In vivo
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Avancgos nos estudos por imunohistoquimica e andlises de
expressao génica, em seres humanos e animais, tem mostrado presenca
de reacdo inflamatodria, tanto na tendinopatia estabelecida quanto na
resposta precoce a sobrecarga, com presenca e envolvimento de
macréfagos, interleucinas, ciclooxigenases®.

Millar et al.?? em estudo in vitro utilizando biépsias do musculo
subescapular, em pacientes submetidos a estabilizacdo artroscopica,
encontraram alteracfes imunohistoquimicas com infiltrado inflamatério de
macréfagos e mastocitos, concluindo que haveria necessidade de mais
estudos para melhor compreensdo da participacdo dos mediadores
inflamatorios nas tendinopatias.

Em 2012, Legerlotz et al.*®

, Observaram in vitro que amostras
de tenddes de cadaveres, bem como de pacientes com tendinopatias,
apresentaram aumento dos mediadores inflamatoérios nas tendinopatias do
calcaneo, por meio da expressdo de IL6 . Ndo encontraram alteracao de
IL6 no tenddo do tibial posterior e, correlacionaram esse fato devido a
solicitacdo mecéanica do tendao calcaneo ser diferente do tendao do tibial
posterior.

Ackermann et al.?®, estudaram in vivo, a expressao de ILs, em
pacientes com 14 dias de pds-operatério de cirurgia para correcado de
rupturas do tendao calcaneo, por meio de microdialise intersticial entre o
tenddo e o peri-tenddao. Nos tenddes operados, comparados com 0s
controles (que eram o0s tenddes sadios contralaterais ndo operados)
também submetidos a microdialise encontraram diminuicdo da IL1 e
aumento da IL6, sugerindo que o aumento de IL6 teria a funcdo dupla, de
aumento da sintese de coldgeno e anti-inflamatoria.

Nas condi¢Oes do presente estudo, ndo houve diferenca entre
0S grupos, e mostrou-se que o CE ndo altera a expressdo de ILs,
lembrando que normalmente os CE s6 agem na inibicdo de lls na

presenca de inflamacgéo.
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5.6 — Estudos in vitro

Na tabela 11 estdo reunidos resumos de estudos in vitro, com
adicdo de CE as placas de cultura, em relacdo a alteracbes celulares
(proliferacédo, diferenciacdo, migracao e apoptose celular) e de expressao
do colageno e proteoglicanas.
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Tabela 11 — Demonstrativo de estudos in vitro sobre efeitos de CE,

adicionados a placas de cultura em relacdo a alteragdes celulares

(proliferacéo, diferenciacdo, migracdo e apoptose) e de expressdo do

colageno e proteoglicanas.

Autor Modelo Tendao Tipo de CE Tempo de Resultados Conclusoes
Ano Estudo adicionado observacéo
Tsai etal Ratos Célulasdo Dexametasona 7 dias Diminuicdo Cicatrizacdo
2002 . Tenddo .. da migragdo e retardada
2003 InVitro calcaneo crescimento
das células do
tenddo
Scutt et al Ratos Tendcitos  Dexametasona 21 dias Diminuicéo Os resultados
. da cauda do nimero de dependeram da
2005 Invitro do rato células concentracdo do CE.
L Outros  mecanismos
Diminuicao desconhecidos,  ndo
da sintese de  gengmicos,  agiriam
colageno na modulagio de
genes da proliferacdo
celular.
Wongetal Humano Célulasdo Triamcinolona 7 dias Diminuicdo Diminuicdo da
2005 sln vitro Tendao Dexametasona Proteoglicanas propriedade elastica
Patelar predispondo a ruptura
Wei et al Ratos Manguito Metil - 7 dias Aumento em 4 Efeito Deletério dos
Invivo e rotador Prednisolona 21 dias vezes mais o CE nas primeiras
2006 In vitro 35 dias Colageno 1l semanas
Haraldsson Ratos Fasciculos Metil- 3 dias Invitro: O CE incubado em
etal . de prednisolona Diminuicdo fasciculos de tendédo
Invitro colagenos em 45 % a  teria efeito deletério
2006 L resisténcia em 3 a7 dias.
'”Je(?(’:f mecanica 0 CE inietad
; em tenddo ; injetado em
2008 In vivo cauda do 7 dias Invivo: em 16% tenddo da cauda do
rato a resisténcia rato  teria  efeito
mecanica deletério em 3 dias
Zhang Humano Célulasdo Dexametasona 1 dia Aumento da Com 21 dias, o CE
e tendao . proliferacéo causaria supressao da
etal patelar 21 dias celular se dose expressdo de
2012 Ratos CE<1000nM colageno  tipo I;
Diminuicdo da também levaria a
proliferacdo formagdo de tecidos
celular se dose adiposos,
CE >1000nM, e cartilaginosos e
inducdo da ndo dsseos, fazendo o
diferenciacéo tenddo ficar

dos tenécitos

susceptivel a rupturas

7



Disenssio

Estudos in vitro sdo importantes nos testes iniciais, mas podem
ter falsos resultados'®. A magnitude destes efeitos observados in vitro,

permanecem desconhecidos se extrapolados para in vivo*®°.

5.7 — Revisdes Sistematicas

Em revisdo sisteméatica, Coombes et al., 2010 em 41 artigos
randomizados, com inclusdo de 2672 participantes, avaliaram a eficacia
no tratamento de tendinopatias por meio de injecdes de CE em
comparacdo com placebo; e também com outros medicamentos ou
tratamentos e interveng¢des néo cirdrgicas. Foi verificado que a injecdo de
CE promoveu reducéo da dor na epicondiloalgia somente no curto prazo.
Em outras tendinopatias, houve reducdo de dor com injecdes de
hialuronato de sodio (em periodos intermediarios e longos), toxina
botulinica (no curto prazo) e proloterapia (periodo intermediario). A ruptura
de tend&o foi verificada em somente 0,1%, dentre 991 casos estudados
com injecdo de CE. Os autores concluiram a necessidade de melhores
estudos com metodologias, tais como alocagao oculta, intencéo de tratar,
mascaramentos, recrutamento de grandes tamanhos de amostras,
padronizacdes de intervengoes.

Dean et al.**

, em outra revisdo sistematica, com 50 artigos
sobre administragéo local de CE nos tenddes, sendo 36 em animais (25 in
vivo e 11 in vitro), 13 estudos em humanos (12 in vivo e 1 in vitro) e 1
humano e animal (in vitro) . Os estudos in vitro mostraram efeito
significantemente negativo na viabilidade celular e os estudos in vivo
mostraram desorganizacao e necrose do colageno apés injecdes de CE.
Quanto as propriedades mecanicas, foram significantemente reduzidas,
embora, os estudos apresentassem grande variabilidade de métodos. Em
resumo, esta revisdo sugeriu que e uso de CE estaria associado a
prejuizos para os tendbes a longo prazo. Porém, as conclusbes nao

puderam ser efetivas, devido as limitacées e qualidade questionavel dos
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estudos incluidos tais como heterogeneidade dos modelos usados
(comparacdo de mesmos desfechos em humanos e em animais);
avaliacdes em tenddes diferentes; variacdo dos CE usados quanto ao tipo
e doses; variabilidade no modo de avaliacdo dos desfechos, tempo de
seguimento e variaveis de controle; tipos de resultados (comparacdes de
dados semi-quantitativos com dados quantitativos); problemas com
cegamento dos observadores.

As revisdes sistematicas apresentadas mostram que se

mantém as controvérsias sobre injecbes de CE em tenddes.

5.8 - Consideracgfes Finais

A literatura sobre CE injetados em tenddes mostram lesfes ou
inducdes de degradacdo de seus constituintes celulares e extracelulares.
Porém sdo conclusfes alicercadas em estudos com amostras pequenas
ou heterogéneas, com grande variabilidade de metodologias criticaveis,
que geraram controveérsias.

Seria importante que no futuro se desenvolvam estudos
controlados, com amostras adequadas, randomizados e com cegagem
dos examinadores, que verifiguem os efeitos dos CE injetados no tenddes,
com tempos de seguimento maiores que quarenta e oito horas e em
tenddes lesados, e que associem em um mesmo desenho experimental,
desfechos de imunohistoquimica e expressdo génica as variaveis de
resisténcia mecanica e histoldgicas, bem como se busquem evidéncias

em ensaios clinicos.

79



Conclusoes



Conctisies

6. CONCLUSOES

Quarenta e oito horas apés a injecao intratendinosa de 0,2 ml
de solugcéo com 1,4 mg de betametasona em tenddes calcaneos normais
de coelhos, ocorreu diminuicdo da expressdo de metaloproteinase 2,
sugerindo menor degradacdo do colageno.

N&o foram observadas diferencas estatisticas entre 0s grupos
nas alteracdes histolégicas, biomecanicas, na expressao de

metaloproteinase 1 e das interleucinas 1 e 6.
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8. APENDICE

Tabela A - Tabela Piloto dos Procedimentos
A tabela A, mostra que, de acordo com a randomizacgao, o
animal foi numerado em ordem de realizagdo do procedimento, e a coleta

dos espécimes direcionada para grupo Teste ou Controle.

Numero do animal GRUPO DESFECHO
0,133656405 1 CONTROLE HISTO
0,360114351 2 CONTROLE HISTO
0,507301632 3 TESTE MMP E IL
0,819874523 4 TESTE MMP E IL
0,888312783 5 TESTE RESISTENCIA
0,907274963 6 TESTE RESISTENCIA
0,203611 7 CONTROLE HISTO
0,458301995 8 CONTROLE MMP E IL
0,183645 9 CONTROLE MMP E IL
0,391117703 10 CONTROLE RESISTENCIA
0,883263687 11 TESTE MMP E IL
0,478351027 12 CONTROLE HISTO
0,096027092 13 CONTROLE RESISTENCIA
0,261542076 14 CONTROLE HISTO
0,017409086 15 CONTROLE RESISTENCIA
0,985639404 16 TESTE RESISTENCIA
0,477185112 17 CONTROLE RESISTENCIA
0,881159601 18 TESTE HISTO
0,588104238 19 TESTE RESISTENCIA
0,998441927 20 TESTE MMP E IL
0,553702725 21 TESTE HISTO
0,628801473 22 TESTE HISTO
0,060017673 23 CONTROLE MMP E IL
0,586840593 24 TESTE MMP E IL
0,93208497 25 TESTE HISTO
0,438994514 26 CONTROLEs MMP E IL
0,993310629 27 TESTE MMP E IL
0,305536038 28 CONTROLE HISTO
0,03551176 29 CONTROLE RESISTENCIA
0,886486011 30 TESTE RESISTENCIA
0,033759443 31 CONTROLE HISTO
0,541513029 32 TESTE HISTO
0,427773331 33 CONTROLE RESISTENCIA
0,196821394 34 CONTROLE HISTO
0,853807034 35 TESTE MMPD E CITO
0,359866615 36 CONTROLE MMPD E CITO
0,943236706 37 TESTE MMPD E CITO
0,21279118 38 CONTROLE RESISTENCIA
0,973238836 39 TESTE MMPD E CITO
0,347689187 40 CONTROLE MMPD E CITO
0,752582108 41 TESTE MMPD E CITO
0,374185625 ) CONTROLE RESISTENCIA
0,984935351 43 TESTE RESISTENCIA
0,013967594 44 CONTROLE HISTO
0,667629566 45 TESTE MMP E IL
0,687985439 46 TESTE HISTO
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0,701569352 47 TESTE HISTO
0,458326817 48 CONTROLE RESISTENCIA
0,708319756 49 TESTE RESISTENCIA
0,973755267 50 TESTE HISTO
0,893500429 51 TESTE MMP E IL
0,897762203 52 TESTE RESISTENCIA
0,722062855 53 TESTE RESISTENCIA
0,551144612 54 TESTE HISTO
0,300936553 55 CONTROLE HISTO
0,143447105 56 CONTROLE HISTO
0,253958266 57 CONTROLE MMP E IL
0,955063413 58 TESTE HISTO
0,501073009 59 TESTE RESISTENCIA
0,399573883 60 CONTROLE MMP E IL
0,142316916 61 CONTROLE MMP E IL
0,733881715 62 TESTE HISTO
0,081489584 63 CONTROLE MMP E IL
0,039848866 64 CONTROLE RESISTENCIA
0,97928154 65 TESTE HISTO
0,092295438 66 CONTROLE RESISTENCIA
0,437965246 67 CONTROLE MMP E IL
0,302686129 68 CONTROLE MMP E IL
0,517371027 69 TESTE RESISTENCIA
0,189351628 70 CONTROLE HISTO
0,333074669 71 CONTROLE RESISTENCIA
0,649564196 72 TESTE RESISTENCIA
0,092295439 73 TESTE RESISTENCIA
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Tabela B - Dados Brutos das Variaveis de Resisténcia mecanica.

N° Grupo Peso Amos Defor- Forca Energia Energia Tensdo  Mddulo

animal tra magdo Maxi- naForga por area na Forca Elastici-
(mm) ma maxima na forca Maxima dade

(N) (N.mm) maxima (Mpa) (Mpa)

(N.mm/mm?)

16 Teste 2,72 A20 2.806 321.6 514.5 47.37 29.62 114.2
19 Teste 261 A34 1812 21938 255.4 19.65 16.91 100.1
30 Teste 237 A42 2254 2834 363.8 37.74 29.40 154.8
43 Teste 2,16 A62 4397 2124 655.2 83.46 27.05 120.8
49 Teste 2,14 A68 2232 3753 481.6 39.48 30.77 115.9
52 Teste 2,15 A79 4.286 1194 273.3 31.42 13.72 43.85
53 Teste 2,65 A80 4.441 3182 795.8 71.69 28.66 61.68
59 Teste 225 A83 5016 2484 548.0 49.28 22.34 52.57
69 Teste 232 A100 4.507 2957 746.8 82.29 32.58 32.74
72 Teste 2,68 Al05 8.661 2184 1207 108.8 19.68 26.05
73 Teste 225 A106 5.060 308.9 2714 85.30 30.24 54.50
10 cpP 211 A21 2.828 160.9 305.7 35.80 18.84 87.16
13 CP 234 Al7 1502 206.1 180.7 18.74 21.38 161.0
15 CP 253 A30 2541 2375 352.8 26.07 17.55 90.47
17 CP 2,79 A32 2099 1986 243.0 17.05 13.94 87.63
29 CP 2,73 A40 2298 1854 268.2 29.28 20.23 126.3
33 CP 245 A46 2563 2632 324.0 28.75 23.35 143.7
38 CP 3,33 A54 2298 4031 515.9 65.72 51.35 227.2
42 CP 236 A60 3.292  256.0 507.4 62.56 31.56 124.9
48 CP 219 A71 4927 296.8 713.7 59.27 24.65 21.85
64 CP 248 A91 5303 2652 887.5 84.93 25.38 36.90
66 CP 230 A9 2806 3095 438.9 46.79 33.0 114.8
71 CP 2,48 Al103 2850 3234 547.1 69.08 40.83 165.6
10 CN 211 A22 3.602 146.7 358.7 52.51 21.48 95.22
13 CN 234 Al18 2298 179.6 286.6 26.74 16.75 111.2
15 CN 253 A3l 1.613 1285 120.9 9.452 10.05 68.70
17 CN 2,79 A33 3.381 2308 481.6 28.52 13.67 60.55
29 CN 2,73 A4l 2430 3153 448.1 49.79 35.03 166.0
38 CN 333 AS5 4242 516.2 1147 103.6 46.59 94.66
42 CN 236 A61 5590 2155 457.5 33.01 15.55 24.12
48 CN 219 A72 2983 2830 520.1 42.63 23.19 84.25
64 CN 248 A92 4640 3615 896.7 80.78 32.57 37.68
66 CN 230 A9 5237 2239 583.2 65.90 25.30 34.96
71 CN 2,48 Al04 6.938 278.2 959.3 65.76 19.07 35.19

CP, Controle Placebo; CN, Controle Normal
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Tabela C - Dados Brutos das Variaveis Histologicas do Tend&o.

NO Grupo Peso  AMOS" Tengeites  RUPLUra Iglflletjrlw?;- Fibras  Fibras
Animal tra colédgeno torias Grossas Finas
HE HE Picro Picro
18 Teste 2939 A5 2,4 0 0,06 41 0,3
21 Teste 2222 Al 35 0 0
22 Teste 2,986  A36 2,86 0,02 0.02 42,7 1
25 Teste 2,573  A37 2,74 0,02 0 60,8 45
32 Teste 2,215  A45 1,5 0,02 0,04 68,9 2,4
46 Teste 2,230  A66 1,92 0,08 0,02 53,7 19,1
47 Teste 2,191  A67 2,78 0,06 0 53,4 24
50 Teste 2,011  A69 2,68 0,06 0 61,3 45
54 Teste 2,215 A8l 2,18 0 0 59,8 49
58 Teste 2,000 A82 2,58 0,14 0 52,2 2,6
62 Teste 2,24 A88 1,86 0,12 0 64,6 3,9
65 Teste 2,24 A93 1,72 0,06 0 67,7 9,7
1 cP 2,725 A2 2,26 0 0,04 60,6 0
2 CpP 2,814 A4 2.06 0 0 54,9 1,1
7 CpP 2,365  A24 3,06 0,04 0 70,3 0,7
12 CpP 2,470  A26 3,1 0 0 66,4 3,3
14 CpP 2,484 A28 1,66 0,02 0 478 9,2
28 CpP 2,170  A38 2,62 0,04 0,02 65,4 11,7
31 CpP 2,309  A43 0,98 0,12 0,04 56,7 43
34 CpP 2,664 A48 1,38 0,06 0,04 82 2,8
44 CpP 2,206  A63 2,6 0,02 0 40,7 7,2
55 CpP 2,145  A73 54 0,04 0 70,8 8,7
56 CpP 2,485  A75 1,94 0,04 0 74,3 3,1
70 CpP 239  A101 1,82 0,04 0 452 9,4
CN 2,725 A3 1,94 0,02 0 42,7 0
CN 2,365 A25 0,02 0 55,4 36
12 CN 2,470 A7 0,44 0 0,12 38,5 0,2
14 CN 2,484  A29 2,24 0,02 0 453 8,4
28 CN 2,170  A39 3,08 0,04 0 63,7 12,5
31 CN 2,309  A44 1,5 0,12 0,1 33,1 6,4
34 CN 2,664  A49 3,06 0,06 0,02 54 6,4
44 CN 2,206  A64 2,86 0 0 58,2 45
55 CN 2,145  AT4 35 0,06 0,02 50,6 8,4
56 CN 2,485  AT76 3,2 0,08 0 51,3 11,4
70 CN 2,39  AlL02 2,74 0,02 0 45,6 8,4

CP, Controle Placebo; CN, Controle Normal
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Tabela D - Dados Brutos Variaveis Histolégicas do Paratendao.

Ne Tenocito CéIUIa,S : Fibras Fibras
Animal Grupo Peso  Amostra HE Inflamatorias Gr_ossas Finas Picro
HE Picro
18 Teste 2,939 A5 0,03 34,1 2,1
21 Teste 2,222 Al 0,07 0 17,6 2,6
22 Teste 2986  A36 0,04 3 31,1 17
25 Teste 2573  A37 0,07 1 35,1 6,6
32 Teste 2215 A5 0,02 1 46 11,5
46 Teste 2,230 A66 0,02 1 441 11,3
47 Teste 2,191 A67 0,09 3 51,3 11,1
50 Teste 2011  A69 0,09 2 52 9,5
54 Teste 2215 A8l 0,08 2 40,1 15,1
58 Teste 2000  A82 0,09 2 37,6 12,1
62 Teste 2,24 A88 0,12 0 39,1 12,5
65 Teste 2,24 A93 0,01 2 44,8 11,9
cp 2,725 A2 0,07 3 25,5 0,8
cp 2,814 Ad 0 0 23,1 18
cp 2365 A2 0,03 1 27,6 3,3
12 cp 2470 A26 0,02 1 27,8 3,1
14 cpP 2484 A28 0,03 4 37 116
28 cp 2170  A38 0,11 2 30 14,8
31 cp 2309  A43 0,12 0 41,1 12,3
34 cp 2664 A48 0,04 1 37,1 15,3
44 cp 2,206  A63 0,11 0 49,1 9,8
55 cp 2145  AT3 0,12 0 29,5 14
56 cp 2485  AT5 0,18 1 36,3 13,3
70 cp 239  A101 0,04 0 44,8 11,1
1 CN 2,725 A3 0,13 2 19,1 0,8
7 CN 2365  A25 0,08 3 33 2
12 CN 2470  A27 0,02 3 29,3 41
14 CN 2484  A29 0,05 2 28,1 14,1
28 CN 2170 A39 0,04 2 38,5 143
31 CN 2309  Ad4 0,05 2 41,1 13
34 CN 2664  A49 0,08 0 49,8 9,6
44 CN 2206  A64 0,13 2 25,5 16,8
55 CN 2145  A74 0,22 2 54 9,8
56 CN 2485  AT6 0,04 1 38,6 13,8
70 CN 239 A102 0,05 9 411 11

CP, Controle Placebo; CN, Controle Normal
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Tabela E - Dados Brutos das Varidveis de Expressédo das MMPs.

NO
Animal Grupo Peso Amostra MMP2 MMP2 MMP1 MMP1
Inativa Ativa Inativa Ativa

3 Teste 2,583 A8 - - - -

4 Teste 2,348 A23 1,15 1,67 0,95 1,04
11 Teste 2,364  Al5! - - - -
20 Teste 2,470 A35 1,40 0,44 0,98 0,56
24 Teste 2,342 A10 1,19 0,38 0,94 0,28
27 Teste 2,348  Al4t - - - -
35 Teste 2,519 A50 1,39 0,60 1,23 0,36
37 Teste 2,211 A53 - - - -
39 Teste 2,310 A58 1,48 1,60 1,30 1,05
41 Teste 2,510 A59 0,58 0,30 1,34 0,28
45 Teste 2,250 A65 1,14 0,30 1,16 0,61
51 Teste 2,189 AT70 1,19 0,50 1,24 0,41

8 CP 2,819 A6 1,00 1,00 1,00 1,00

9 cp 2,425 A7 0,75 1,02 0,70 0,75
23 cp 2,925 A9 1,42 1,25 1,32 1,45
26 cp 2,912 Al2 1,44 0,92 1,17 0,38
36 cp 2,515 A51 1,51 1,81 1,14 1,30
40 cp 2,454 A56 0,88 2,92 1,12 0,93
57 cp 2,413 AT7 0,87 0,90 1,01 0,86
60 CpP 2,187 A84 1,11 1,00 1,45 0,50
61 CpP 2,578 A86 1,02 3,67 1,27 1,08
63 cp 2,122 A89 0,85 5,00 0,94 1,11
67 cp 2,39 A96 1,43 3,67 0,98 0,68
68 cp 2,48 A98 1,12 1,50 1,47 0,78

8 CN 2,819 A14° 0,89 2,17 0,62 0,86

9 CN 2425  A15° 0,98 1,65 0,97 0,59
23 CN 2,925 All 1,71 1,38 1,08 1,35
26 CN 2,912 Al13 1,54 0,50 1,42 0,64
36 CN 2,515 A52 1,33 0,50 1,42 0,56
40 CN 2,454 A57 1,10 0,90 1,16 0,93
57 CN 2,413 A78 1,03 0,50 1,04 0,92
60 CN 2,187 A85 0,91 0,33 1,14 0,35
61 CN 2,578 A87 0,89 2,67 1,18 0,93
63 CN 2,122 A90 1,32 4,33 0,90 1,05
67 CN 2,39 A97 1,22 3,67 1,44 1,24
68 CN 2,48 A99 1,03 1,50 1,59 0,90

CP, Controle Placebo; CN, Controle Normal
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Tabela F - Dados Brutos das Variaveis de Expressado das Interleucinas.

NO
Animal Grupo Peso Amostra IL-6 em pg IL-1 em pg

3 Teste 2,583 A8 + 109 118
4 Teste 2,348 A23 + 106 1023
20 Teste 2,470 A35 + 157 474
24 Teste 2,342 A10 + 124 592
27 Teste 2,348 Al4t + 78 311
35 Teste 2,519 A50 + 81 270
37 Teste 2,211 A53 + 39 521
39 Teste 2,310 A58 + 121 1145
41 Teste 2,510 A59 + 31 109
45 Teste 2,250 A65 + 107 109
51 Teste 2,189 A70 + 26 91
9 CP 2,425 A7 + 107 497
23 cpP 2,925 A9 + 91 521
26 cp 2,912 Al12 + 88 109
36 cp 2,515 A51 + 83 556
40 cp 2,454 A56 + 52 230
57 cp 2,413 ATT + 79 321
60 cpP 2,187 A84 + 36 280
61 cpP 2,578 A86 + 44 163
63 cpP 2,122 A89 + 194 532
67 cp 2,39 A96 + 183 629
68 cp 2,48 A98 + 44 182
8 CN 2,819 A14° + 104 463
9 CN 2,425 A15° + 134 321
23 CN 2,925 All + 161 396
26 CN 2,912 Al13 + 105 145
36 CN 2,515 A52 + 119 192
40 CN 2,454 A57 + 54 301
57 CN 2,413 A78 + 50 154
60 CN 2,187 A85 + 80 353
61 CN 2,578 A87 + 52 211
63 CN 2,122 A90 + 66 250
67 CN 2,39 A97 + 182 385
68 CN 2,48 A99 + 37 182

CP, Controle Placebo; CN, Controle Normal
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