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RESUMO

VIVEIROS, M. E. M. Efeito anti-inflamatorio da triancinolona e do plasma rico
em plaquetas em células de epicondilite lateral do cotovelo - estudo in vitro. 2020.
48 f. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade

Estadual Paulista, Botucatu, 2020.

A epicondilite lateral do cotovelo (ELC) ¢ uma tendinopatia comum. Entretanto, tanto
sua patogénese, quanto seu tratamento, sdo ainda controversos.

Objetivo: Avaliar a producao das citocinas inflamatorias IL-1f,IL-6, IL-8, IL-10 ¢
TNF-a pelas células derivadas de ELC e comparar o efeito anti-inflamatorio da
triancinolona acetonido e do plasma rico em plaquetas (PRP) sobre a secrecao das
citocinas em cultivo celular.

Métodos: foram estabelicidas culturas celulares a partir de fragmentos da lesdo de
portadores de ELC obtidos durante procedimentos operatdrios, a partir dos quais se
estabeleceram culturas celulares. Células de terceira passagem destes cultivos foram
estudadas quanto a produc¢ao das citocinas IL-1f3 ,IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a., por
meio de ensaio imunoenzimatico (ELISA). As células em cultivo foram submetidas
ao tratamento com 1, 10 e 100 uM de triancinolona nos tempos 6, 12, 18, 24,48, 72 ¢
96 horas e também ao PRP, nos tempos 48, 72 e 96 horas. Os resultados foram
comparados com células de ELC ndo tratadas, consideradas como grupo controle. Os
resultados foram submetidos a andlise estatistica.

Resultados: as citocinas IL-6 e a IL-8 foram produzidas em altas concentragdes pelas
células de ELC. A triancinolona a 1, 10 e 100 uM, quando comparada aos controles,

levou a reducdo significativa na producao de IL-6 e IL-8 nos tempos 48, 72 ¢ 96



horas, acrescentando-se o tempo 12 horas para a IL-8. O PRP comparativamente aos
controles, causou elevacgao significativa da produ¢do de IL-6 nos tempos 72 e 96
horas e da IL-8 nos tempos 48,72 e 96 horas. Na comparag¢ao a triancinolona, nas trés
concentragdes, o0 PRP levou a aumento significativo de IL-6 nos tempos 72 e 96 horas
e de IL-8 nos tempos 48,72 e 96 horas. Houve aumento significativo da produ¢do de
IL-10 com o uso da triancinolona a 100 uM, no tempo 48 horas comparativamente
aos controles. A produ¢do de IL1-3 e TNF-a ndo apresentou alteragdes significativas
quando as culturas foram tratadas com triancinolona ou PRP.

Conclusiao: As células de ECL produzem IL-6 e IL-8, comprovando a natureza
inflamatoria desta afec¢do. A triancinolona mostrou-se eficaz na inibi¢do da producao
de IL-6 e IL-8 nas concentragdes 1, 10 e 100 uM partir de 48 horas, em comparagao
aos controles. O PRP levou a um maior efeito inflamatorio, elevando

significativamente os niveis de IL-6 e IL-8 em relacdo aos controles.

Palavras chave: epicondilite lateral do cotovelo; triancinolona, PRP, citocinas,

inflamacao.



ABSTRACT

VIVEIROS, M. E. M. Anti-inflammatory effect of triamcinolone and platelet-rich
plasma on lateral epicondylitis derived cells in vitro. 2020. 48 p. Thesis (Doctoral)

- Botucatu Medical School, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2020.

Background: lateral elbow epicondylitis is a common musculoskeletal condition,
however, pathogenesis and treatment of this condition still controversial.

Objective: to evaluate the production of inflammatory cytokines IL-1f, IL-6, IL-8,
IL-10 e TNF-a by lateral elbow epicondylitis derived cells and to compare the anti-
inflammatory effect of triamcinolone acetonide with platelet rich plasma (PRP) on the
production of these cytokines in cell culture.

Methods: Third passage cells from primary cultures of lateral elbow epicondylitis
were assessed for the production of the cytokines IL-1f, IL-6, IL-8, IL-10 ¢ TNF-a
by immunoenzimatic assay (ELISA), comparing the treatment with 1, 10 and 100 uM
triamcinolone to controls at the time points 6, 12, 18, 24, 48, 72 and 96 hours and,
comparing to PRP at 48, 72 and 96 hours.

Results: the cytokines IL-6 and IL-8 were produced in high concentrations by LEE
cells. Triamcinolone at 1, 10 and 100 uM, when compared to controls, led to a
significant decrease in the production of IL-6 and IL-8 at 48, 72 and 96 hours, adding
the time point 12 hours for IL- 8. When compared to the controls PRP caused, a
significant increase in the production of IL-6 at 72 and 96 hours and IL-8 at 48, 72

and 96 hours. In comparison to triamcinolone, within the three concentrations, PRP



led to a significant increase of IL-6 at 72 and 96 hours and of IL-8 at 48, 72 and 96
hours. There was a significant increase in IL-10 production with the use of 100 uM
triamcinolone, at 48 hours compared to controls. The production of IL1-f and TNF-a
did not show significant changes when the cultures were treated with triamcinolone or
PRP.

Conclusion: LEE cells produce IL-6 and IL-8, proving the inflammatory nature of
this condition. Triamcinolone was effective in inhibiting the production of IL-6 and
IL-8 at concentrations 1, 10 and 100 uM after 48 hours, compared to controls and
PRP, which led to a greater inflammatory effect, significantly increasing IL-6 and IL-

8 levels compared to controls.

Keywords: lateral elbow epicondylitis, triamcinolone, PRP, cytokines, inflammation.
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INTRODUCAO

A epicondilite lateral do cotovelo (ELC) ¢ uma condi¢cdo musculoesquelética comum,
inicialmente descrita em 1882 (Morris, 1882). No entanto, até os dias atuais sua etiopatogenia nao
estd completamente esclarecida e necessita ser revisada, assim como seu tratamento, para o qual
ainda ndo ha um consenso.

Com a atual descoberta dos mecanismos de acdo das citocinas inflamatorias, novos
horizontes se abrem para a elucidacdo da patogénese e avaliagdo do melhor tratamento desta

condi¢do tdo comum na pratica clinica ortopédica.

1.1. Anatomia normal do cotovelo

O musculo extensor radial curto do carpo (ERCC) (Fig. 1) ¢ um dos sete musculos
extensores superficiais do compartimento posterior do antebrago, juntamente com o musculo
braquiorradial, extensor radial longo do carpo, extensor comum dos dedos, extensor do quinto dedo,
extensor ulnar do carpo e anconeo. Quatro destes sete musculos compartilham uma origem
tendinosa Unica no epicondilo lateral: extensor radial curto do carpo, extensor carpo ulnar, extensor
do dedo minimo e extensor comum dos dedos.

O ERCC ¢ o principal extensor do punho, se originando do epicondilo lateral do imero por
um tenddo comum compartilhado com outros musculos. Insere-se na base do terceiro metacarpo no
lado radial da superficie dorsal e compartilha uma bainha sinovial comum com o extensor radial

longo do carpo.



Figura 1 - Esquema anatdmico dos musculos extensor radial longo do carpo, extensor
radial curto do carpo e extensor comum dos dedos.

Fonte: Reproduzido e modificado de The Body Almanac. © Academia Americana de
Cirurgiées Ortopédicos, 2003.

1.2. Estrutura e funcio articular do cotovelo

O ERCC trabalha em conjunto com o extensor radial longo do carpo para estender e
abduzir o punho. Em comparacdo com o extensor radial longo do carpo, o ERCC ¢ mais curto
e € parcialmente coberto por ele. Anatomicamente, os musculos abdutor longo do polegar e o
extensor curto do polegar passam superficialmente pelo tenddo do ERCC. Este musculo passa
profundamente pelo ligamento dorsal do carpo (retinaculo extensor), dentro do segundo
compartimento extensor do punho, na superficie dorsal da mio. E possivel palpar esse
musculo durante a extensdo e abdu¢do do punho contra a resisténcia, enquanto a mao estiver

pronada.



1.3. Embriologia

A musculatura do membro superior se origina de mioblastos das células dorsolaterais
do somito que circunda os ossos na quarta semana de desenvolvimento intrauterino. Essas
células se desenvolvem em uma massa de tecido que da origem aos compartimentos extensor
(dorsal) e flexor (ventral) do membro. Uma vez formado, o ramo flexor primario adentra no
mesénquima, dando origem as divisdes anterior e posterior. A divisdo posterior inerva o
compartimento extensor, incluindo nervos como o nervo radial. O ramo profundo do nervo

radial (C7, C8), surge para suprir o extensor radial curto do carpo.

1.4. Anatomia microscopica

O exame microscopico do tecido normal do ERCC confirma a anatomia macroscopica, na
qual os tenddes do extensor radial curto do carpo e do comum dos dedos sdo indistinguiveis
na origem Osseo-tendinosa e parecem estar interligados. Em alguns casos, estes musculos
podem ter seus tenddes divididos por uma faixa extremamente fina de gordura e tecido
conjuntivo frouxo. Histologicamente, os tenddes dos musculos extensor radial curto do carpo
e comum dos dedos ndo podem ser identificados separadamente. A coloragdo tricromica de
Masson mostra que eles sdo uma estrutura unica do epicondilo lateral (Fig. 2). As origens dos
musculos extensor radial longo do carpo e do extensor ulnar do carpo se mostram separados
da origem do musculo extensor comum dos dedos por tecido conjuntivo e gordura. A capsula
articular da aponeurose do musculo extensor dos dedos e do extensor radial longo do

carpo é separada por uma camada de tecido fibroso denso.



Extensor
radial longo
do carpo

Capsula do
cotovelo

Origem comum dos
tenddes
extensor radial curto
- do carpo e extensor
comum dos dedos

Dobras
sinoviais

Tecido conjuntivo fibroso

Figura 2 - Histologia dos extensores do cotovelo (coloragdo tricromico de Masson).

Fonte: J Bone Joint Surg [B] 1999;81-B:926.

1.5. Suprimento sanguineo e linfatico

O ERCC recebe suprimento sanguineo principalmente da artéria radial, com
suprimento adicional do ramo colateral radial da braquial profunda. A partir da artéria radial,
o extensor radial curto recebe primeiro um ramo da artéria radial recorrente. Entdo, mais

abaixo no antebrago, o musculo recebe um ramo adicional da artéria radial.

1.6. Inervacao

Os fasciculos nervosos que suprem o musculo ERCC surgem do ramo profundo do
nervo radial, imediatamente antes de o nervo passar profundamente ao musculo supinador

(C7, C8).



1.7. Variantes Fisiologicas

Ha poucas variagdes anatomicas do ERCC. Yang et al. (2018) demonstraram que o
ERCC pode se originar da fascia do extensor comum dos dedos, ao invés de sua origem usual
que ¢ no epicondilo lateral, mantendo sua inser¢ao original na base do terceiro metacarpo. Os
mesmos autores identificaram outra variagdo anatdOmica que envolve uma origem unica dos
musculos extensor curto do carpo e do extensor radial longo do carpo.

Também existem variantes envolvendo os musculos acessoérios do extensor radial
longo e curto do carpo. Giimiisalan (1997) relatou um musculo acessorio medial a origem do
musculo extensor radial curto do carpo, que se continua pelo antebraco, até se inserir no

segundo 0sso metacarpiano.

1.8. Epicondilite lateral do cotovelo

1.8.1. Definicao
A ELC ¢ também chamada popularmente de fennis elbow (cotovelo do tenista) por

ter sido inicialmente descrita em praticantes deste esporte na Inglaterra, por Morris (1882).
Porém, esta ¢ uma condi¢do que ndo se restringe apenas aos tenistas, podendo afetar outros
esportistas que ndo usam raquetes, como beisebol, esgrima e natagdo. Ocupagdes
manualmente intensas € com movimentos repetitivos podem causar estresse aos musculos
extensores do punho, com risco aumentado de desenvolver ELC (Nirschl & Pettrone, 1979).
A ELC consiste no crescimento de um tecido angiofibroblastico do tenddo do
musculo extensor radial curto do carpo (Fig. 3), no epicondilo lateral, causando dor a
movimentag¢do do cotovelo quando executa o movimento de extensdo junto com a extensao do

punho.



Apesar de ser considerada autolimitada, com 89% dos pacientes se recuperando no

decorrer de um ano, os casos refratarios de ELC sd@o muito bem conhecidos por se arrastarem

por varios anos, geralmente associados a incapacidade funcional e ao trabalho.

Figura 3 - Tecido angiofibroblastico da ELC (seta vermelha), no tenddo do musculo extensor radial curto do
carpo.

Fonte: Reproduzido e modificado de Nirschl R. Lateral Epicondylitis. /n Morrey’s The Elbow and It’s Disorder
5° Ed.

1.8.2. Historico

O histdrico da ELC ¢ bem controverso. A ELC foi descrita inicialmente por Motris,
em 1882, em cotovelos de jogadores de ténis (Morris, 1882). Em 1936, Cyriax revisou o
tratamento da ELC, relatando ser o tenddo do ERCC a estrutura anatdmica chave no
desenvolvimento da ELC (Cyriax, 1936). Goldie (1964) e Coonrad & Richard (1973)
encontraram um tecido alterado sem localizacdo anatomica precisa, acreditando que alteragao
semelhante poderia ocorrer em qualquer outro tenddo extensor. Somente em 1979, Nirschl
publicou informagdes especificas identificando a ELC como uma alteragdo patologica

priméria da origem do ERCC, localizada no epicondilo lateral (Nirschl, 1979).



1.8.3. Epidemiologia

A ELC ¢ uma condi¢ao musculoesquelética comum que afeta igualmente homens e
mulheres, acometendo as faixas etdrias produtivas, entre 35 e 50 anos (Bisset &Vicenzino,
2015). A incidéncia de ELC na pratica clinica em geral é de 4 a 7 casos a cada 1.000
pacientes por ano (Hamilton, 1986). A prevaléncia da ELC ¢ de até¢ 14,5% em individuos
com trabalhos extenuantes, como a industria de carnes e peixes. Como ¢ uma condi¢do
debilitante, associada a alta morbidade, muitas vezes ocasiona auséncia prolongada ao

trabalho, com custos enormes (Harrington et al., 1998; Walker-Bone et al., 2005).

1.8.4. Etiologia e patogenia

A ELC ¢ considerada como o resultado do uso mecanico recorrente € excessivo,
sobrecarregando a porcao lateral do cotovelo e excedendo sua tolerdncia, de forma que o
tenddo ndo consegue se auto reparar, levando a multiplas micro roturas que resultam em
laceragdo e sangramento. O processo de reparagdo cicatricial pode levar varios meses (Bhabra
etal., 2016).

Até 1979, a ELC era considerada um processo inflamatdrio, uma tendinite, como a
que ocorre em qualquer tenddo extensor. Porém, nos Estados Unidos foi realizada a analise
histologica do tecido da ELC, identificando-se hiperplasia da matriz extra celular,
desorganizacdo celular, invasdo de fibroblastos, angiogénese e auséncia de células
inflamatorias, o que foi denominado de "hiperplasia angiofibroblastica" (Nirschl, 1979). A
partir disso, foi sugerida a troca do termo “epicondilite” para "tendinose angiofibroblastica”
(Nirschl, 1979).

Um extenso estudo do tecido da ELC utilizando imunohistoquimica e microscopia

eletronica refor¢ou os achados anteriores de Nirschl sobre a auséncia de processo



inflamatorio, mantendo a afeccdo como uma doenca degenerativa do tenddo, ou uma

tendinose (Kraushaar & Nirschl, 1999).

1.8.4.1. Citocinas

Citocinas sdo glicoproteinas de baixo peso molecular que sdo rapidamente sintetizadas e
secretadas por diversos tipos celulares apds estimulacdo. Essas moléculas agem em células
alvo adjacentes de forma aditiva, sinergética ou antagonista, podendo atuar nas células que as
secretam (acdo autocrina), nas células proximas (acdo pardcrina) ou, em alguns casos, em
células distantes (acdo enddcrina). As citocinas sdo mediadores intercelulares que tém um
efeito especifico nas interagdes e comunicagdes entre as células, regulando o crescimento,
sobrevida ¢ diferenciacao celular (Nicolini et al., 2006).

O termo citocina, do grego cifo que significa célula e cininas hormoénios, foi introduzido
em 1974 (Cohen et al., 1974). Foi proposto para substituir o termo linfocina, introduzido no
final dos anos 60, para identificar proteinas soluveis derivadas de linfocitos que possuiam
efeitos imunoldgicos, ja que os linfocitos ndo sdo a Unica fonte dessas proteinas. O sistema de
nomenclatura interleucina (IL) foi proposto para simplificar a lista crescente de citocinas
identificadas, porém essa nomenclatura causa confusdo ja que essas citocinas nao sdo somente
produzidas pelos leucécitos, como o nome sugere, e afetam muitos outros tipos celulares
(Cameron & Kelvin, 2013).

As citocinas estdo envolvidas na comunicacdo das células do sistema imunoldgico para
gerar uma forte resposta coordenada e auto limitada contra um fator desencadeante alvo.
Embora muitas formas de comunicacdo do sistema imunoldgico ocorram por meio da
interagdo célula-célula, a secre¢do de citocinas permite a rapida propagacdo da sinalizagdo

imune de maneira eficiente.



Com o avango na compreensdo do processo inflamatorio e do papel das IL, o
conceito da patogenia da ELC vem se alterando. Han et al. (2012) defendem que a ELC seja
um processo inflamatdrio, demonstrando a presenca de neuropeptideos, que estariam
envolvidos na patogénese da ELC, agindo nas terminag¢des nervosas dos tenocitos da lesdo; a
liberagdo destes neuropeptideos afetaria a permeabilidade vascular e iniciaria reagdes imunes
e pro-inflamatorias locais, um processo inflamatério conhecido como inflamagao neuronal.

Atualmente, a descoberta do mecanismo de agdo das citocinas inflamatdrias trouxe
novos conceitos sobre a inflamag¢do. Uma afeccdo pode ter origem inflamatéria quando
mediada por citocinas, mesmo nio se encontrando células mononucleares inflamatdrias na
lesdo. As citocinas sdo pequenas proteinas secretadas pelas células e tém um efeito especifico
nas interacdes e comunicacdes intercelulares, podendo ser pro-inflamatorias ou anti-
inflamatorias. As citocinas pro-inflamatdrias sdo frequentemente produzidas em cascata, com
uma citocina estimulando células-alvo a produzirem citocinas adicionais, estando envolvidas
na regulagdo positiva da reagdo inflamatodria (Schulze-Tanzil et al., 2011).

Estudos recentes indicam um forte componente inflamatério para a patogénese das
tendinopatias, sendo as células inflamatoérias e citocinas importantes reguladoras das proteinas
da matriz extracelular do tendao (Schulze-Tanzil et al., 2011; Medzhitov, 2018). Citocinas
como as IL, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e o interferon gama (IFN-y), juntamente
com fatores de crescimento, como o fator transformador de crescimento beta (TGF-B), sdao
liberados pelas células estromais e imunorreguladoras do tendao em resposta a lesdo tecidual
e ao estresse mecanico (Legerlotz et al., 2012; Millar et al., 2017). Estas substancias alteram o
fenotipo das células locais. A persisténcia da inflamag¢do cronica traz como resultado, a
producgdo excessiva e inadequada da matriz de proteinas, com consequente fibrose (Millar et

al., 2017).



Os ligamentos do tenddo sdo compostos por tecido conjuntivo denso com potencial
intrinseco muito limitado para a regeneragdo. Portanto, a reparagdo em resposta a mecanismos
que envolvem a degeneragdo sao um complexo desafio clinico. O estresse mecanico ao tendao
com frequéncia, intensidade e duracdo constantes, leva a alteragdes moleculares no mesmo,
causando a liberagdo de citocinas pro-inflamatdrias, as quais podem ser produzidas por varios
tipos celulares, como os proprios fibroblastos dos tenddes ou mesmo condrocitos. Estas
citocinas irdo ativar vias de sinalizacdo intracelular para a liberacdo de mediadores
inflamatorios, prostaglandinas, fatores angiogénicos, como o ‘“vascular endotelial growth
factor” (VEGF) e ativacdo da expressdo de metaloproteinases de matriz (MMPs), os quais
estdo sabidamente envolvidos na degradacdo da matriz do tenddo e sua degeneracdo
(Archambault et al., 2002; Tsuzaki et al., 2003).

Portanto, a degeneragdo continua pode resultar da agdo de citocinas inflamatdrias
mediadas pelos fibroblastos do préprio tecido conjuntivo agredido, mesmo na auséncia de
células inflamatdrias no local (MacNaul et al., 1990; Murphy et al., 1985).

Desta forma, a teoria da patogénese ndo inflamatdria da ELC necessita ser revista.

A predisposicdo genética também parece desempenhar um papel. Individuos
portadores do alelo BstUI Al e alelo Dpnll B2 do gene COL5A1 possuem alta probabilidade

de desenvolver sintomas de ELC (Keijsers ef al., 2018).

1.8.5 Histologia
Histologicamente a ELC ¢ caracterizada pela auséncia de células inflamatorias e de
alteracdo da orientacdo das fibras da matriz extracelular, com a presen¢a de uma degeneragao

fibrovascular, composta por fibroblastos imaturos e tecido vascular (Fig. 4) (Kraushaar &

Nirschl, 1999).
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Figura 4 - (A) Microscopia do tecido da ELC com tecido angiofibroblastico que apresenta elementos vasculares
e fibroblasticos imaturos, sem a presenga de células inflamatorias (Vimentina 400x). (B) Tenddo normal com
fibras colagenas organizadas (Hematoxilina/Eosina, 100x).

Fonte: J Bone Joint Surg Am.1999; 81(2): 259-78.

1.8.6 Classifica¢ao clinica da ELC
Segundo Nirschl, a ELC pode ser dividida em 7 fases, definidas pela sintomatologia
(Nirschl, 1973):

* Fase 1: dor leve ap0s atividade fisica que desaparece em 24 horas;

e Fase 2: dor leve antes de atividade fisica, que melhora apds o aquecimento, ndo
estando presente durante a atividade fisica. Porém, a dor retorna ao término da
atividade e persiste por até 48 horas;

* Fase 3: dor presente antes da atividade fisica, com melhora parcial com o
aquecimento, sendo minima durante a atividade e ndo afeta o desempenho esportivo
ou laboral;

* Fase 4: similar a fase 3, porém mais intensa, com alteracdo do desempenho esportivo
e/ou laboral especifico, sem alteragdes das outras atividades da vida didria;

* Fase 5: dor mais intensa que na fase 4, com alteracdo das atividades esportivas e
laborais, afetando as atividades da vida diaria. Porém, ndo ha aumento da dor para a

realizacdo de atividades diarias;
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* Fase 6: dor constante que persiste durante o repouso, piora com as atividades simples,
afetando muito as atividades domésticas;

* Fase 7: dor constante que atrapalha o sono e ¢ intensificada com atividades leves.

1.8.7 Quadro clinico

A dor da ELC ¢ localizada no epicondilo lateral do cotovelo. Porém, pode se
estender a 0,5 cm de didmetro do mesmo, podendo haver aumento de volume leve e alteragdes
locais, como aumento de calor e vermelhiddo, encontradas mais nas fases de inflamagao
aguda. No exame clinico, os testes mais utilizados sdo os testes de Mills que consiste na
extensdo do cotovelo com flexdo forgada do punho e do teste de Cozen que ¢ realizado com o
cotovelo fletido em 90° e o paciente realiza extensdo do punho contra a resisténcia da mao do

examinador; em ambos os testes, a dor da ELC ¢ reproduzida (Mota Filho, 2017).

1.8.8 Diagnostico diferencial

Os diagnosticos diferenciais da ELC sdo a Sindrome da compressao do tunel radial
ou Sindrome do nervo interdsseo posterior, afec¢do que apresenta também dor lateral no
cotovelo, porém ¢ mais sentida na massa muscular dos extensores. Na artrose radio-capitular a
dor ¢ na regido lateral do cotovelo, intensificada com o movimento de pronagdo e supinagao
do antebrago e na cervico-braquialgia a dor ¢ em toda a face lateral do brago, ndo se

restringindo ao epicondilo lateral (Nirschl, 2018).

1.8.9 Tratamento
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Nao ha um tratamento definido para a ELC (Ahmad et al., 2013; Bishai et al.,
2016). A maior parte dos casos de ELC tem comportamento autolimitado, com melhora
apds 6 meses a um ano de tratamento conservador (Lai et al, 2018).

Existe um grande numero de op¢des terapéuticas, como fisioterapia, uso de
orteses, drogas anti-inflamatorias, ondas de choque extracorpdreo (Buchbinder et al.,
2006), laser, (Dingemanse et al., 2014), uso de radiofrequéncia percutanea (Lin et al.,
2011), acupuntura, toxina botulinica (Placzek et al., 2007), inje¢cdes de corticosterdide
(Wolf et al., 2011), injecdo de sangue autdlogo (Krogh et al., 2013; Kazemi et al., 2010),
PRP (Mishra et al., 2006; Peerbooms et al., 2010, Chiavaras et al, 2014) e injecdo de
tendcitos autdlogos (Wang et al., 2015).

A falha do tratamento clinico representa a indicacdo mais comum de tratamento
cirargico, que inclui métodos abertos ou artroscopicos. Porém, nao ha consenso sobre a

melhor técnica cirurgica (Dunn et al., 2008).

* Uso de corticosteroides

De forma semelhante ao cortisol, seus analogos sintéticos exercem efeitos apods
ligacdo aos receptores de glicocorticoides (GR) presentes no citoplasma celular. O complexo
hormdnio-receptor se transloca para o nucleo, onde modifica a transcricdo génica diretamente,
ligando-se aos elementos responsivos ao glicocorticoide (GRE), localizados na regido
promotora dos genes-alvo, ou indiretamente, interagindo com outros fatores de transcri¢do,
tais como o activator protein-1 (AP-1) e o fator pro-inflamatério NF-kB, impedindo que os
mesmos tenham acesso aos seus sitios de ligagdo no acido desoxirribonucleico (DNA). Por
esse mecanismo de acdo, ocorre redug¢do ou supressdo da transcrigdo de genes que codificam

citocinas, mas nao apresentam GRE em suas regides promotoras. Além dos efeitos descritos
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acima, conhecidos como mecanismos gendmicos, os corticoides também exercem efeitos nao
gendmicos, caracterizados por apresentarem rapido inicio de agdo e ndo dependerem da
transcri¢do génica ou traducgdo de proteinas (Sherer et al., 2014).

Dentre os efeitos ndo genomicos, estd a interacdo direta dos esteroides lipofilicos
com as membranas celulares, modificando suas propriedades fisico-quimicas e afetando a
atividade de proteinas associadas as membranas. A estabilizacdo da membrana dos lisossomos
¢ um exemplo deste efeito. Desta forma, os corticosteroides sdo capazes de coordenar a

transcri¢do de varios genes anti-inflamatorios e metabolicos (Lien et al., 2013).

* Triancinolona

A triancinolona ¢ um glicocorticoide sintético derivado do cortisol. Os primeiros relatos
do uso de corticosteroides como agentes terapéuticos anti-inflamatorios foram feitos por
Hench et al. (1949), para o tratamento da artrite. Hollander et al. (1951) descreveu pela
primeira vez a possibilidade do uso de inje¢des intra-articulares de corticosteroides. No
entanto, os corticosteroides apresentam efeitos colaterais significativos, pelo fato do cortisol,
um hormonio natural, exercer seus efeitos por ligacdo a dois receptores: o receptor
glicocorticoide e o receptor mineralocorticoide. O primeiro controla os efeitos anti-
inflamatorios e metabodlicos, enquanto o receptor mineralocorticoide controla o metabolismo
da 4gua e eletrolitos. Para reduzir estes efeitos mineralocorticoides, foram efetuadas
altera¢des na estrutura do cortisol, adicionando-se um grupo fluoreto na posicdo alfa C9 e
introduzindo uma dupla ligagdo entre C1 e C2, causando uma grande potencializagdo dos
efeitos dos receptores glicocorticoides e diminuindo o efeito dos mineralocorticoides (Parente,

2001). A estrutura modificada do cortisol, 16-alfa-hidroxil-9-alfafluoroprednisolona foi dado

14



o nome de triancinolona (Zuckner et al., 1958). Foram, ainda, realizadas modificag¢des
estruturais na triancinolona, adicionando-se grupos acetonideos ao C-16 e C-17, aumentando
a capacidade de dissolucdao em lipideos (lipofilicidade) do medicamento, resultando em duas
formas: triancinolona acetonida e triancinolona hexacetonida. A diferenca entre elas ¢ que a
acetonida ¢ o metabolito ativo da hexacetonida (Sherer et al., 2014).

A injecdo local de corticoide ¢ o tratamento clédssico para a ELC desde que injecdes de
hidrocortisona foram realizadas, tendo todos os pacientes apresentado melhora (Stein et al.,
1953). Nevelos et al. (1980) foram os primeiros a usar a triancinolona em infiltragdes,
avaliando 72 pacientes portadores de ELC, obtendo resultados satisfatorios em 82,2% dos
casos. Binder e Hazleman (1983) revisaram os tratamentos de 125 pacientes com ELC,
observando que somente 10% dos pacientes permaneceram sintomaticos por mais de 1 ano,
com os melhores resultados nos pacientes que receberam inje¢des locais de corticoide. Krogh
et al. (2013), em estudo sistematico de meta-analise, comparou a efetividade de véarios
tratamentos injetaveis para ELC avaliados por 17 estudos clinicos randomizados e concluiu
que ensaios nos quais poderia se embasar sobre as recomendagdes de tratamento com terapias
de injecdo para ELC apresentavam escassez de evidéncias e eram parciais, refletindo a

auséncia de consenso no tratamento da ELC (Krogh et al., 2013).

e PRP
O PRP ¢ uma preparagdo de plasma autodlogo enriquecido com uma concentragdo de
plaquetas maior do que normalmente estd contido no sangue total e seu uso terapéutico
fundamenta-se no fato de que uma alta concentracdo de plaquetas seria capaz de fornecer e
liberar quantidades supra fisiologicas de fatores essenciais de crescimento e citocinas, com

estimulo regenerativo, levando a reparacao dos tecidos. Os principais fatores de crescimento
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liberados pelo PRP envolvidos na cicatrizagdo sdo: fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), fator de crescimento transformador beta (TGF-f), fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF), fator de crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento basico de
fibroblastos (bFGF) e fator de crescimento insulina-like (IGF-1) (Wu et al., 2016). O efeito da
quase totalidade destes fatores de crescimento ¢ estimular a sintese de coldgeno, a
angiogénese € a quimiotaxia, porém estes ultimos efeitos sdo sabidamente antagdnicos ao
resultado desejado no tratamento da ELC e demais afec¢des inflamatorias. Entretanto, seus
defensores relatam que o efeito de uma injecdo de PRP ¢ capaz de manter o paciente sem o0s
sintomas da ELC por até 12 meses, enquanto a inje¢do de corticosteroide apresenta 0 mesmo
resultado em apenas 51% dos casos. O efeito mais duradouro do PRP seria devido a
remodelagdo de um novo tenddo, capaz de persistir e responder melhor aos traumas

mecanicos (Wu et al., 2016).
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Justificativa para realizacdo do estudo

Do que aqui foi exposto a respeito da ELC depreende-se que ainda hé pontos
importantes que aguardam defini¢do, tanto com relagdo a patogénese, como com relagido ao
tratamento desta importante afeccao.

Devido aos varios fatores de risco presentes no ambiente do portador de ELC, testes
in vitro poderiam auxiliar no entendimento da doenga, assim como melhor definir o papel das
drogas utilizadas no tratamento com aplicac¢do diretamente sobre as células do tendao.

Desta forma, utilizando testes in vitro pretende-se comprovar se realmente o
processo inflamatorio esta ausente na ELC, conforme sugerido pelos exames histologicos da
lesdo. Caso exista produgdo de citocinas inflamatdrias pelas células derivadas da ELC, um
quadro inflamatdrio poderia ocorrer mesmo sem a presenga de células polimorfonucleares no
local, esclarecendo a patogénese da afeccao.

Outrossim, estudos in vitro poderdo comparar a eficacia do tratamento tradicional
utilizando corticosteroide com o tratamento com o uso do PRP.

Desta forma, justifica-se a realizag¢do deste estudo.
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2. OBJETIVOS

Este estudo teve por objetivos:
* Avaliar o indice de producao basal das citocinas inflamatérias IL-1f ,IL-6, IL-8, IL-10
e TNF-a pelas células derivadas de ELC em cultivo celular, por meio de ensaio
imunoenzimatico (ELISA).
* Comparar o efeito anti-inflamatorio da triancinolona e do PRP sobre a secre¢do das

citocinas produzidas pelas células derivadas de ELC em cultivo celular.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Desenho do estudo

Foi desenvolvido um estudo prospectivo, longitudinal, casualizado, envolvendo
portadores de ELC, de Agosto de 2017 a Agosto de 2019, no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina — Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Botucatu.

O protocolo da pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina -UNESP (Parecer nimero 2.903.373) e todos os participantes
assinaram o termo de consentimento livre esclarecido.

Foram incluidos individuos adultos, portadores de ELC diagnosticada pelo exame
clinico e de imagem (radiografia simples e ultrassonografia).

Os critérios de exclusdo foram a presenca de outras doencas ortopédicas ou
reumatolédgicas associadas e tratamento percutdneo ou cirurgico para a ELC had menos de 6
meses.

O material de estudo foi obtido durante a realizagdo de procedimento cirurgico para
tratamento da afeccdo. Todas as cirurgias foram realizadas pelo mesmo cirurgido, seguindo
técnica cirirgica previamente padronizada, assim como o mesmo método de colheita de

material para o estudo.

3.2. Descricao da amostra

As amostras foram obtidas de seis pacientes consecutivos, com média de idade de

44,8 anos (minimo de 35 anos; maximo de 54 anos), distribuidos igualmente quanto ao sexo.
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Todos os pacientes estavam nas fases 6 e 7, segundo os critérios de Nirschl (Nirschl,

1973).

3.3. Variaveis estudadas

- Proliferacdo de células derivadas de ELC;

- Viabilidade das células derivadas de ELC expostas a diferentes concentragdes de
triancinolona acetonido, a fim de se estabelecer a faixa de concentracao do corticosteroide que
tenha atividade anti-inflamatoéria e nio tenha efeito citotoxico;

- Cinética da producdo das citocinas mais frequentemente envolvidas nos processos
inflamatorios IL-6 e IL-8, pelas células de ELC expostas ao acetato de triancinolona em cinco
concentracgoes (0.01, 0.1, 1, 10 e 100 uM) ou ao PRP. As avaliagdes foram feitas em cinco
tempos para a triancinolona (6, 12, 18, 24 e 48 horas) e trés tempos de estudo para o PRP (12,
24 e 48 horas);

- Efeito sobre a producdo das citocinas IL-1f, IL-6, IL-8, IL-10 ¢ TNF-a apds o tratamento
com 1, 10 e 100 uM de acetato de triancinolona nos tempos 6, 12, 18, 24, 48, 72 ¢ 96 horas e

ao PRP, nos tempos 48, 72 e 96 horas.

3.4. Método de coleta dos explantes de ELC

3.4.1. Técnica cirurgica
Todas as cirurgias foram realizadas pelo mesmo cirurgido, seguindo-se a técnica

operatoria de Nirschl, descrita a seguir:
- O paciente ¢ posicionado em decubito dorsal horizontal, sob anestesia geral ou bloqueio do
plexo braquial.

- Esvaziamento sanguineo do membro superior
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- Um torniquete ¢ posicionado no tergo superior do brago usando faixa de smarch.

- Incisdo da pele de cerca de 4 a 5 cm imediatamente anterior ao epicondilo lateral.

- Excisdo e afastamento do tecido subcutaneo e da fascia superficial, localizando-se a
interface entre o ERLC e a borda anterior da aponeurose extensora. Uma fenda palpavel esta
presente nessa interface, pois a fascia sobre o extensor longo ¢ fina e a borda anterior da
aponeurose ¢ firme e espessa.

- Incisdo entre o ERLC e a aponeurose do ECD, estendendo-se desde o epicondilo lateral até
imediatamente proéximo a linha articular.

- O ERLC e a aponeurose do ECD sao afastados, e imediatamente abaixo estd a origem do
extensor radial curto do carpo (ERCC). Nesse momento, ja se identifica o tecido da
epicondilite, que ¢ um tecido de aparéncia grosseira, geralmente acinzentado, opaco,
edemaciado e fridvel, podendo-se encontrar a origem do ERCD rompida. O tecido normal do
tenddo, por outro lado, ¢ brilhante, firme e possui um tom levemente branco nacarado. O
tecido doente, geralmente abrange toda a origem do extensor curto, podendo chegar até da
aponeurose do ECD.

- A excisdo de todo o tecido doente na origem do extensor curto € realizada em bloco, que tem
a forma triangular, com a base distal ao epicondilo lateral. O tamanho tipico do tecido, em
geral, ¢ de 2X1 cm.

- Liberacao de toda origem do tenddo ERCC a partir do epicondilo lateral e da borda anterior
da aponeurose do ECD. Se a aponeurose do ECD estiver comprometida, todo o tecido doente
também serd removido, mas nao o tenddo normal. A liberagdo da aponeurose normal do ECD
a partir do epicondilo ¢ desnecessaria. Uma vez que o tecido doente ¢ adequadamente

ressecado, um defeito ficara presente na area anterior da origem do tendao do ERCC.
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- Para a melhora do suprimento vascular, pequenos orificios sdo perfurados na regido do

epicondilo lateral, na 4rea da inser¢do do ERCC. Fechamento do tenddo do ERLC e da

aponeurose do ECD com suturas absorviveis de fio trancado 1.0 (Vicryl®1.(), Ethicon,

Somerville, Nova Jersey, EUA), deixando-se solta a origem do ERCC.

- Sutura do subcutaneo com fio absorvivel trangado 2.0 (Vicry1® 2.0, Ethicon, Somerville,

Nova Jersey, EUA), e da pele com fio inabsorvivel mono filamento 4.0 (Mononylon® 4.0,

Ethicon, Somerville, Nova Jersey, EUA) e curativo oclusivo.
- Em seguida, o torniquete ¢ solto. Para evitar a formagdo de hematomas e fistulas, o membro

superior deve ser imobilizado com uma tala gessada axilo-palmar, por duas semanas.

3.4.2 Coleta do material de estudo

Os fragmentos do tecido da ELC foram removidos durante os procedimentos
cirargicos e imediatamente acondicionados em tubos de 15mL de polipropileno com fundo
conico para centrifuga, estéreis, identificados e mantidos em contato com gelo, em caixa de
isopor, sendo transportados em periodo inferior a trés horas para o Laboratorio de Epigenética
do Departamento de Genética do Instituto de Biociéncias de Botucatu - UNESP de Botucatu,

para processamento.
3.5. Processamento do material de estudo

3.5.1. Cultivo celular
- Cultivo celular primario

Em condigdes estéreis, na capela de fluxo laminar, as amostras foram cortadas em
pequenos fragmentos de aproximadamente Imm? com tesouras tipo Westcott estéreis. Estes
explantes foram colocados em frascos de poliestireno estéreis de 25mm*/75 mL para cultivo

de células, contendo 2ml de meio nutriente Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient
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Mixture F-12 (DMEM/F12), (LGC Biotecnologia, Brasil) enriquecido com 5 mL/L de
vitaminas TC Minimal Eagle (Thermo Fisher, EUA), 0,01 U/ml de insulina recombinante
humana NPH (Fundagdo Oswaldo Cruz, Brasil), 15 pg/mL de Glutationa (Thermo Fisher,
EUA), 100 Ul/mL de Penicilina, 40 pg/mL de Gentamicina, 2 pg/mL de Anfotericina-B
(Thermo Fisher, EUA) e suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB) (LGC
Biotecnologia, Brasil). Os frascos com os explantes foram mantidos em incubadora a 37°C,
com 5% de CO,, em atmosfera umida,

A adicdo de meio DMEM/F12 com 20% de SFB foi feita a cada trés dias, com
acompanhamento e exames das culturas sob microscopio de inversdo, para a observacao da
morfologia e comportamento celular (aderéncia, migragao e proliferacdo) até que se obtivesse
um numero satisfatoério de células em cultura, definido pela observagdo de células com alta
atividade mitdtica, em semi confluéncia, ocupando aproximadamente 2/3 da capacidade do

frasco, quando entdo, prosseguiu-se com o subcultivo das culturas.

- Subcultivo celular

Para o subcultivo, os explantes e todo o meio nutritivo foram removidos do frasco
com pipeta Pasteur. A seguir, o mesmo foi lavado com ImL de tripsina 0,25% (Thermo
Fisher, EUA) por duas vezes, sendo entdo adicionado mais ImL de tripsina e o frasco foi
mantido durante 3 a 5 minutos na incubadora a 37°C. O desprendimento celular foi verificado
com o microscopio de inversdo e a enzima inativada com a adi¢ao de 0,5mL de SFB, sendo
realizada pipetagem cuidadosa por varias vezes, em varredura. Foi adicionado 5 mL de meio
DMEM/F12 com 20% de SFB.

Esta suspensdo celular foi, a seguir, dividida em duas partes iguais, deixando-se

‘e 2
metade no mesmo frasco e outra metade em um novo frasco estéril de 25mm~. Ambos foram
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colocados novamente na incubadora e o meio nutritivo foi acrescentado a cada trés ou quatro
dias, até atingirem a semi-confluéncia, quando, entdo, foram novamente subcultivados até a

terceira passagem.

3.5.2 Processamento do PRP

Durante o procedimento cirargico, foram coletados 8,5 mL de sangue periférico por
puncdo de veia ante cubital dos portadores de ELC, em quatro tubos a vacuo contendo citrato
de sddio como anticoagulante. Os tubos foram levados imediatamente ao Laboratorio de
Epigenética para seu processamento, acondicionados em racks em caixa de isopor, a
temperatura ambiente.

Na capela de fluxo laminar, sob condigdes estéreis, o sangue anti coagulado foi
transferido para um tubo de 15 mL e centrifugado a 1.100 rpm, durante 10 minutos, sem freio.

Foram coletados 40% do plasma sobrenadante usando pipeta Pasteur, com cuidado
para ndo serem também aspirados os leucocitos que ficaram em suspensdo sobre as hemadcias.
Este plasma coletado foi, entdo, transferido para outro tubo de 15 mL e centrifugado
novamente a 1.050 rpm por 10 minutos sem freio, para o descarte do resto das células brancas
e hemadcias.

O plasma superior (40% do total) foi novamente aspirado e transferido para outro
tubo de 15 mL e centrifugado a 2.000 rpm por 10 minutos sem freio, para enriquecé-lo com
plaquetas e todo o plasma sobrenadante foi coletado em outro tubo de 15 mL. O pellet foi,
entdo, ressuspenso com somente 700 uL. de plasma coletado. O PRP obtido desta forma induz
menor efeito inflamatdrio por ser pobre em leucocitos (Yan et al., 2017).

O PRP foi, entdo, transferido para micro tubos e congelado a -80°C até seu uso.
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3.6. Estratégia de estudo

- Determinacdo das concentracdes niao citotoxicas de triancinolona pelo estudo da
viabilidade celular

Esta etapa teve por objetivo verificar quais sdo as concentragdes que ndo causam
diminui¢do excessiva da viabilidade celular, a fim de se estabelecer a faixa de concentragao
ideal de triancinolona a ser utilizada no estudo da produ¢do de citocinas inflamatdrias, uma
vez que a dose anti-inflamatoria é sempre inferior aquela que causa diminuicao da viabilidade
celular.

Foram estudadas cinco concentragdes de acetato de triancinolona comercialmente
disponivel (Valdequimica, Sdo Paulo, Brasil): 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM diluidas em meio
nutritivo DMEM/F12 completo, além do controle sem triancinolona. Para cada concentragao
testada, com seus respectivos tempos de exposi¢do de 24, 48, 72 e 96 horas, foram semeadas
em triplicatas 5x10° células/mL de ELC de terceira passagem em placas para cultivo celular
com 96 pocgos. As placas foram mantidas por 24 horas em estufa umidificada a 37°C, com 5%
de CO,, para permitir a aderéncia celular.

Transcorridos cada intervalo de tempo, o meio nutritivo com a triancinolona foi
retirado e as células lavadas com fosfate-buffered saline solution (PBS) por trés vezes, sendo
acrescidos 200 uL. de meio nutritivo com 20% de SFB em cada pogo da placa de cultivo. As
placas foram levadas novamente a estufa umidificada a 37°C com 5% de CO; por mais 48
horas e, entdo, submetidas ao teste do MTT.

- Teste do MTT (3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, S-diphenyltetrazolium bromide)
O MTT ¢ um composto que, quando incubado com células vivas, tem seu substrato

quebrado por enzimas mitocondriais, transformando-se de amarelo para um composto roxo

25



(formazan) e a produgdo deste reflete o estado funcional da cadeia respiratoria das células em
estudo, ou seja, a capacidade citotoxica das drogas testadas.

Para a realizacdo do teste de viabilidade pelo MTT, as células permaneceram
incubadas por 48 horas ap0s a retirada da triancinolona e adigdo de novo meio nutritivo, que
foi entdo removido e adicionado em cada pogo 200 pL de solugdo de MTT (Sigma Aldrich,
EUA) a 0,5 mg/mL diluida em meio DMEM/F12 completo. As células foram novamente
incubadas com esta solugdo por 4 horas, a 37°C. A solugdo de MTT foi, entdo, removida ¢
adicionados 200 pL de dimethil sulfoxide (DMSO) em cada pogo, que foi pipetado varias
vezes, a fim de se dissolverem os cristais de formazan formados e uma nova incubagdo foi
realizada por mais 5 minutos a 37°C para se dissolverem as bolhas de ar que se formaram com
a pipetagem. Finalmente, a densidade Optica foi determinada em espectrofotometro (Titertek
Multiskan, EUA) a 570nm, tendo como referéncia o comprimento de onda de 630 nm, para se
obter o sinal da amostra (ODs70-ODg30), levando em consideragdo que a densidade optica esta
diretamente relacionada a quantidade de células viaveis.

Para a determinacdo da viabilidade celular, a transmitancia encontrada na amostra foi

dividida pela transmitancia do controle no mesmo tempo de avaliacdo.

3.6.1. Padronizac¢ao do tempo de exposicio a triancinolona pelo estudo da cinética de
producio das citocinas inflamatorias

Esta fase do estudo teve por objetivo a determinag¢do dos tempos de maior variacao
nos niveis de producdo das citocinas inflamatoérias. O estabelecimento da cinética das
citocinas foi utilizado para comparar o efeito anti-inflamatério com o uso da triancinolona e

PRP.
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Tendo por base extensa revisdo da literatura, foram identificadas as citocinas mais
frequentemente investigadas quanto ao desenvolvimento e progressdo de doengas tendinosas,
durante a sua cicatrizagdo ou em resposta ao exercicio, sendo elas: IL-13, IL-6, IL-8, IL-10 e
TNF-a (Tsuzaki et al., 2003, Thilo et al., 2010).

Para este estudo preliminar com a finalidade de padroniza¢do dos tempos em que
ocorrem as maiores variagdes nos niveis das citocinas, foram dosadas apenas IL-6 e IL-8,
tendo em vista serem elas as citocinas mais comumente envolvidas em processos
inflamatorios.

Foram semeadas 5x10° células de ELC de terceira passagem por pog¢o em placas de
cultivo com 96 pogos, que foram mantidas por 24 horas em incubadora para permitir a
aderéncia celular. O meio nutritivo que permaneceu em contato com as células, ou meio
condicionado, foi coletado nos tempos: 0 (Typ), 1(T1), 4(T2), 8(T3), 12(T4), 24(Ts), 48(Ts) e
72(T7) horas, em triplicatas, para ser analisado quanto a produgdo das citocinas inflamatorias
IL-6 ¢ IL-8 por meio de ensaio imunoenzimatico (ELISA). A medida que os meios
sobrenadantes foram sendo retirados, foram mantidos a temperatura de 2°C e apds a retirada
do meio do ultimo tempo (T7), foram todos transportados imediatamente ao Laboratorio de
Imunopatologia da relacdo Materno-Fetal do Departamento de Patologia da Faculdade de
Medicina - UNESP, para a determinacao dos niveis das citocinas pro-inflamatdrias.

As placas de poliestireno com 96 orificios de alta afinidade (MaxSorp, Nunc, Life,
USA) foram sensibilizadas por 18 horas a 4° C, em cdmara umida, com anticorpo de captura
para: IL-6 e IL-8 (R&D Systems, DuoSet, USA) diluido em tampao PBS, pH 7,2. Apos a
incuba¢do, foram realizadas trés lavagens da placa com solu¢do de PBS pH 7,2 contendo
Tween 20 a 0,05% (PBS-T). Esse procedimento foi repetido em todas as etapas de lavagem

até¢ a fase anterior a adicdo do substrato. O bloqueio dos sitios livres da placa foi realizado
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com solucdo de PBS-T, contendo leite desnatado (Molico-Nestl¢, Sao Paulo, Brasil), na
concentracdo de 5% (PBST-M), durante trés horas, a temperatura ambiente. Apds a lavagem
da placa, foram adicionados na primeira coluna 100mL das citocinas recombinantes humanas:
IL-6 e IL-8, nas concentracdes indicadas pelo fabricante para obtencdo da curva padrdo. Nos
demais orificios foram distribuidos 100mL dos sobrenadantes das culturas, em duplicata, com
posterior incubagdo por quatro horas, a temperatura ambiente. Apods esse periodo e lavagem,
foram adicionados 100mL de anticorpo de deteccdo: IL-6 e IL-8. As placas foram mantidas
por trés horas a temperatura ambiente. Em seguida a lavagem, foram adicionados 100mL de
Streptoavidina na dilui¢do 1:200 em cada orificio da placa e a reagdo incubada por 30
minutos, a temperatura ambiente. Apos o procedimento de lavagem, foram adicionados
100mL do substrato constituido de 12,5mL de tampao citrato-fosfato 0,1M, pH 5,0 e suas
densidades opticas avaliadas em leitor automatico de ELISA (Titertek Multiskan, EUA), em
comprimento de onda de 492nm. As concentragdes das citocinas no liquido sobrenadante
foram calculadas com 10 mg de Ortofenilenodiamina (Sigma, EUA) e a reacdo incubada por
30 minutos a temperatura ambiente em camara escura. A reag¢do foi interrompida por adi¢ao
de 50mL de solucao de acido sulfurico 2N e foram obtidas as densidades com as diferentes
citocinas recombinantes humanas IL-6 e IL-8. As concentragdes de citocinas foram expressas

em pg/mL e foram realizados ensaios para determinacao da variabilidade inter e intra-assay.

3.7. Padronizacao das concentracoes de triancinolona com efeito anti-inflamatorio

Apbs a determinacdo dos tempos em que os niveis das citocinas sofrem maiores
alteracdes, foi realizado o estudo da producao das citocinas IL-6 e IL-8 pelas células da ELC
apos a exposicao a varias concentragdes de triancinolona determinadas como ndo citotdxicas,

comparativamente ao PRP. Desta forma, as melhores concentragdes de triancinolona a serem
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estudadas foram selecionadas, escolhendo-se as que tivessem efeito anti-inflamatorio sobre as
células de ELC, para estudo de todas as demais citocinas IL-13, IL-10 e TNF-a, além da IL-6
e [L-8.

Foram semeadas 5x10° células de ELC da terceira passagem, em placas de cultivo
com 96 pogos ¢ mantidas por 24 horas em incubadora umidificada a 37°C com 5% de CO,
para permitir sua aderéncia.

O grupo triancinolona foi exposto em triplicatas & mesma nas concentragdes pré-
determinadas como nao citotoxicas: 0.01, 0.1, 1, 10 e 100 uM e o grupo PRP, a 100 uL do
mesmo. O grupo controle foi exposto somente ao meio nutritivo completo. As culturas foram
mantidas em incubadora umidificada a 37°C com 5% de CO,, durante os tempos pré-
determinados como sendo 6, 12, 18, 24 e 48 horas apds a exposi¢do nos grupos triancinolona
e 12, 24 e 48 horas no grupo PRP.

Os meios nutritivos sobrenadantes que estavam em contato com as células durante
cada tempo apds a exposi¢do a triancinolona, PRP e grupo controle foram coletados e
analisados para a determinacdo da concentragdo das citocinas inflamatérias IL-6 e IL-8 por
meio do teste de ELISA, para a sele¢do das concentragdes de triancinolona com efeito anti-
inflamatorio, a fim de serem posteriormente utilizadas no estudo da producdo de todas as

demais citocinas.

3.8. Estudo do efeito da triancinolona e PRP sobre a producio de citocinas
A etapa anterior permitiu verificar que concentragdes de triancinolona que levaram a
diminui¢do efetiva da produ¢do das citocinas foram: 1, 10 e 100 uM. Desta forma, o estudo

prosseguiu com a analise destas concentrac¢des de triancinolona.
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Como foi verificado que o PRP poderia levar a um efeito anti-inflamatorio mais tardio,
além das 48 horas previamente avaliadas, a dosagem das citocinas com o uso do PRP foi
estendida até 96 horas. Assim, os tempos analisados passaram a ser: 6, 12, 18, 24, 48, 72 ¢ 96
horas, sendo que nos tempos 48, 72 e 96 horas, o efeito da triancinolona foi comparado ao

tratamento com o PRP.

3.8. Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise estatistica pelo teste de two-way ANOVA ¢
do teste de multiplas comparacdes de Sidak, com nivel de significincia de 5%. As analises
estatisticas foram realizadas pelo software GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc, La Jolla,

CA, EUA).
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4. RESULTADOS

4.1. Cultivo celular primario

Apos sete dias em cultivo, células fusiformes iniciaram sua migracdo a partir dos
explantes (Fig. 5A), proliferando (Fig. 5B) e atingindo a confluéncia aproximadamente em 21
dias (Fig. 5C e 5D), quando puderam ser submetidas ao primeiro sub cultivo.

As células foram cultivadas até a terceira passagem sem perda de suas caracteristicas
fenotipicas, quando foram, entdo, submetidas aos ensaios do MTT e exposi¢do a triancinolona

e ao PRP.

Figura 5 - (A) Células fusiformes migrando a partir do explante de epicondilite lateral do cotovelo
(aumento de 10X); (B) e (C) Células em proliferagdo (aumento de 20X e 40X) e (D) células em confluéncia
(aumento de 10X).

Fonte: material elaborado pelo autor
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Figura 6 - Detalhes da morfologia fusiforme das células em cultivo
(aumento de 60X).
Fonte: material elaborado pelo autor.

4.2. Teste de viabilidade do MTT

O estudo da viabilidade celular ap6s a exposicdo as seis concentragdes de
triancinolona (0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM) nos tempos de exposicao de 24, 48, 72 ¢ 96
horas, demonstrou que houve significativo aumento da viabilidade celular (P=0,0040) quando
a triancinolona foi usada na concentra¢ao de 10 uM, no tempo de 72 horas (Fig. 7).

Houve tendéncia a diminui¢do da viabilidade celular quando usada a menor
concentragdo de triancinolona, a de 0.001 uM, em todos os tempos testados, sendo, portanto,
excluida esta concentracao dos estudos posteriores.

Assim, as concentracdes de triancinolona estabelecidas para o estudo seguinte foram:

0.01,0.1,1, 10 € 100 uM.
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Figura 7 — Distribui¢do da viabilidade celular no ensaio do MMT, de acordo com as concentragdes de
triancinolona, nos quatro tempos de exposicao.

4.3. Cinética de producio das citocinas inflamatorias

Nesta etapa do estudo foram analisadas as concentragcdes de triancinolona
determinadas previamente pelo ensaio de viabilidade do MTT, em tempos de exposi¢cao
menores: 0(Ty), 8(T1), 12(Tz), 18(T3), 24(T4) e 48(Ts) horas, em triplicatas, para o estudo da

cinética de produg¢do das citocinas IL-6 e IL-8 pelas células de ELC pelo método de ELISA.

4.3.1. Cinética da producio de IL-6

A andlise da cinética da producdo de IL-6 pelas células da ELC expostas a
triancinolona mostrou que, em concentragdes mais baixas, de 0.01 e 0.1 uM, houve produ¢ao
de IL-6 maior que os controles. A partir de 24 horas de exposi¢do, células expostas a
triancinolona nestas duas menores concentragdes e controles foram iguais (Fig. 8).

A adicdo de PRP as culturas de células de ELC demonstrou efeito similar as duas
menores concentragdes de triancinolona (0.01 e 0.1 uM) nas primeiras 6 horas, apresentando
niveis de IL-6 maiores que os controles ndo tratados de 6 a 24 horas e, apds este periodo de

tempo, comportou-se similarmente aos controles (Fig. 8).
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Figura 8: Cinética da producéo de IL-6 pelas células de ELC apds exposicdo a varias
concentragdes de triancinolona, PRP e controles.

A cinética da producdo de IL-6 apos exposicao as diferentes concentragdes de
triancinolona em comparacdo aos controles, demonstrou efeito inibitorio significativo na
produgdo da IL-6 quando usada a concentragdao de 10 uM (P=0.02) e 100 uM (P=0.008) (Fig.
8).

Quanto ao estudo comparativo entre triancinolona e PRP, as duas menores
concentragdes (0.01 e 0.1 uM) ndo apresentaram diferenca na produgdo de IL-6. Porém, a
partir da concentracdo de 1uM, a triancinolona mostrou significancia na comparacdo da
inibi¢do da producdo de IL-6 em relacdo ao PRP, com P=0,0074 para 1 uM, P=0,0072 paralO

uM e P=0,0037 para 100 uM (Fig. 8).
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4.3.2. Cinética da producio de IL-8

A andlise da cinética de producdo de IL-8 mostrou que com o uso das duas menores
concentragdes de triancinolona (0.01 e 0,1 uM) os niveis de IL-8 foram maiores ou iguais aos
controles ndo expostos (Fig. 9).

As concentragdes de triancinolona de 1, 10 e 100 uM diminuiram significativamente
(P=0,02) os niveis de IL-8 em comparagdo aos controles (Fig. 9).

Com a exposicdo ao PRP que se iniciou apdés 12 horas, os niveis de IL-8

mantiveram-se sempre superiores aos controles, porém sem significancia estatistica (Fig. 9).

I

8.’ 0.01
€ 2000+ 0.1

*? 1

= 1500-

% — 10

,‘3 1000+~ — 100

S e — control
.E 500+ ) —— — controles
3 e — — PRP
c

(o] 0 L] ] ] ] ]

(&)

Tempo em horas

Figura 9: Cinética da produgdo de IL-8 pelas células de ELC ap6s exposicéo a varias concentragdes de
triancinolona, PRP e controles.

A comparacdo dos niveis de IL-8 apds o tratamento com PRP demonstrou uma
elevagdo significativa de seus niveis para todas as concentragdes de triancinolona, com
P=0,005. (Fig. 9).

A adicdo de PRP as culturas de células de ELC demonstrou elevar os niveis de 1L-8
igualmente aos controles nas 12 primeiras horas (Fig. 9), com manuten¢do da concentragdo

em niveis superiores aos controles até as 24 horas, quando entdo observou-se um aumento
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exponencial de at¢ a média de 2.099,219 pg/mL pontualmente as 48 horas, porém sem

significancia estatistica devido ao elevado desvio padrdo do PRP, conforme demonstrado na

Fig.10.
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Figura 10: Producéo de IL-8 pelas células de ELC no periodo de 6 a 48 horas apos
exposi¢ao a varias concentra¢des de triancinolona, PRP e controles.

4.4. Estudo do efeito anti-inflamatorio da triancinolona e PRP sobre a produc¢io das
citocinas IL-6, IL-8, IL-18, IL-10 e TNF-a

Apoés a verificacdo das concentragdes ideais a serem testadas, determinadas pelo
melhor efeito anti-inflamatério observado nos experimentos prévios, foi realizado o
experimento final, com a exposi¢do das células de ELC a triancinolona nas concentragdes 1,
10 e 100 uM, com posterior comparacao ao PRP e controles, nos tempos 6, 12, 18, 24, 48, 72
e 96 horas. O PRP foi estudado nos tempos 48, 72 e 96 horas.

As culturas dos grupos controles que ndo foram expostos a nenhum dos tratamentos,

apresentaram uma elevada producdo de IL-6, que ascendeu rapidamente apds 12 horas, sendo
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necessaria a diluicdo em até 1:25 para que o ensaio pudesse detectar valores mensurdveis de
IL-6, atingindo a média de 637,62 + 280,62 a 4.890,76 = 1.929,09 pg/mL de 6 a 96 horas
(Fig. 11).

A segunda citocina mais produzida pelas células de EPC foi a IL-8, com a média de
303,32 = 15,15 a 719,87 £139,67 pg/mL de 6 a 96 horas de analise.

As demais citocinas foram produzidas em niveis bem inferiores, de 0,041 = 0,07 a
1,19 = 1,58 pg/mL para a IL-10; 0,26 = 0,45 a 0,20 = 0,35 pg/mL para a IL1-f3 e zero a 0,81 =

1,20 pg/mL para o TNF-a (Fig. 11).
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Figura 11: Niveis das citocinas IL-6, IL-8, IL-10, IL1-f ¢ TNF-a produzidas
pelas células de ELC em cultivo relativas aos grupos controles.

Com o uso da triancinolona, para as trés concentragdes estudadas, houve uma
diminuicdo significativa na producgao de IL-6 pelas células de ELC nos trés Gltimos tempos de

estudo, ou seja, 48, 72 e 96 horas (P<0,05) (Fig. 12) quando comparada aos controles. Se
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comparados ao uso do PRP, os niveis de IL-6 foram significativamente menores com o uso da
triancinolona em todas as concentragdes, nos tempos 72 e 96 horas (P<0,05).

Quando analisada a producdo de IL-6 pelo grupo PRP comparativamente aos
controles, verificou-se que as culturas expostas ao PRP produziram IL-6 em niveis

significativamente superiores aos controles nos tempos 72 e 96 horas (P<0,05) (Fig. 12).
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Figura 12 - Niveis de IL-6 produzidos pelas células de ELC expostas a 1, 10 e 100uM de
triancinolona, ao PRP e controles ndo expostos (¥P<0,05).

Quanto a producao de IL-8, houve uma diminuigao significativa (P<0,05) com o uso
da triancinolona em comparagdo aos controles nos tempos 12, 48, 72 e 96 horas para todas as
concentragdes estudadas (Fig. 13).

Quando comparada ao PRP, a produgdo de IL-8 pelas culturas expostas a

triancinolona foi significativamente menor (P<0,05) que o grupo PRP, para todas as
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concentragdes testadas, em todos os tempos determinados para o estudo (48, 72 e 96 horas)
(Fig. 13).
A producdo de IL-8 pelas culturas tratadas com o PRP foi significativamente maior

(P<0,05) que o grupo controle, em todos tempos estudados (48, 72 e 96 horas).
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Figura 13 - Niveis de IL-8 produzidos pelas células de ELC expostas a 1, 10 e 100uM de triancinolona, ao PRP
e controles ndo expostos (¥*P<0,05).

A produgdo de IL-10, apresentou aumento pontual significativo (P=0,02) com a
concentragdo de 100 uM no tempo 48 horas, em comparagdo com os controles ndo expostos

(Fig. 14).
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Figura 14: Niveis de IL-10 produzidos pelas células de ELC expostas a 1, 10 e 100uM de triancinolona, ao PRP e controles
expostos (*P=0,02).
A IL1-fB apresentou um aumento pontual, porém ndo significativo, devido ao alto

desvio padrao, também com a concentragdo de 100 uM no tempo 48 horas, em comparagao

aos controles (Fig. 15).
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Figura 15: Niveis de IL1-f produzidos pelas células de ELC expostas a 1, 10 e 100uM de
triancinolona, ao PRP e controles ndo expostos.
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A citocina TNF-a foi produzida em baixos niveis e ndo apresentou alteragdes
significativas em relagdo aos controles ndo expostos quando as culturas foram tratadas com

triancinolona ou PRP (Fig. 16).
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Figura 16: Niveis de TNF-a produzidos pelas células de ELC expostas a 1, 10 e 100uM de
triancinolona, ao PRP e controles ndo expostos.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo foi realizado visando esclarecer pontos da etiopatogenia e
resultados de tratamentos aplicados na pratica clinica da ELC. Utilizando testes in vitro foi
possivel observar que células cultivadas a partir de explantes de ELC produzem as citocinas
IL-6 e IL-8. Este estudo foi o primeiro a verificar que as células de ELC secretam IL-6 e IL-8
em altos niveis, o que, possivelmente, pode estar relacionado ao desenvolvimento e
progressdo desta afeccdo. Quando estas células foram expostas a triancinolona houve uma
reducdo significativa na produgdo destas citocinas em comparagdo aos controles e ao PRP. O
PRP aumentou significativamente os niveis de IL-6 e IL-8, em todos os tempos de exposicao.

Além de estabelecer as bases do cultivo celular de células da ELC, a maior
contribuicdo deste estudo consiste na demonstragdo da secrecdo das citocinas inflamatorias

IL-6 e IL-8 pelas células da ELC, comprovando a natureza inflamatoria desta afecgao.

5.1. Consideracoes a respeito da metodologia aplicada

5.1.1. Delineamento da amostra

A escolha dos rigidos critérios de inclusdo, excluindo individuos com outras doengas
ortopédicas ou reumatoldgicas associadas a tratamento percutdneo ou cirirgico para a ELC,
com wash-out de pelo menos seis meses, limitou muito a possibilidade de inclusdao de
pacientes no estudo. Porém, garantiu a seguranca de que as células em cultivo fossem
representativas da ELC, sem possibilidade de serem células modificadas pela manipulagao

previa da lesdo.
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5.1.2. Cultivo celular

Embora estudos in vitro possam nao reproduzir totalmente as condig¢des
naturais dos eventos a serem avaliados, as duas maiores vantagens de um estudo usando
cultivo de células sdo o controle estrito dos agentes externos ambientais e a homogeneidade
das amostras. O controle ambiental nos permite eliminar fatores extrinsecos capazes de
influenciar os resultados do tratamento, como a volta ao ambiente de trabalho com a
realizacdo dos movimentos de estresse ao tenddo, dependentes da atividade profissional do
portador.

Quanto a homogeneidade das amostras, o cultivo permite que as células sofram
uma sele¢do natural para o estabelecimento das linhagens, uma vez que os tipos celulares
mais vigorosos e agressivos serdo as células iniciais que irdo aderir, migrar e proliferar para a
linhagem em estudo.

Uma outra vantagem do uso do cultivo celular esté relacionada a possibilidade
do isolamento de substancias produzidas somente pela célula em estudo, assim como avaliar a
influéncia de tratamentos especificos sobre a proliferagao celular.

Portanto, no caso da ELC, o uso do cultivo de células ¢ muito adequado, uma
vez que elimina fatores extrinsecos e permite avaliar se as células desta lesdo sdo capazes de
produzir citocinas inflamatdrias, visto que hd uma grande discordancia quanto a origem desta
lesdo, o que motivou até mudancas de nomenclatura de “epicondilite” para “tendinose”
(Nirschl & Pettrone, 1979, Kraushaar & Nirschl, 1999 ). Assim, o presente estudo pode trazer

novas luzes para o conhecimento da real natureza desta afeccao.

5.1.3. Tratamentos estudados
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O tratamento cléassico para a ELC sempre foi o esteroide intralesional. Estudos
citados no capitulo introdutério apontam elevados indices de cura (Stein et al. 1953; Nevel0s,
1980; Binder & Hazleman, 1983) com o uso dos esteroides, que apresentam as vantagens de
ter baixo custo, facil aquisicdo comercial e, como a aplicag@o ¢ intralesional, praticamente nao
ha efeitos colaterais, a ndo ser os riscos inerentes a injecdo, que sao 0S mesmos que existem
também para o PRP.

Optou-se pelo estudo da triancinolona acetonido, ao invés do hexacetonido,
uma vez que o acetonido ¢ o metabolito ativo do hexacetonido (Sun et al., 2018), além de
haver maior nimero de publicagdes a respeito do acetonido. No entanto, quando aplicados
clinicamente, ndo foram verificadas diferengas entre ambos (Silvinato & Bernardo, 2017).

O PRP ¢ um tratamento relativamente recente, que vem despertando grande
interesse na Ortopedia, sendo relatados elevados indices de cura (Peerboons et al., 2010;
Gupta et al., 2019). No entanto, o seu comportamento ¢ diferente dos corticoides, nos quais os
resultados sdo imediatos com uma tendéncia de piora com o passar dos meses (Gupta et al.,
2019). Estudos mostram que os melhores resultados com o uso do PRP sdo obtidos apds o
sexto més da aplicagdo (Peerboons et al., 2010; Lebiedzinski et al., 2015, Gupta et al., 2019).
Apresenta a desvantagem do custo elevado devido ao processamento, para o qual ha
necessidade de centrifuga e freezer -80°C para armazenamento, caso ndo seja usado de
imediato (Greening et al., 2017).

Desta forma, o presente estudo teve a intengdo de comparar o tratamento

tradicional, baseado nos corticosteroides, com o mais moderno, utilizando o PRP.

5.2. Analise dos resultados

5.2.1. Estudo da viabilidade celular
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Inicialmente foi realizado um estudo para verificar as concentragcdes seguras da
triancinolona que ndo comprometessem a viabilidade celular, com o intuito de realizar os
testes sem risco de citotoxicidade. Esta medida se faz necessaria, tendo em vista que as
concentragdes utilizadas in vivo ndo podem ser extrapoladas para os testes in vitro, pois as
células em cultivo ndo apresentam o wash-out que os tecidos dos organismos possuem para o
clearence das substancias utilizadas para os tratamentos.

As concentragdes escolhidas foram baseadas na literatura. No entanto, ha apenas um
estudo com o uso da triancinolona que avaliou a viabilidade de células originarias de ELC
(Han et al., 2012). Todos os demais, foram realizados com o uso de tenécitos sadios (Wong et
al., 2009; Harada et al., 2014).

Observou-se aumento significativo da viabilidade celular (P=0,0040) com o uso da
triancinolona na concentracdo de 10 uM no tempo de 72 horas. Isto pode ser explicado pela
diminui¢do da viabilidade dos controles neste tempo de avaliagdo, uma vez que a viabilidade
¢ expressa pela transmitdncia da amostra, dividida pela transmitdncia do controle e,
diminuindo-se o valor dos controles, consequentemente havera um aumento da viabilidade.

Os dados deste estudo demonstram também uma tendéncia a diminui¢do da
viabilidade celular quando usada a menor concentragdo testada (0.001 uM), em todos os
tempos. Desta forma, esta concentragdo foi excluida nos passos posteriores do estudo. Este
achado pode ser explicado pelo efeito catabdlico dos glicorticoides, aumentando a
disponibilidade de substratos para oxidacdo mitocondrial a partir de glicose, aminoacidos e
acidos graxos que, em concentragdes especificas, permitiriam as células uma resposta
adaptativa rapida a situacdes de estresse. Concentragdes muito baixas ndo teriam este efeito

(MacFarlane et al., 2008).
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Esta fase de estudo da viabilidade para o estabelecimento das concentracdes ndo
citotoxicas de triancinolona ¢ extremamente importante pois a diminuicdo do niimero de
células viaveis decorrente de concentracdo excessiva da droga testada, levard a reducao das
citocinas produzidas, ndo pelo efeito anti-inflamatorio, mas por auséncia de células vidveis
para produzi-las, podendo acarretar uma interpretagdo erronea sobre a producdo real de

citocinas.

5.2.2. Cinética de producio das citocinas sob efeito da triancinolona e do PRP

Foi realizado o estudo da producdo das citocinas IL-6 e IL-8 por ELISA em tempos
de exposi¢cdo curtos (a cada 4 horas), uma vez que estas sdo produzidas prontamente em
resposta a estimulos de estresse fisico ou quimico as células.

A cinética da produgdo de citocinas pelas células da ELC expostas a triancinolona,
demonstrou que as menores concentracdes, de 0.01 e 0.1 uM levaram a uma producao de IL-6
e IL-8 maiores que os controles. Portanto, por ndo apresentarem nenhum efeito anti-
inflamatorio, estas concentragdes foram excluidas dos experimentos posteriores, por serem
concentragdes insuficientes para exercer efeito anti-inflamatorio.

Desta forma os experimentos finais foram realizados com triancinolona nas
concentragdes de 1, 10 e 100 uM, que apresentaram efeito inibitorio significativo sobre a
producdo de IL-6.

Os resultados do efeito da triancinolona sobre a producdo de IL-8 foram similares
aos da IL-6, com diminui¢do significativa em sua producdo com as concentragdes de 1, 10 e
100 uM.

O PRP foi estudado nos tempos 12, 24 e 48 horas, tendo sido verificado que a partir

de 12 horas o tratamento com PRP levou a um aumento progressivo da producdo de IL-6 e
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IL8 até¢ a ultima medida feita as 48 horas. Assim, nos estudos posteriores foi realizada a
avaliacdo do PRP a partir de 48 horas, nos tempos de 48, 72 e 96 horas, a fim de se analisar o

a produc¢do das citocinas nestes intervalos de tempos mais tardios.

5.2.3. Estudo do efeito da triancinolona e PRP sobre a producio das citocinas IL-1, IL-
10 e TNF-a., 1L-6 e IL-8
* Producio de citocinas pelos grupos controles

Os controles, com culturas de células provenientes de ELC ndo expostas aos
tratamentos, permitiram demonstrar que as células de ELC mesmo sem nenhum estimulo, sao
capazes de produzir IL-6 em niveis crescentes, atingindo valores muito elevados a partir de 12
horas. A IL-8 também foi produzida pelas células do grupo controle durante todo o estudo,
porém em niveis inferiores aos observados com a IL-6.

Os achados revelados pelo grupo controle nos permitem afirmar que a ELC é uma
afec¢do inflamatdria, pois as suas células, isoladas em cultivo, produziram IL-6 e IL-8, sem
que houvesse qualquer estimulo externo de outra citocina.

A citocina IL-10 foi produzida em niveis baixos, porém com o uso da triancinolona
a 100 uM, no tempo 48 horas, houve aumento significativo em comparacdo com os controles.
A producdo de IL1-f e TNF-a pelas células dos controles foi muito baixa, sem alteragdes
significativas também quando as culturas foram tratadas com triancinolona ou PRP.

Estes resultados apontam que apenas as citocinas IL-10, IL-6, IL-8 merecem

aten¢do no tocante a ELC e serdo apenas elas objeto de discussao.

* Producio de IL-10
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A IL-10 ¢ uma citocina anti-inflamatoria, que apresentou aumento significativo de
seus niveis com o uso da triancinolona, no tempo 48 horas e com a concentragao de 100

uM.

A IL-10 tem efeito protetor, inibindo a liberagcdo de outras citocinas inflamatdrias
(Fiorentino et al., 1991), além de agdo anti-apoptdtica (Sabat et al., 2010).

O papel da IL-10 foi demonstrado, principalmente nas cé¢lulas imunes (Reitano et al.,
1994; Bissonnette et al., 2004), nestas células, a IL-10 inibe a expressdo de citocinas pro-
inflamatorios como TNF-a, IL1f3, IL6, IL-8, porém nas tendinopatias a regulacdo das
citocinas inflamatodrias pela IL-10 ainda ndo foi completamente elucidada. No estudo de
John et al. (2010), os autores demonstraram que tenocitos sadios foram capazes de
sintetizar IL-10 significativamente, ao serem ativados com as citocinas inflamatérias TNF-
a e IL-6, sendo que esta producdo nao foi encontrada nos tenodcitos ndo estimulados por
estas citocinas.

Em nosso estudo, concomitantemente a este aumento pontual de IL-10, houve

também um aumento de IL1-f no mesmo tempo 48 horas, o que justifica a elevacao de IL-10

e demonstra seu papel anti-inflamatério, uma vez que esta ¢ uma citocina regulatoria da

intensidade da inflamacdo, produzida a fim de controlar os niveis de IL1- que estavam se

elevando também no tempo 48 horas. A partir deste pico de IL-10, os niveis de IL1-p foram

progressivamente regredindo até o tltimo tempo de estudo, pelo provavel efeito da IL-10, que

mesmo em pequenas concentragdes, apresenta potente efeito anti-inflamatorio sobre a

producdo de IL1-f. Apesar do aumento de IL1-f ndo ter apresentado significancia estatistica,

esta elevagdo foi capaz de estimular a producao de IL-10 pelas células de ELC.

Os glicocorticoides sdo capazes de induzir a diferenciacdo de um subtipo especifico

de macréfago ativado chamado macrofago regulador, que tem atividade anti-inflamatoria,
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sendo capaz de diminuir a produgdo de citocinas pré-inflamatoérias como a IL-1, IL-6 ¢ TNF,
além estimular a producdo de IL-10 (Scheinman et al., 1995; Siebelt et al., 2015). Portanto,
pode ser este o motivo da elevagdo de IL-10 somente ter ocorrido quando usada a maior
concentragdo de triancinolona, de 100 uM. Estudos posteriores serdo necessarios para o
melhor entendimento do envolvimento da IL-10 no efeito anti-inflamatoério da triancinolona
sobre as células de ELC. Entretanto, foi possivel demonstrar que a IL-10 pode ser produzida
nao somente pelos macrofagos reguladores, que ndo estavam presentes nas culturas, mas pelas
proprias células da lesao.

O PRP durante todo o tempo do estudo ndo influenciou a producdo de IL-10, ndo

demonstrando efeito anti-inflamatorio por esta via.

* Producio de IL-6

O presente estudo foi o primeiro a verificar que as células de ELC secretam a IL-6 em
altos niveis, o que possivelmente pode estar relacionado ao desenvolvimento e progressao
desta afec¢do. A IL-6 foi descoberta em 1986, sendo descrita como um fator de diferencia¢ao
de células B, capaz de diferenciar células B ativadas em células produtoras de
imunoglobulinas (Hirano et al., 1986). Hoje sabe-se que a IL-6 pode ser produzida por varios
tipos celulares, como células-T, células-B, monocitos, fibroblastos, queratindcitos, células
endoteliais, mesangiais, adipdcitos, algumas células tumorais e também pelos tenocitos

(Tsuzaki et al., 2003).
No presente estudo foi possivel verificar que a triancinolona, nas trés concentragdes
estudadas, quando comparada aos controles, foi capaz de reduzir significativamente (P<0,05)

a producao de IL-6 nos tempos 48, 72 e 96 horas e o PRP apresentou efeito contrario, pro-
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inflamatorio, levando a uma maior producao de IL-6 em relagdo a todos os grupos tratados
com a triancinolona e em rela¢do aos controles.

A IL-6 ¢ uma citocina capaz de influenciar varios tipos celulares e tem multiplas
acdes bioldgicas, por meio de seu sistema de receptores tnico. Geralmente atua como citocina
pro-inflamatéria, envolvida na regulacdo positiva das reacdes inflamatorias e no processo de
dor patologica, mas apresenta a peculiaridade de ser capaz de agir também como uma citocina
anti-inflamatoria, dependendo da circunstancia, através da ativacdo de seus receptores
soluveis. A producdo elevada de IL-6 esta envolvida na patogénese de doengas auto-imunes e
inflamatorias, sendo que o bloqueio de seus receptores pelo anticorpo monoclonal anti-IL-6
(Tocilizumab) tem comprovada melhora dos sintomas da artrite reumatdide, doenga de
Castleman e artrite reumatoide juvenil idiopatica (Mihara et al., 2005).

O singular mecanismo de ligacdo com seus receptores ¢ chamado trans-sinalizacao.
Resumidamente, ocorre da seguinte forma: a IL-6 se liga a um receptor nas células alvo,
denominado IL-6R. O complexo de IL-6 e IL-6R se associa a uma segunda proteina, a gp130,
que entdo, dimeriza e inicia a sinalizacdo intracelular. Porém, enquanto a gp130 ¢ expressa em
todas as células, a IL-6R esta presente apenas em poucas células do corpo, como hepatdcitos e
alguns leucdcitos. As células que ndo expressam IL-6R ndo podem responder a citocina, uma
vez que a gpl130 sozinha ndo possui afinidade pela IL-6. Mas existe uma forma soluvel de
receptor de IL-6, (sIL-6R) que contém a porcdo extracelular do receptor e pode se ligar a IL-6
com a mesma afinidade do receptor IL-6R ligado & membrana. O complexo de IL-6 e sIL-6R
pode entdo se ligar a gp130 em células que ndo expressam a IL-6R e que ndo responderiam a
IL-6. Existem evidéncias de que a sinalizacdo trans de IL-6 ¢ pré-inflamatoria, enquanto a
sinalizacdo classica de IL-6, via IL-6R ligada a membrana, estd relacionada a atividades

regenerativas ou anti-inflamatdrias da citocina (Rose-John et al., 2012). Uma vez
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demonstrada a produ¢do de IL-6, estudos futuros poderdo ser realizados para a detec¢do do
receptor soluvel, verificando se a IL-6 tem fun¢do anti-inflamatéria ou pré-inflamatoria na
patogenia da ELC.

Os principais efeitos da IL-6 sdo: producdo de resposta inflamatdria de fase aguda,
aumento da angiogénese, migragdo de neutrdfilos, ativacdio da resposta imune,
remodelamento Osseo tendo efeito patogénico na absor¢do dssea anormal na artrite
reumatoide, mieloma multiplo e outras doencas caracterizadas pela excessiva génese de
osteoclastos e lesoes liticas Osseas, inibicdo da condrogénese pela reducao dos niveis de IGF-
1 (insulin-like growth factor-1) circulante, tem papel importante em alguns tipos de cancer,
sendo um indice de pobre progndstico, relacionado a maior indiferenciagdo e disseminacgdo de
metastases (Mihara ef al., 2012).

O tnico estudo in vitro sobre o papel de citocinas inflamatorias na ELC ¢ o de Han et
al. (2012), no qual foi verificada a produgdo de IL-1a e do neuropeptideo relacionado ao gene
da calcitonina, ndo sendo investigada a IL-6 e a IL-8. Porém, varios autores (Nakama et al.,
2006; Skutek et al., 2001; Schulze-Tanzil et al., 2011) relatam que a IL-6 contribui para o
desenvolvimento da doenga do tenddo, sendo a tnica citocina envolvida na tendinopatia em
humanos, uma vez que a maioria dos estudos utilizando modelos experimentais animais
encontraram elevagdo dos niveis de IL-1B, IL-6 e TNF-a (Morita et al., 2017). A
administracdo de IL-6 em culturas de tendcitos sadios ndo mostrou nenhum efeito sobre a
expressdo de citocinas; porém, a via de trans-sinalizagdo ainda era desconhecida na época, o
que pode sido o motivo da auséncia de resposta, pois as células eram tendcitos de tenddes

sadios (Thilo et al., 2010).

51



* Producio de IL-8

Assim como verificado com a IL-6, o presente estudo demonstrou que as células de
ELC secretam também IL-8, duas citocinas com comprovado envolvimento inflamatdrio nas
tendinopatias (Thilo ef al., 2010).

O uso da triancinolona nas trés concentracdes estudadas, levou a uma redugdo
significativa dos niveis de IL-8 quando comparada aos controles, nos tempos 12, 48, 72 ¢ 96
horas (P<0,05), similar ao ocorrido com a IL-6.

Contrariamente, o PRP causou uma elevacao significativa (P<0,05) dos niveis de IL-
8 em relacdo a todas as concentracdes de triancinolona e aos controles, confirmando o seu
efeito pro-inflamatdrio também com esta citocina.

Desta forma, pode-se afirmar que a triancinolona ¢ efetiva e superior ao PRP na
diminui¢do da inflamacao nestas concentragdes, nas primeiras 96 horas apos o tratamento.

A IL-8 foi originalmente reconhecida como um ativador de neutréfilos, com base em
seus dois efeitos in vitro, a quimiotaxia e a liberagdo de enzimas granulares, sendo
responsavel pelo recrutamento e ativagdo de neutrdfilos e granuldcitos para o sitio da
inflamagao (Baggiolini & Clark-Lcwisb, 1992).

No estado fisiologico, a IL-8 ¢ praticamente indetectavel, mas pode aumentar
rapidamente quando induzida por citocinas pro-inflamatdrias como a interleucina-1. Assim
como a IL-6, a IL-8 ¢ uma citocina pro-inflamatdéria com um papel importante na cartilagem e
danos 6sseos, atuando como uma quimiocina potente, com fun¢do chave na promogdo da
inflamacao mediada por neutréfilos e destruicao da cartilagem.

Essas duas citocinas apresentam uma tendéncia especifica e similar em resposta aos

eventos articulares. Bigoni et al. (2016) verificaram que, imediatamente apds a ruptura do
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ligamento cruzado anterior (LCA), ha aumento significativo dos niveis de IL-6 e IL-8 em
comparac¢do ao grupo de lesdo cronica do LCA, diminuindo ap6s um més da lesdo. Entretanto,
a reconstrucdo cirurgica do LCA causa elevacao dos niveis pds-cirargicos de IL-6 cinco vezes
maior e de IL-8 dez vezes maior que os niveis pré-cirurgicos. Portanto estas duas citocinas
devem estar envolvidas em toda a histdria bioldgica de uma articulagdo com lesdo e sua
reconstru¢do (Bigoni et al., 2016).

O PRP ¢ uma preparagdo de plasma autdlogo enriquecido com uma concentragao de
plaquetas acima do normalmente contido no sangue total. No tratamento clinico ortopédico, o
PRP ¢ classicamente preparado por centrifugagdo de sangue total anti coagulado e seus
componentes sdo retirados a fim de se concentrar as plaquetas acima dos niveis basais (Wu et
al., 2016). Os protocolos tipicos realizam uma ou duas centrifugagdes para a coleta do
concentrado de plaquetas no plasma.

O PRP utilizado no presente estudo foi processado segundo a metodologia para a
obten¢do do chamado PRP pobre em leucocitos (Rubio-Azpeitia et al.,2016; Greening et al.,
2017; Yan et al., 2017), uma vez que os leucdcitos, apesar de exercerem fungdes importantes
na reparacao dos tecidos e fornecerem prote¢do contra agentes infecciosos, possuem agdes
pro-inflamatérias e imunoldgicas que podem resultar em efeitos indesejaveis nas células e
tecidos opostos aos efeitos cicatriciais desejados, levando a aumento maléfico da inflamagao
por efeito da producgdo de citocinas pro-inflamatdrias. Porém, mesmo esta preparacdo do PRP
pobre em leucdcitos, causou intensa e significativa producao de citocinas IL-6 e IL-8, quando
comparados aos controles.

Apesar do grande niimero de estudos clinicos sobre os efeitos do PRP na medicina
esportiva, ainda ha uma falta de informagdes sobre seu mecanismo de acdo, que permanece

desconhecido (Hudgens et al., 2016). A justificativa para o potencial uso terapéutico do PRP
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¢ que as plaquetas sdo importantes na resposta a lesdo, pois liberam fatores de crescimento
que iniciam e modulam a cicatrizacdo das feridas nos tecidos moles e 6sseos. Assim, o0 PRP
levaria ao reinicio do processo bioldgico natural, oferecendo um estimulo regenerativo para
aumentar a cicatriza¢do e o reparo em tecidos com baixo potencial cicatricial, como tendoes,
ligamentos e cartilagem, cujos processos de reparacdo podem ser particularmente lentos
devido ao suprimento sanguineo limitado e longo furn-over celular. Os fatores liberados pelas
plaquetas envolvidos no processo de cicatrizagao incluem o fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), fator de crescimento transformador beta (TGF-b), VEGF, fator de
crescimento epidermal (EGF), fator basico de crescimento de fibroblastos (bFGF) e fator de
crescimento insulina-/ike (IGF-1) (Davis et al., 2014). Porém, sabe-se que o PRP apresenta
em sua composicao a IL-6, IL-8, IL1-f e TNF-a, sendo reconhecido haver necessidade de
desenvolver um PRP livre de fatores deletérios pro-inflamatdrios (Zhu et al., 2013; Pochini et
al., 2016).

Estudos clinicos relatam efeitos favordveis do uso do PRP para o tratamento das
tendinopatias. No entanto, falham ao tentar validar sua eficicia, uma vez que ndo ha uma
padronizagdo para o processamento, ndo havendo identificagio e mensuracdo de sua
composi¢do em cada estudo. Estudos que comparam o uso do PRP com a triancinolona
relatam melhora significativa do grupo que usou PRP somente apos seis meses, havendo
inicialmente vantagem para o grupo do corticosteroide, com melhora gradativa para o grupo
do PRP (Peerbons et al, 2010). Porém, deve-se lembrar pela propria historia natural, a
evolucao da ELC pode apresentar melhora espontanea em seis meses.

Devido ao grande ntimero de publicagdes a respeito do uso do PRP, estudos de meta-
analise poderiam ser tUteis na avaliagdo dos resultados descritos. Segundo Franchini et al.

(2018), 94% dos estudos a respeito do PRP apresentavam alto risco de viés para um ou mais
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dominios e, apesar da maioria deles documentarem a eficacia do PRP em comparagdo com os
controles, a meta-analise ndo encoraja o uso do PRP como tratamento conservador em
ortopedia.

A falta de padronizagdo para a producdo de PRP entre os diferentes estudos,
tornando os PRP muito heterogéneo e qualitativamente muito diferente entre estudos, limitam
a validade das comparacdes ndo oferecendo condi¢des para emitir recomendagdes a favor ou
contra seu uso até que sua producdo seja mais homogénea, com evidéncias de alta qualidade
sobre sua ideal preparacdo, dosagem e eficacia (Chen et al., 2018; Franchini et al.,2018).
Outro fator limitante sobre o uso do PRP nas tendinopatias seria o tamanho das amostras que
sdo, em geral, muito pequenas, tornando dificil detectar significancia clinica nos efeitos do
tratamento (Miller et al., 2017).

Portanto, o maior fator limitante para o estudo do PRP seria a falta de padronizacdo
na sua producdo, uma vez que pequenas diferencas na técnica de processamento podem levar
a grandes alteragdes na sua composicdo relativa as citocinas e fatores de crescimento.

Novos estudos devem ser realizados para uma padronizacdo universal do
processamento do PRP, para um melhor entendimento do seu mecanismo de acdo, assim
como se estendendo por tempo superior as 96 horas, ja que o PRP pode possuir uma grande
laténcia antes de iniciar a sua agao.

O resultados encontrados no presente estudo, no qual a adi¢do de PRP as culturas das
células de ELC elevou significativamente os niveis de IL-6 e IL-8 podem corresponder ao
aumento da inflamagdo que ocorre inicialmente in vivo, causado pelas plaquetas do PRP que
levariam a um reinicio da inflamagdo, como postulado por outros (Davis et al., 2014;

Peerbooms et al., 2010).
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Portanto, a partir dos resultados do presente estudo ndo se pode inferir que os niveis
elevados de IL-6 e IL-8 causardo, a longo prazo, um efeito de supressdo da inflamagdo, com
melhora do quadro clinico da ELC. Acresce-se a isso, fato ja bem estabelecido de que o
aumento das citocinas inflamatoérias poderd levar, invariavelmente, a uma piora da lesdo
tissular.

Desta forma, € preocupante a instituicdo de um tratamento que possa levar mesmo
que em uma fase precoce a uma exacerbagdo significativa do processo inflamatorio, sem
comprovagdo de que realmente levaria a supressdo do mesmo apos decorrido algum tempo.
Ainda mais que, pela propria historia natural da ELC que ¢ uma doenga cronica, havera
possibilidade de resolu¢do espontanea em alguns meses, na maioria dos casos.

Assim, o presente estudo ndo suporta o uso do PRP na ELC, uma vez que houve
elevagdo das citocinas IL-6 e IL-8 em todos os tempos medidos em comparacao aos controles
(P<0,05). Quando comparado a triancinolona, o estudo demonstrou a superioridade do
corticoide no controle da inflamagdo nos tempos 48, 72 e 96 horas, para todas as
concentragOes avaliadas.

No entanto, apesar dos resultados superiores dos corticoides em relacdo ao PRP no
tratamento da ELC, os mesmos ndo sdo isentos de efeitos indesejaveis, sendo ja comprovada a
diminui¢do da viabilidade de células do manguito rotador quando expostos a 0,Img/mL de
triancinolona com 7, 14 e 21 dias, levando a apoptose (Harada ef al., 2014). Desta forma, o
tratamento com a injecdo de corticosteroides necessita cautela, ndo devendo ser realizado
utilizando-se nos casos refratarios repeticdes de aplicagdo com curtos intervalos de tempo,
apesar dos bons resultados a curto prazo.

Dentre as limitacdes do presente estudo estdo a auséncia de padronizacdo no preparo

do PRP entre os estudos descritos em literatura. A rigida sele¢do de pacientes que se
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encaixassem nos critérios de inclusdo do estudo foi outro fator limitante que dificultou a
obten¢do de maior numero de amostras para cultivo. Porém, apesar do limitado nimero de
casos, os trabalhos com cultivo celular permitem a realiza¢do de estudos utilizando pequena
amostra, ja que as células in vitro, se comportam como uma linhagem.

O efeito tardio de varios meses para que o PRP gere melhora do quadro clinico da
ELC, pode levar a recrudescéncia da inflamagao, limitando a avalia¢do da eficacia do PRP,
tanto em estudos in vitro quanto in vivo. In vitro por ser inviavel a manuten¢ao de células em
cultivo primario por meses apds exposi¢do ao PRP, uma vez que as células podem perder suas
caracteristicas fenotipicas e a senescéncia das culturas acarretard invariavelmente, a perda da
capacidade de proliferagdo, seguida pela apoptose. Assim também os estudos in vivo sofrem
limitagdes, ja que a ELC cursa, na maioria dos casos, com a resolucdo espontianea, nao
permitindo ao pesquisador avaliar com certeza se os casos que se resolveram foram
resultantes do efeito tardio do PRP ou se seria a propria evolugdo natural da ELC. Estudos
com aplicagdo de PRP somente com uma seleta amostra de casos que apresentem ELC com
um longo tempo de evolugdo, refratarios ao tratamento clinico, seriam os mais elegiveis,
porém na pratica clinica estes critérios podem ser impossiveis de serem utilizados.

Pontos fortes deste estudo consistiram na obtengdo das amostras pelo mesmo
cirurgido, o processamento do PRP realizado seguindo rigido protocolo, o uso de cultivos
padronizados e a aplicagdo dos tratamentos de forma sistematica, fatores quer permitiram
reduzir a0 maximo a presenga de fatores confundidores, além do fato de que nenhum dos
pesquisadores envolvidos no estudo possuem conflitos de interesse fortalecem os nossos
resultados.

Desta forma, usando o método de cultivo celular de células provenientes de

portadores de ELC foi possivel demonstrar a produgdo de IL-6 e IL-8 pelas proprias células
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da lesdo, sem nenhum estimulo externo, uma vez que ndo ha o efeito das citocinas produzidas

por outros tipos celulares, como os polimorfonucleares, em resposta a agressao tecidual.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

O presente estudo abre uma importante linha de pesquisa, a partir do estabelecimento
da técnica para o cultivo das células provenientes de portadores de tendinopatias ou tendinites

em geral.

No tocante a ELC, o aspecto morfologico das células fusiformes observadas nos
cultivos pode representar tendcitos, condrocitos, fibroblastos ou mesmo osteoblastos. A
caracterizacdo destas células, utilizando métodos de imunofluorescéncia, com o uso de
marcadores especificos para cada um dos tipos celulares, podera representar outro importante

passo no entendimento da patogénese da ELC.

A IL-6 ¢ descrita classicamente como uma citocina inflamatoria nas tendinopatias.
Porém, como exposto, no presente estudo a IL-6 pode ter agido como pro6 ou anti-inflamatéria
dependendo da sua ligagdo com seu receptor solivel. Portanto, estudar a dosagem de IL-6
concomitantemente com a de seu receptor soluvel GM-CSF no meio condicionado de culturas
de tendcitos de ELC sera importante para confirmar que a elevada produgdo de IL-6 pelas
células da lesdo representa o efeito classico pré-inflamatorio. Assim, uma vez demonstrada a
producdo de IL-6, estudos futuros poderdo ser realizados para a deteccdo do receptor soluvel,
a fim de definir se a IL-6 age com fun¢do anti-inflamatdria ou pro-inflamatdria na patogenia

da ELC.
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CONCLUSAO

Usando técnicas in vitro e ensaio de ELISA, conformou-se que células derivadas da
ELC produzem as citocinas IL-6 e IL-8, comprovando a natureza inflamatdria desta afeccao.
As células de ELC tratadas com triancinolona a 100 uM produziram significativamente IL-10
no tempo 48 horas, estimuladas pelo aumento dos niveis de IL-1f3 neste mesmo tempo.

O presente estudo demonstrou a eficicia da triancinolona na concentragdo de 1, 10 e
100 uM no tratamento in vitro da ELC, uma vez que inibiu significativamente a producao de
IL-6 e IL-8, quando comparados ao controle.

O PRP causou elevagao significativa dos niveis das citocinas IL-6 e IL-8 produzidas
pelas células de ELC em comparagdo aos controles, levando a importante aumento da

inflamagao no periodo de 48, 72 e 96 horas.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeito anti-inflamatério da triancinolona e do plasma rico em plaquetas sobre tenocltos
de eplcondilite lateral

Pesquisador: Maclo Eduardo de Melo Viveiros

Area Temitica:

Versdo: 3

CAAE: 94081418.8.0000.5411

Instituicao Proponente: Departamento de Clrurgla e Ortopedia

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 2.903.373

Apresentacio do Projeto:
Trata-se de uma dissertagao de Doutorado do Departamento de Cirurgia e Ortopedia.

A epicondilite lateral @ uma condicdo musculeesquelética comum gue afeta de 1% a 3% da populagcao
adulta, sem distingao de sexo e na falxa etaria entre 35 @ 50 anos. E conhecida como “cotovele de tenista”
apesar de afetar outros esportistas gue nac usam raquetes, come no beiseboel, esgrima e natagao. Alem
disso, algumas ocupacdes manualmente Intensas com movimentos repetitivos que podem causar estresse
aos musculos extensores do punho também tém um risco aumentado de desenvolver epicondilite lateral. E
conslderada um resultado do uso mecanico recorrente e excessivo, sobrecarregando a por¢ao lateral do
cotovelo excedendo sua tolerancia, o tendac nao consegue se auto-reparar, levando a maitiplas micro-
roturas que resultam em laceracao, sangramento @ o0 processo clcatriclal pode levar varlos meses.

Histopatologicamente a epicondliite lateral & caracterizada pela presenca de densa populacao de
fioroblastos, hiperplasia vascular e colageno desorganizado, ocorrendo tipicamente na origem do extensor
radial curto do carpo ou menos comumente no extensor digital comum. Os ligamentos do tendao sao
compostos por tecido conjuntivo denso com um potencial intrinseco muite limitado para a regeneracao,
portanto sua reparacao em resposta a mecanismes que envolvem sua degeneragao sao um complexo
desaflo clinico, uma vez que esta degeneracao continua pode
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resultar da acao de cltocinas Inflamatorias mediadas pelos fibroblastos do proprio tecido conjuntivo agredido,
mesmo na auséncia de células Inflamatorias no local.

Nao ha um tratamento definido para a epicondilite lateral mas sim um grande numero de opgdes
terapéuticas, Incluindo Injegtes de corticosterolde e de plasma rico em plaquetas (PRP).

O presente estudo visa comparar duas das terapéuticas, a Injecao de corticosterolde (acetato de
rlancinolona) e a Injecao do PRP em células de epicondilite lateral, avallando os seus efeltos na produgao
de citecinas pro Inflamatorias.

Fases do estudo:

1 - Coleta e acondicionamento do sangue

2 - Processamento do PRP

3 ~ Cultivo celular primario

4 - Estudo da viabllidade celular a trancinolona

5 - Padronizagao do tempo de exposi¢ao a tnancinolona para a determinacgao da
cinética de producao das citocinas Inflamatorias

6 - Tratamento com triancinolona e PRP

7 - Estudo das citocinas Inflamatorias em resposta a triancinolona e ao PRP
8 - Determinacado dos receptores sol(vels sgp-130

9 - Analise Estatistica

Tamanho amostral: 10 pacientes sem outras doencgas ortopédicas ou reumatelogicas assocladas.

Objetivo da Pesquisa:

Avallar @ comparar a produgao das citocinas inflamatorias IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, TNF, FGF, VEGF e GM-
CSF pelos tendcitos de epicondilite lateral em cultura celular, apos exposi¢ae ao acetato de triancinolona e
ao PRP.

Avallacao dos Riscos e Beneficlos:

Riscos: Nao havera riscos para o paclente doador, uma vez que o tecido devera ser retirado no
procedimento para o tratamento cinirgico da epicondilite lateral. O sangue a ser coletado, apenas 12 ml, nao
causara nenhum prejuizo ao paclente e sera colhido pela propria pungao venosa de rotina para o ato
cirargico.
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Beneticios: Verlficagao da eficacla do uso da triancinclona @ PRP em estudo comparative In vitro, sem a
Interteréncla dos fatores externos, como voita dos movimentos traumaticos que causam a recidiva da lesao.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
Trata-se de uma pesquisa relevante e de qualidade com metedologla clara e objetiva.

Consideracoes sobre os Termos de apresentaco obrigatoria:

Folha de rosto: adequada. Esta assinada pelo autor e pelo diretor da Faculdade de Medicina.

Projeto de pesquisa: Adequado. Contém todos os requisitos de um projeto de pesquisa e esta de acordo
com as Informagoes da Platatorma Brasll.

Autorizagao Institucional do Escritorio de Apolo a Pesquisa: Adequada

TCLE: adequado. Em forma de convite @ em linguagem clara e acessivel atendendo aos requisitos éticos da

pesquisa.
Regulamento do blorrepositorio: Adequado

Conclusoes ou Pendénclas e Lista de Inadequacoes:

Apds analise, o Coleglade deliberou APROVAGAO do projeto de pesquisa apresentado.

Conslideracoes Finals a critério do CEP:

Conforme deliberagao do Coleglade em reunido extraordinaria do Comité de Etica em Pesquisa da
FMB/UNESP, realizada em 18 de setembro de 2018, o projeto encontra-se APROVADO, sem (com)
necessldade de envio a CONEP.

No entanto, Informamos que ao final da execugao da pesquisa, seja enviado o “Relatério Final de
Atlvidades”, na forma de "Notificagao”, via sistema Platatorma Brasll.

Atenclosamente,

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relaclonados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Slagao
Informagoes Basicas| PB_INFORMACOES _BASICAS DO _P | 10/09/2018 Acelto
.do Projeto ROJETO 993393 paf 21.26:56
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