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RESUMO

Nos ultimos cinquenta anos aplicagdes intra-articulares de corticoesterdides
tem sido utilizadas no tratamento de patologias articulares. Entretanto, existem
controvérsias relacionadas a utilizacdo deste método de tratamento. Efeitos
adversos na cartilagem estdo associados a redugdo de proteoglicanos na
matriz. Recentemente trabalhos experimentais tém demonstrado que na
vigéncia de processos inflamatorios, baixas doses de corticoesteroides
injetados na articulagao reduzem a degradagao da cartilagem. O objetivo deste
experimento foi analisar os efeitos da associagédo de corticoesterdides de curta
e de longa duragao na cartilagem articular normal. Oitenta coelhos californianos
de ambos os sexos foram divididos de modo aleatorio em oito grupos de dez
animais. Trés grupos foram utilizados como controle e cinco grupos receberam
doses farmacoldgicas de corticoesteroides injetados no joelho direito de cada
coelho, com intervalo semanal. A dosagem escolhida para analise
corresponde, com base no peso corporal, a utilizada na pratica clinica. Todos
os animais foram sacrificados oito dias apds a ultima aplicagado e os joelhos
foram dissecados e encaminhados para estudo na Anatomia patologica do
Hospital de Clinicas da UFPR. Cortes histologicos da cartilagem das areas de
apoio dos platds tibiais foram corados com hematoxilina e eosina para analise
por microscopia optica. LaAminas coradas com safranina O das mesmas areas
foram utilizadas para a pesquisa da quantidade de proteoglicanos. A
intensidade da coloracido da safranina O foi quantificada em um aparelho de
histomorfometria, composto por um microscopio Olympus BX 50, de onde as
imagens capturadas eram transferidas para um microcomputador e analisadas
pelo software Image Pro-plus 4.5 da Media Cybernetics. Os resultados obtidos
nao mostraram diferengas nos animais que tiveram seus joelhos aplicados com
corticoesteréides uma, duas e quatro vezes quando comparados com o0sS
grupos controle. Nos animais que receberam seis e oito aplicagdes de
corticoesterdides a intensidade da coloragdo com safranina O estava reduzida
significativamente (p < 0,05). Na microscopia 6ptica ndo houve diferengas
observaveis.
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ABSTRACT

For the past five decades intra-articular injections of corticosteroids have been
used in the treatment of joint diseases. However,controversy exists over the use
of this treatment method. Potential adverse effects on articular cartilage have
been associated with loss of proteoglycans from articular matrix. More recently
studies have shown that low doses of intra-articular corticosteroids reduce
cartilage degeneration on diseased joints. The objective of this study was to
determine the effects of the association of long acting with short acting
corticosteroids on the normal articular cartilage. Eighty californian rabbits, both
female and male, were randomly divided into eight groups of ten animals. Three
groups were the controls and five experimental groups received
pharmacological doses of corticosteroids injected on the right knee at weekly
intervals. The dosage of the drug selected for these experiments corresponded,
on a body weight basis, to the one used clinically. All animals were killed eight
days after the last injection and the tibial plateaus were dissected. The plateaus
were sent to the Patological Anatomy Department from Hospital de Clinicas-
UFPR . Articular cartilage sections from weight bearing surfaces were stained
with hematoxylin and eosin for the light microscopy analyses. Safranin O
stained sections were evaluated for the proteoglicans content.The intensity of
the safranin O staining was quantitated as follows: the images was captured
from microscope Olympus BX 50 and saved in a microcomputer. The captured
pictures were analysed by the software Image Pro-plus 4.5 from Media
Cybernetics. The results obtained showed no differences in injected animals
receiving one, two and four corticosteroids injections when compared with
normal controls. In animals receiving six and eight corticosteroids injections the
safranin O staining intensity decreased significantly (P < 0,05) when compared
with the control group and the other corticosteroids injection groups. No
structural differences were observed on light microscopy.
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1 INTRODUGAO

Thorn citado por Hollander, aparentemente foi o primeiro a utilizar a aplicagao
de corticoesteréide no joelho de uma paciente com artrite reumatdide em 1950
(HOLLANDER et al.1951). HOLLANDER, JESSAR e BROWN JR (1961) relataram
100 mil aplicagdes apos dez anos do uso desta substancia em articulagdes, bursas e
tenddes de 4 mil pacientes com a ocorréncia de apenas 14 infecgdes. Houve casos
de até 142 infiltragdes em um mesmo paciente, sem a ocorréncia de efeito nocivo.

MANKIN e CONGER (1966a) relataram que a grande mudanga no
tratamento conservador de patologias articulares ocorreu pela introdugdo do
tratamento com injegdes de corticoesteroides e seus analogos.

O rapido alivio dos sintomas, bem como uma restauracdo dos niveis
funcionais articulares acabaram por levar ao uso indiscriminado destas drogas.
Relatos de casos de artropatias de Charcot, necroses Osseas € aumento na
degradacdo da cartilagem articular estiveram em evidéncia, nos anos que se
seguiram a introducdo desta forma de tratamento (CHANDLER et al., 1959;
ZACHARIAE, 1965; KELMAN et al., 1990; PARIKH et al., 1993). O mecanismo pelo
qual o corticoesteréide ocasiona lesdes no tecido cartilaginoso foi amplamente
estudado experimentalmente, em animais e cultura de tecidos, mostrando que a
reducao de proteoglicanos tem papel chave na degradagao da cartilagem articular.

Em contrapartida, um efeito condroprotetor foi evidenciado por BUTLER et al.
(1983), PELLETIER et al. (1994, 1995), VERSCHURE et al. (1994). A aplicagao
intra-articular de corticoesterdides em doses baixas bloqueiam os efeitos deletérios
gerados por processos inflamatorios, evitando a degradagdo da cartilagem. A
utilizacédo de corticoesteroide sistémico ou intra-articular na vigéncia de infecgdo tem
evitado uma maior agressdo ao tecido cartilaginoso bem como uma recuperagao
mais rapida do ponto de vista funcional em animais (SAKINIENE; BREMELL,;
TARKOWSKI, 1996; STRICKER et al.1996; WYSENBEEK, 1996).

Decorridos 55 anos de sua introdugao, a aplicacdo de corticoesterodide intra-
articular permanece controversa, ainda ha duvidas relacionadas ao mecanismo de
acao, seguranca e eficacia. A cartilagem articular por sua importancia para os

movimentos ganhou destaque na ortopedia. Inumeros tratamentos medicamentosos



com suplementagdo de elementos que entram na composicdo da matriz tanto por
administracao oral como através de infiltracoes estdo em evidéncia. Nao ha duvidas
que pela complexidade e baixo poder de regeneragdo da cartilagem articular
qualquer tratamento que possa evitar sua degradac¢ao adquire importancia.

Com o objetivo de avaliar os efeitos da associagcédo de corticoesterdides de
curta e longa duragéo na cartilagem hialina normal, realizou-se estudo aplicando
esta associagdo de medicamentos em joelhos de coelhos, utilizando dosagem
proporcional a empregada na pratica clinica, em numero crescente de aplicagdes

com intervalo semanal.



2 REVISAO DA LITERATURA

A cartilagem hialina que reveste as extremidades é6sseas nas articulagbes
diartrodiais possui caracteristicas fisico-quimicas especiais que garantem uma
mobilidade com baixo atrito e durabilidade que nao foi alcangada por nenhuma das
proteses existentes. Este tecido complexo varia em espessura, densidade celular,
composicao da matriz e propriedades mecéanicas na mesma articulacdo, entre
articulacdes e entre espécies. Entretanto os componentes sdo os mesmos em todas
as articulagdes sinoviais (BUCKWALTER; MANKIN, 1997a).

A cartilagem hialina ndo possui vasos sanguineos, vasos linfaticos ou nervos.
Quando comparados com outros tecidos o seu potencial de reparagdo e o
metabolismo sdo baixos. A sua complexa estrutura consiste de um tipo unico de
células, os condrdcitos e matriz extracelular. Os condrécitos sao responsaveis pela
sintese dos inumeros componentes da matriz, bem como por substancias que a
degradam. Comparativamente estas células podem ser metabolicamente mais ativas
do que um macrofago. Possuem uma taxa glicolitica similar as células de outros
tecidos vascularizados. Estas células variam em tamanho, forma e atividade
metabdlica nas diferentes camadas do tecido. Todas contém as organelas para a
sintese de matriz incluindo o reticulo endoplasmatico e o complexo de Golgi.
Frequentemente possuem filamentos intracitoplasmaticos, lipideos, glicogénio e
vesiculas secretoras. Algumas células possuem cilios estendendo-se a matriz. Os
condrocitos envolvem-se de matriz extracelular e ndo mantém contacto célula-célula.
Na cartilagem de adultos os condrocitos raramente se dividem. Com a idade a
densidade de condrdcitos declina principalmente nas camadas superficiais, sua
capacidade de resposta € menor para inumeros fatores, aumentando a
probabilidade de degeneracéo.

A matriz é composta por liquido tissular e uma rede estrutural de moléculas
que conferem ao tecido forma e estabilidade. O liquido tissular é composto por agua,
gases, pequenas proteinas, metabdlitos e alta concentracdo de cations para
contrabalangar os proteoglicanos carregados negativamente. As macromoléculas
estruturais respondem por 20% do peso total do tecido, deste percentual o colageno
corresponde a 60%, proteoglicanos 25% a 35% e proteinas ndo colagenas e

glicoproteinas de 15% a 20%. A cartilagem articular contém multiplos tipos



geneticamente distintos de colageno, especificamente tipos I, VI, IX, X e XI. A
organizacao destas fibrilas em uma forte rede que se estende por todo o tecido
confere sua forma e resisténcia ténsil. O colageno tipo Il possui uma vida média de
trezentos dias e esta presente em maior quantidade na cartilagem articular normal.
Nos processos artriticos 0 metabolismo e degradagao do colageno estao elevados.
As metaloproteases tém sido implicadas na degradacao do agrecano e colageno tipo
Xl. O colageno tipo Xl, embora seja responsavel por um pequeno percentual do
colageno total, influencia a espessura das fibras no interior da matriz, ligando-se
entre si e com o colageno tipo Il, mantendo a rede fibrilar. O colageno tipo X associa-
se ao colageno tipo Il e é abundante no tecido pericelular de condrdcitos na zona
hipertréfica o que sugere um papel na manutencédo da cartilagem a longo prazo. A
transcricdo do colageno tipo X sé foi encontrada em condrdcitos na regido da
cartilagem calcificada. Contrastando com a meia-vida longa do colageno as trocas
de proteoglicanos sao rapidas na cartilagem normal. A perda dos proteoglicanos nos
processos inflamatorios € dada pela maior atividade das enzimas proteinases,
metaloproteases e agrecanase (BRAY; FRANK; MINIACI, 1996; BUCKWALTER,;
MANKIN, 1997a, 1997b; CHAMBERS et al., 2002; ATTUR, 2002).

Estudos de fatores reguladores do metabolismo de carboidratos,
denominados glicocorticoesterdides, culminaram com a sintese da cortisona. Logo
apoés a cortisona sintética se tornar disponivel, estudos demonstraram o dramatico
efeito dos glicocorticoesterdides e do horménio adreno-cortico-tréfico no tratamento
da artrite reumatdide. Os corticoesterdides interagem com proteinas receptoras
especificas nos tecidos alvos, com a finalidade de regular a expressdao de genes
responsivos, mudando os niveis e a disposi¢cao das proteinas sintetizadas. A maior
parte dos efeitos dos corticoesteréides torna-se aparente apods varias horas.
Algumas acbes mediadas por receptores na membrana celular sdo imediatas.
Embora estas substancias atuem predominantemente aumentando a expressao dos
genes, existem exemplos bem documentados onde os corticoesteroides reduzem a
transcricdo dos genes alvos. Entre os genes regulados negativamente estao aqueles
que codificam inumeras citocinas, moléculas reguladoras que desempenham
fungbes importantes nas redes inflamatoria e imunologica (GOODMAN & GILMAN,
1996).



A seguir estdo relacionados as poténcias relativas e doses equivalentes dos

corticoesteroéides representativos (tabela 1).

TABELA 1 - POTENCIAS RELATIVAS E DOSES EQUIVALENTES DOS CORTICOESTEROIDES

REPRESENTATIVOS
Composto Poténcia anti- Poténcia de Duragao de agdao Dose
inflamatéria retengédo de Na+ equivalente

Cortisol 1 1 Curta 20
Cortisona 0.8 0.8 Curta 25
Fludrocortisona 10 125 Curta #
Prednisona 4 0.8 Intermediaria 5
Prednisolona 4 0.8 Intermediaria 5
6a-metilprednisolona 5 0.5 Intermediaria 4
Triamcinolona 5 0 Intermediaria 4
Betametasona 25 0 Longa 0.75
Dexametasona 25 0 Longa 0.75

FONTE: GOODMAN & GILMAN as bases farmacolégicas da terapéutica. 9.ed. Rio de Janeiro:
McGraw Hill, 1996. p.1088.

A aplicacédo intra-articular de corticoesteroides bloqueia os efeitos deletérios
gerados por processos inflamatérios, evitando a degradagdo da cartilagem pela
supressao de enzimas como as metaloproteases, estromelisina, colagenase e
agrecanase, diretamente ou através da inibicdo de fatores que estimulam a
formagao destas substancias (PELLETIER; MARTEL-PELLETIER; MALEMUD,
1988; PELLETIER et al. 1994, 1995). A dosagem de corticoesterdide necessaria
para o bloqueio das metaloproteases € menor do que a requerida para a reducio da
sintese de proteoglicanos. As metaloproteases desempenham um papel de
importancia na degradagdo da matriz cartilaginosa e na perpetuagdo do processo.
Experimentos in vitro sugerem um papel estimulador das citocinas como a
interleucina-1 e fator de necrose tumoral que foram identificados na sinovial e
cartilagem articular inflamadas. A interleucina-1 é bloqueada através da inibicdo da
transcrigdo génica e da redugao da estabilidade do mRNA interleucina-1Beta. Estes
efeitos sao alcancados com doses maiores do que as necessarias para a inibicao da
estromelisina. Oncoproteinas como a c-Fos e a c-Myc que sdo importantes para a
maxima estimulagdo da producdo das metaloproteases. A oncoproteina c-Fos faz

parte de um complexo heteromérico denominado proteina ativadora 1, estimulador



da formagao de metaloproteases. A oncoproteina c-Myc, muito conhecida pelo seu
envolvimento na proliferacdo celular, foi encontrada em quantidades maiores em
articulagdes com osteoartrose. Ha evidéncias in vivo que o corticoesteroide reduz a
sintese destas oncoproteinas Um mecanismo direto bloqueando producdo da
sintese protéica tanto translacional como transcricional pode ocorrer (GOODMAN &
GILMAN, 1996; MACLEOD et al., 1998; PELLETIER; MARTEL-PELLETIER, 1989;
PELLETIER et al., 1994, 1995).

MANKIN e CONGER (1966a) realizaram estudo demonstrando o efeito do
acetato de hidrocortisona intra-articular, em doses de 0.16 mg/kg e 1.6 mg/kg, na
incorporacao de glicina H3 na cartilagem articular de coelhos. Os dados obtidos
permitiram concluir que o cortisol causa uma rapida e profunda depressdo na
utilizagcdo da glicina para aproximadamente 1/3 dos valores normais em seis horas.
A recuperacgao é lenta e ocorreu em trés dias para as menores doses e quase duas
semanas para as maiores doses. O significado destas observacdes leva a conclusao
de que a incorporacgéo da glicina H3 pode ser equiparada com a sintese protéica e
que o cortisol causa um decréscimo na sintese de matriz durante o periodo do efeito.
A importancia do estudo reside na demonstragcdo da capacidade de uma forma
menos soluvel do corticoesterdide permanecer essencialmente intra-articular com
efeito sistémico notado apos a aplicagao de doses maiores.

MANKIN e CONGER (1966b) estudaram o efeito do cortisol, administrando
uma dose de 3 mg/kg na cartilagem articular de coelhos imaturos. No intervalo de 24
horas a glicina injetada teve sua incorporacao avaliada. Os dados demonstraram
que o cortisol deprime a incorporagdo de glicina C na cartilagem de ambos os
joelhos em duas horas, com um efeito maior no joelho infiltrado. Apos seis horas o
efeito era similar em ambos os joelhos e em dez horas o nivel de incorporagao ja
havia sido recuperado.

UITTO e MUSTAKALLIO (1971) estudaram o efeito da hidrocortisona,
fluocinolona, fluclorolona, betametasona e acetato de flupredniliden na biossintese
de colageno. A biosintese de colageno, principal proteina fibrilar do tecido
conjuntivo, segue os principios basicos da sintese protéica. Entretanto o colageno é
composto por uma grande quantidade de hidroxiprolina e aminoacidos derivados da
hidroxilacdo da prolina, prontamente incorporada no polipeptideo precursor do

colageno chamado de protocolageno. Consequentemente a formagdo da



hidroxiprolina radioativa pode ser obtida como um indicador da formagao do
colageno. A sintese protéica total pode ser estimada pela incorporagao global do
C14 nas proteinas ndo dialisaveis. A hidroxilagdo dos residuos da prolina é
catalisada por uma enzima protocolageno prolina hidroxilase. Esta enzima esta
elevada quando a sintese de colageno ocorre. Neste estudo a formagao de colageno
foi estudada na tibia do embrido de galinha. Quando administrado in vivo todas as
preparacbes de corticoesterdide utilizadas reduziram a formagdo de C14
hidroxiprolina. Nao houve uma diferenga significativa no grau de inibigdo da sintese
protéica com o uso das diferentes formulagcdes do corticoesterdide. In vitro ha
necessidade de maiores concentragdes de corticoesterdide para inibir a sintese
protéica e nesta condicdo a betametasona demonstrou um efeito superior. A
conclusao do estudo sugere que o corticoesterdide inibe a biossintese do colageno
interferindo na formacédo do polipeptideo precursor do colageno. Este efeito é
provavelmente o resultado de um bloqueio na sintese protéica global.

SHAW e LACEY (1973) estudaram o efeito dos corticoesterdides na
cartilagem articular em joelhos de coelho normais e com artrite provocada pela
papaina. Observaram que nos animais tratados com corticoesterdide nao houve
recuperacgao deste tecido.

BEHRENS, SHEPARD e MITCHELL (1975) relataram multiplas lesbes
amareladas visiveis macroscopicamente no platé tibial e condilo femoral em areas
de apoio em 50% dos coelhos infiltrados com 25 mg de acetato de hidrocortisona
nos 2 joelhos entre 8 e 12 vezes com intervalos semanais. Estas lesdes
microscopicamente apresentavam-se como cistos preenchidos com debris
tissulares. As fissuras que existiam em conjungédo com os cistos estavam separadas
destes por uma pseudo-capsula indicando que as fissuras eram formadas por falhas
das zonas superficial e média. Na microscopia eletrbnica, em areas que néao
suportam peso, os reticulos endoplasmaticos, complexos de Golgi e mitocdndrias
estavam diminuidos pela metade. Nas areas de apoio do platdé tibial e cbéndilo
femoral os complexos de Golgi, mitocondrias e reticulo endoplasmatico estavam na
maioria das vezes ausentes. A incorporagao de substancias precursoras na sintese
protéica estava diminuida nos coelhos tratados com corticoesteroide. A dosagem de
DNA ndo demonstrou alteragdo significativa, o que indica que o corticoesterdide nao

tem um efeito maior na viabilidade celular. A redugcdo das organelas encontra



paralelo na reducédo da sintese de matriz. A redugao progressiva de proteoglicanos
foi surpreendente, devido a sua meia-vida estar em torno de oito a dez dias. A
concentragdo de colageno nado apresentou grande variagao talvez devido a sua
meia-vida longa, em torno de 300 dias. A sintese de colageno estava reduzida mais
intensamente do que a protéica.

BEHRENS, SHEPARD e MITCHELL (1976) demonstraram a recuperagao do
tecido cartilaginoso apods 9 infiltragdes com 25 mg de hidrocortisona com intervalos
semanais. A capacidade de sintese celular aumentou sensivelmente nas primeiras
seis semanas de recuperagdo. Os autores acreditam que a integridade bioquimica
cartilaginosa pode ser readquirida.

BARKER e MARTINEK (1976) analisaram o efeito da hidrocortisona na ultra-
estrutura da cartilagem articular em joelhos de coelhos. Foram utilizadas doses
proporcionais e frequéncia similares as utilizadas no tratamento humano. N&o
observaram alteragcdes na ultra-estrutura citoldgica.

HIGUCHI et al. (1980) estudaram a ultra-estrutura da cartilagem articular apés
a administracdo sistémica de hidrocortisona em coelhos. Observaram que o
tratamento sistémico com hidrocortisona em doses diarias de 1 a 5 mg/kg por 12
semanas induziu degeneracéao celular.

BUTLER et al. (1983) avaliaram o efeito anti-osteoartritico de drogas
administradas na articulagdo de coelhos submetidos a meniscectomia lateral parcial
e seccao dos ligamentos sesamoide e colateral fibular. Os resultados obtidos
mostraram que o corticoesterdide (triamcinolona) utilizado em dose unica de 1 mg
reduziu a desorganizagdo e perda de condrocitos, bem como a incidéncia de
ostedfitos nos joelhos destes animais.

ISHIKAWA, OHIRA e SAKATA (1984) realizaram estudo comparativo dos
efeitos da aplicagdo intra-articular, em joelhos de coelhos, do acetato de
metilprednisolona e do diacetato de halopredone. Observaram que as duas
substancias ocasionaram lesdes apos repetidas infiltragdes com intervalo semanal.

HAINQUE et al. (1987) estudaram os efeitos da dexametasona em
condrocitos articulares de coelho e sua relagdo com receptores nucleares.
Observaram que os condrdcitos em cultura sao alvo dos corticoesterdides. Os
efeitos inibitorios do crescimento celular ocorrem como consequéncia de mais de um

mecanismo de acdo. Em adi¢c&o ao controle direto no qual receptores celulares estao



envolvidos em menor amplitude, o efeito predominante ocorre provavelmente devido
a inibigdes metabdlicas multiplas.

ITANI et al. (1992) verificaram o efeito da aplicagdo de hidrocortisona intra-
muscular em coelhos. A analise foi feita na cartilagem articular do joelho e na
cartilagem da traquéia. Observaram reducédo do volume do reticulo endoplasmatico
rugoso nas trés camadas da cartilagem articular, notadamente mais acentuada nas
camadas superficial e média. Na cartilagem traqueal a redug&o se mostrou uniforme.
Ndo houve reducédo dos depodsitos de glicogénio. O tamanho e densidade dos
condrdcitos ndo apresentaram variagoes.

PAPACHRISTOU, ANAGNOSTOU e KATSORHIS (1997) avaliaram o efeito
da hidrocortisona 25, 50 e 100 mg injetada em articulagbes de coelho. Encontraram
alteracdo na forma dos condrdcitos, mudancas anormais no citoplasma e nucleo,
levando a uma degeneracado celular. Estas alteragbes notadas eram dose
dependente.

FUBINI et al. (2001) realizaram estudo experimental em cultura de tecidos e
concluiram que a metil-prednisolona alterou o fendtipo de diferenciagdo do
condrdcito articular sem a trans-diferenciacdo em fibroblastos. Houve supresséo da
produgcao do colageno tipo Il somente apdés o aumento da concentracdo média do
corticoesterdide acima de 10* pg/ml. Uma dosagem de 0.1 mg/kg foi suficiente para
reduzir os niveis de fibronectina. As propriedades funcionais da fibronectina nao
estao bem definidas, mas ha indicios de que tenham um papel importante tanto na
organizacao estrutural como nas propriedades biomecanicas da matriz cartilaginosa
ou na regulagem do fendtipo condrocitico. A viabilidade celular caiu de 84% com
uma concentracido média de metil-prednisolona de 1 x 10% pg/ml para 4% em uma
concentracdo média de metil-prednisolona de 1x 10° pg/ml (2.0 mM). Uma infiltragdo
de 80 mg (40 mg/ml) em uma articulagado contendo 6 ml de liquido sinovial resulta
em uma concentracdo de 10 mg/ml ou 25 mM que a depender do clearance da
droga poderia manter-se em niveis muito acima dos 2.0 mM que s&o toxicos para as
células. Estes parametros podem variar em funcdo do exercicio e processos
inflamatorios.

HORISAWA et al. (2002) avaliaram a ag&o de nano esferas de polimero DL
Latico/Glicélico contendo fosfato sédico de betametasona, aplicadas em joelhos de

coelhos, com artrite induzida por reagao antigénica. Este sistema de carreamento
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medicamentoso propiciou uma liberagao prolongada da betametasona por um
periodo de trés semanas em baixa concentracdo. Obtiveram um efeito anti-

inflamataorio local prolongado sem lesdes teciduais.
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3 MATERIAL E METODOS

Este experimento foi desenvolvido no biotério do curso de pos graduagéo da
Universidade Federal do Parana no periodo fevereiro a dezembro de 2002.

Oitenta coelhos, “Oryctolagus cuniculus”, californianos adultos de ambos os
sexos pesando entre 2.950 e 3.300g, (média de 3200g) adquiridos de um criador de
animais, foram divididos em 8 grupos de 10 animais e mantidos em gaiolas
convencionais para coelhos contendo cada uma no maximo 5 animais. As gaiolas
foram marcadas para identificagdo dos grupos. Os coelhos foram alimentados com
ragao agraria ecoldgica e agua filtrada.

A dosagem da medicagdo a ser aplicada foi calculada tomando-se como
base um peso médio de 65kg para humanos. Os coelhos apresentavam peso
correspondente a 1/20 do peso corporeo humano. Cada ampola do medicamento
(Diprospan®) contendo 1 ml da solucdo de corticosteréide composto por
dipropionato de betametasona e fosfato dissédico de betametasona foi diluida em 9
ml de solucédo salina isoténica 0,9%. Desta solucao infiltrava-se na articulagao 0,5 ml
que continha 0,25mg de dipropionato e 0,1 como fosfato. Esta dose correspondia a
1/20 da utilizada em aplicagdes intra articulares nos joelhos de humanos.

Para as aplicagbes foram utilizadas luvas, agulhas e seringas descartaveis
de vacina com capacidade de 1 ml com graduacéo decimal. A pele da soldra (ARCE
e FLECHTMANN, 1989) caudal direita dos animais era preparada com clorhexidine e
solugao de alcool 70%, ndo houve necessidade de se realizar tricotomia, pois ao se
umedecer o local da aplicagdo o tendao patelar, patela e a linha articular eram

facilmente identificados (figs.1 e 2).



12

FIGURA 1 — FOTOGRAFIA DA APLICACAO INTRA-ARTICULAR
DE CORTICOESTEROIDE NA SOLDRA CAUDAL DIREITA.

FIGURA 2 — FOTOGRAFIA DA APLICAGAO DE CORTICOESTEROIDE
NA SOLDRA CAUDAL (VISTA MEDIAL)
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O intervalo adotado entre as aplicagdes para 0s grupos que receberam mais
de uma dose do medicamento ou placebo foi semanal para comparagdo com a

literatura (tabela 2).

TABELA 2 — DISTRIBUIGAO DAS DOSES DE MEDICAMENTO E PLACEBO NOS
DIFERENTES GRUPOS.

Grupo Substancia aplicada Numero de Volume Intervalo
aplicacoes aplicado

| Solucgdo salina 0,9% 0 0,5m | -

Il Solugao salina 0,9% 1 0,5ml Dose unica

il Solucgdo salina 0,9% 8 0,5 mi Semanal

\") Betametasona 1 0,5ml Dose unica

Dipropionato 0,25mg
Fosfato 0,1mg

A" Betametasona 2 0,5ml Semanal
Dipropionato 0,25mg
Fosfato 0,1mg

Vi Betametasona 4 0,5ml Semanal
Dipropionato 0,25mg
Fosfato 0,1mg

Vil Betametasona 6 0,5ml Semanal
Dipropionato 0,25mg
Fosfato 0,1mg

Vil Betametasona 8 0,5ml Semanal
Dipropionato 0,25mg
Fosfato 0,1mg

Todos os coelhos foram submetidos a eutanasia oito dias apdés a ultima
infiltracdo programada para o grupo a que pertencia, o grupo controle sem infiltragcao
ao final do experimento. Para a eutanasia os animais foram primeiramente
anestesiados com Ketamina 100mg/kg e Xilasina 8mg/kg intra-muscular e
posteriormente submetidos injecéo intra cardiaca de cloreto de potassio 10ml . Os
joelhos foram dissecados separando-se os platds tibiais (fig. 3) e colocados em
recipientes individuais com formol a 10%. Os frascos etiquetados para identificacéo
dos grupos foram enviados ao servico de Anatomia Patoldégica do Hospital de
Clinicas da UFPR.
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FIGURA 3 — FOTOGRAFIA DO PLANALTO TIBIAL DE ESPECIME
PERTENCENTE AO GRUPO VI

FETFEF

Os platés tibiais foram descalcificados e cortados no plano sagital nos
compartimentos medial e lateral e inclusos em parafina. Apés a microtomia foram
obtidas quatro laminas das areas de apoio dos platds, duas do medial e duas do
lateral. Utilizou-se o corante safranina O para coloracdo de uma lamina do platd
medial e outra do lateral, o mesmo procedimento foi realizado para coloragédo com
hematoxilina e eosina. As laminas coradas com hematoxilina e eosina foram
analisadas pela microscopia Optica convencional pelo patologista, para averiguar se
houve les&o tecidual.

As laminas coradas com a safranina O foram levadas para analise em um
aparelho de histomorfometria composto por microscépio Olympus BX 50 ligado a um

computador que utiliza o software Image Pro-plus versao 4.5 da Media Cybernetics
(fig. 4).



FIGURA 4 - MICROSCOPIO OLYMPUS BX 50 E COMPUTADOR
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A intensidade da coloragao pela safranina O foi mensurada em cada lamina

com iluminagao padrao, utilizando um aumento de dez vezes. A imagem capturada

pelo aparelho foi analisada pelo software que quantificava os pixels da coloracao

(fig. 5).

FIGURA 5 — METODO DE AVALIAGAO DE INTENSIDADE DA COLORAGAO
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Desta analise pelo software ja se obtinha graficos com as médias de

densidade 6ptica de cada lamina (fig. 6).

FIGURA 6 - TABELA GERADA COM MEDIDAS DE AREA E DENSIDADE OPTICA
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Os resultados obtidos foram dispostos em tabelas e graficos e analisados

estatisticamente.
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4 RESULTADOS

Os platés tibiais apresentavam a superficie cartilaginosa brilhante e lisa sem
sinais de erosbes ou rugosidades nos grupos |, II, lll, IV, V e VI (fig. 7).

Notavam-se granulagdes esbranquicadas presentes nos dois platés em trés
casos do grupo VIl e seis do grupo VIII (fig. 8). Nos trés casos que apresentaram
aumento de volume na ocasido da cirurgia, havia granulagbes grosseiras mais

acentuadas no platé medial préximo a insergao ligamentar (fig. 9).

FIGURA 7 - FOTOGRAFIA DE PLANALTO TIBIAL DEMONSTRANDO CARTILAGEM SEM
LESOES MACROSCOPICAS (GRUPO Ill CONTROLE).
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FIGURA 8 - FOTOGRAFIA DE PLANALTO TIBIAL COM MENISCOS, EVIDENCIANDO
GRANULAGCOES NA CARTILAGEM APOS A OITAVA APLICACAO DE COR-
TICOESTEROIDE.




FIGURA 9 - FOTOGRAFIA DE PLANALTO TIBIAL APOS A SEXTA APLICACAO DE
CORTICOSTEROIDE.
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FIGURA 10 - FOTOGRAFIA DE PLANALTO TIBIAL APOS A OITAVA APLICAGAO DE
CORTICOESTEROIDE, EVIDENCIANDO GRANULAGOES GROSSEIRAS .
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A seguir estdo alguns exemplos dos cortes histolégicos obtidos dos diferentes

grupos que foram corados com hematoxilina e eosina.

FIGURA 11 — FOTOMICROGRAFIA DE CORTE HISTOLOGICO DA CARTILAGEM
ARTICULAR CORADA COM HEMATOXILINA E EOSINA. ESPECIME
PERTENCENTE AO GRUPO Il CONTROLE.

FIGURA 12 — FOTOMICROGRAFIA DE CORTE HISTOLOGICO DA CARTILAGEM
ARTICULAR CORADA COM HEMATOXILINA E EOSINA. ESPECIME
PERTENCENTE AO GRUPO Il CONTROLE.




FIGURA 13 - FOTOMICROGRAFIA DE CORTE HISTOLOGICO DA CARTILAGEM
ARTICULAR CORADA COM HEMATOXILINA E EOSINA. ESPECIME
PERTENCENTE AO GRUPO IV (UMA APLICAGAO DE CORTICOES-

TEROIDE).

FIGURA 14 - FOTOMICROGRAFIA DE CORTE HISTOLOGICO DA CARTILAGEM
ARTICULAR CORADO COM HEMATOXILINA E EOSINA. ESPECIME

PERTENCENTE AO GRUPO V (DUAS APLICAGCOES DE
CORTICOESTEROIDE).
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FIGURA 15 - FOTOMICROGRAFIA DE CORTE HISTOLOGICO DA CARTILAGEM
ARTICULAR CORADA COM HEMATOXILINA E EOSINA DE ESPECIME
PERTENCENTE AO GRUPO VI (QUATRO APLICACOES DE
CORTICOESTEROIDE).

I

L

FIGURA 16 - FOTOMICROGRAFIA DE CORTE HISTOLOGICO DA CARTILAGEM
ARTICULAR CORADA COM HEMATOXILINA E EOSINA PERTENCENTE AO
GRUPO VIl (SEIS APLICAGOES DE CORTICOESTEROIDE).




FIGURA 17 - FOTOMICROGRAFIA DE CORTE HISTOLOGICO DA CARTILAGEM
ARTICULAR CORADA COM HEMATOXILINA E EOSINA. DE ESPECIME
PERTENCENTE AO GRUPO VIII (OITO APLICACOES DE
CORTICOESTEROIDE).

Na analise histoldgica das ldminas coradas com hematoxilina e eosina néao

foram encontradas lesdes teciduais nos grupos estudados.

A seguir estdo exemplos de cortes histolégicos corados com safranina O.

FIGURA 18 — FOTOMICROGRAFIA DE CORTE HISTOLOGICO DA CARTILAGEM
ARTICULAR CORADA COM SAFRANINA O. ESPECIME PERTENCENTE

AO GRUPO Il CONTROLE.
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FIGURA 19 - FOTOMICROGRAFIA DE CORTE HISTOLOGICO DA CARTILAGEM
ARTICULAR CORADA COM SAFRANINA O. ESPECIME PERTENCENTE AO

GRUPO IV (UMA APLICAGAO DE CORTICOESTEROIDE).

38

FIGURA 20 - FOTOMICROGRAFIA DE CORTE HISTOLOGICO DA CARTILAGEM
ARTICULAR CORADA COM SAFRANINA O. ESPECIME PERTENCENTE AO
GRUPO V (DUAS APLICACOES DE CORTICOESTEROIDE).
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FIGURA 21 - FOTOMICROGRAFIA DE CORTE HISTOLOGICO DA CARTILAGEM
ARTICULAR CORADA COM SAFRANINA O. ESPECIME PERTENCENTE AO
GRUPO VI (QUATRO APLICAGOES DE CORTICOESTEROIDE).

FIGURA 22 - FOTOMICROGRAFIA DE CORTE HISTOLOGICO DA CARTILAGEM
ARTICULAR CORADA COM SAFRANINA O. ESPECIME PERTENCENTE AO
GRUPO VII (SEIS APLICAGOES DE CORTICOESTEROIDE).
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FIGURA 23 - FOTOMICROGRAFIA DE CORTE HISTOLOGICO DA CARTILAGEM
ARTICULAR CORADA COM SAFRANINA O. ESPECIME PERTENCENTE AO
GRUPO VIII (OITO APLICAGCOES DE CORTICOESTEROIDE).

A avaliagao da intensidade de coloragao dos cortes histolégicos corados pela
safranina O pelo aparelho de histomorfometria gerou resultados que foram dispostos
em tabelas e graficos. A seguir estdo os graficos fornecidos pelo programa,
representativos da intensidade de coloracdo mensurada em cada lamina, duas para
cada espécime. As laminas do planalto medial sdo designadas pela letra “A” e as do
planalto lateral letra “B” nos diferentes grupos demonstrados nos graficos a seguir.
(graficos de 1 a 8).

GRAFICO 1 - DENSIDADE OPTICA MEDIA (GRUPO | CONTROLE).

Densidade 6ptica média grupo |

GI1A  GI1B  GI2A  GI2B GI3A  GI3B  Gl4A  Gl4B  GISA G5B GI6A  GI6B  GI7TA  GI7B  GIBA  GI8B  GISA  GI9B  GI10A GI10B Médiado
grupoll




GRAFICO 2 — DENSIDADE OPTICA MEDIA (GRUPO || CONTROLE)
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Densidade 6ptica média Grupo I

GI1A  GI1B  GI2A  GI2B  GI3A  GI3B GI4A  GI4B GISA  GI5B  GI6A  GI6B GITA  GI7B  GISA  GI8B GI9A  GI9 GI10A GI10B Médiado
grupo I

GRAFICO 3 — DENSIDADE OPTICA MEDIA (GRUPO Ill CONTROLE)

Densidade 6ptica média grupo Il

[cIRVY Gl 1B Glll 2A Gl 2B Gl 3A Gl 3B Glll4A Gll4B Gl 5A Gl 5B Gl 6A Gl 6B Gl 7A Gll78 Gl 8A GligB GlII9A Gll9B  GII10A  GlI10B Média do

grupo il




GRAFICO 4 — DENSIDADE OPTICA MEDIA (GRUPO IV CORTICOESTEROIDE)

Densidade éptica média grupo IV

ggggg

GRAFICO 5 — DENSIDADE OPTICA MEDIA (GRUPO V CORTICOESTEROIDE)

Densidade éptica média grupo V

ggggg
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GRAFICO 6 — DENSIDADE OPTICA MEDIA (GRUPO VI CORTICOESTEROIDE)

)

Densidade éptica média grupo VI

GVITA  GVI1B GVI2A  GVI2B GVI3A GVI3B GVI4A GVI4B GVISA GVISB GVIBA GVIEB GVITA GVI7B GVIBA GVISB GVISA GVI9B GVI10A GVI10B Médiado
grupo VI

GRAFICO 7 — DENSIDADE OPTICA MEDIA (GRUPO VII CORTICOESTEROIDE)

Densidade 6ptica média grupo VII

GVIM1A GVI1B GVI2A GVI2B GVI3A GVI3B GVI4A GVI4B GVISA GVISB GVI6A GVIEB GVI7A GVI7B GVIBA GVISB GVI9A GVI9B GVI10A GVI10B Médiado
grupo VIl
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GRAFICO 8 — DENSIDADE OPTICA MEDIA (GRUPO VIl CORTICOESTEROIDE)

Densidade éptica média grupo Vil

GVII1A  GVII1B GVII2A GVII2B GVII3A GVII3B GVII4A GVII4B GVIISA GVIISB GVIIBA GVIIGB GVIIA GVII7B GVIIBA GVIISB GVII9A GVII9B GVII10A GVII10B Médiado
grupo Vil

4.1 ANALISE ESTATISTICA

A variavel de interesse foi a densidade Optica. Testou-se a hipotese nula, de
densidade optica média iguais em todos os grupos, versus a hipotese alternativa de
pelo menos um dos grupos com densidade optica média diferente dos demais. Para
tanto, adotou-se a analise de variancia com um fator e o teste LSD para
comparagdes multiplas. Para avaliacdo da homogeneidade das variancias,
considerou-se o teste de Cochran e para avaliagdo da normalidade dos dados
dentro dos grupos, considerou-se o teste de Shapiro-Wilks (TRIOLA, 2005; NETER,
1996).

Testou-se a hipotese nula de variancias iguais em todos os grupos, versus a
hipétese alternativa de pelo menos um grupo com variancia diferente. O resultado do
teste indicou a ndo rejeicdo da hipotese nula no nivel de significancia de 5%
(p=0,5968). Em seguida, testou-se a hipdtese nula de médias de densidade optica

iguais em todos os grupos, versus a hipotese alternativa de pelo um dos grupos com
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média diferente dos demais. O resultado do teste indicou a rejeicao da hipétese nula
no nivel de significancia de 5% (p=0,0030). A comparagao das médias de densidade
optica fornecidas pelo software foram feitas grupo a grupo sempre observando o
nivel de significancia de 5%. Os dados em negrito demonstram o0s grupos com

diferenca estatisticamente significativa (tabela 3).

TABELA 3 — ANALISE COMPARATIVA ENTRE OS GRUPOS LEVANDO-SE EM CONTA O

VALOR DE p

Grupos sob Valor de p
comparagao

I x Il 0,9700
I x 1l 0,0736
I x IV 0,4929
I xV 0,1911
| x VI 0,1257
I x VII 0,1579
I x VIII 0,0980
I x 1l 0,0796
IxIV 0,5168
IIxV 0,2040
Il x VI 0,1351
Il x VI 0,1473
Il x VIII 0,0908
" x v 0,2637
I xV 0,6214
I x VI 0,7906
I x VIl 0,0018
I x VIII 0,0008
IV xV 0,5304
IV x VI 0,3927
IV x VII 0,0378
IV x VIlI 0,0207
V x VI 0,8192
V x VII 0,0076
V x VIII 0,0037
VI x VII 0,0040
VI x VIlI 0,0019
VIl x VIII 0,8038
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Adicionalmente, foi apresentado um grafico de Box-Plot para demonstrar as

diferencas dos resultados obtidos nos diferentes grupos. Observa-se claramente a

tendéncia crescente de reducdo dos proteoglicanos a medida que o numero

aplicacbes aumenta (graf. 9).

GRAFICO 9 - APRESENTAGCAO DOS RESULTADOS DE MEDIAS E DESVIOS PADROES DA

DENSIDADE OPTICA DE CADA UM DOS GRUPOS.
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5 DISCUSSAO

A intencdo de avaliar os efeitos do corticoesteréide composto partiu do
principio de que nao foram encontrados na literatura trabalhos que testassem a
composicao dipropionato de betametasona e fosfato dissédico de betametasona. No
mercado este medicamento se encontra disponivel sob diferentes nomes comerciais,
mas com a mesma composi¢cdo e dosagem. Os corticoesterdides menos soluveis
sao os mais utilizados nas infiltragdes por permanecerem por até trés semanas no
interior das articulagbes e reduzirem os efeitos sistémicos (CALDWELL,1996). A
somatéria de um corticoesterdide de curta duragcdo e rapido inicio de agado ao
corticoesteréide de longa duragdo minimiza os efeitos de respostas inflamatorias
similares as da gota e pseudogota desencadeadas pela fagocitose dos cristais de
corticoesterodides pelos leucécitos (McCARTY; HOGAN, 1964). Esta associacéo de
corticoesterdides poderia resultar em uma maior supressdo da sintese protéica na
matriz cartilaginosa levando a uma degeneragdo mais precoce com um menor
numero de aplicagdes do que os evidenciados na literatura com drogas simples.

A betametasona é um corticoesterdide muito potente do ponto de vista anti-
inflamatério, com um efeito proporcional maior do que diversos outros
corticoesterdides ( GOODMAN & GILMAN, 1996). Como nao se tinha um paralelo de
seguranga avaliando quando esta composi¢cdo passa a causar danos na cartilagem,
optou-se por verificar o0 numero maximo de uma dose semelhante a utilizada em
humanos, que causaria redugdo nos proteoglicanos da matriz resultando em uma
fragilidade estrutural.

O coelho foi o modelo experimental escolhido porque o aparecimento de
lesdes induzidas pelo corticoesterdide € mais freqliente nesta espécie animal
(GIBSON et al.,, 1976; SALTER; MURRAY, 1969) e a maioria dos trabalhos
demonstrando alteracdo degenerativa na cartilagem devido a acado dos
corticoesterdides foi observada nestes animais.

Utilizou-se a composicao de fosfato dissédico de betametasona 2mg, que
devido a sua solubilidade tem rapido inicio de acdo e o dipropionato de
betametasona 5mg que possui menor solubilidade e portanto permanece por mais

tempo no interior da articulacao.
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Para o calculo da dosagem adotou-se como parametro miligramas por
kilograma visto que a proporcionalidade por superficie corporal utilizada para alguns
medicamentos gera uma dose elevada (KLAASSEN, 1996). Procurou-se avaliar a
concentracio de corticoesterdide por mililitro evitando desta forma a possibilidade de
acao toxica direta por hiperconcentragcao do farmaco, que poderia ocasionar morte
celular. Doses elevadas por si s6 tem um potencial lesivo para as células como
demonstrado no trabalho experimental em cultura de tecidos realizado por FUBINI
(2001). A dose aplicada continha 0,25mg como dipropionato de betametasona e
0,1mg como fosfato de betametasona ou 0,63 uM de dipropionato de betametasona
e 0,25 uM de fosfato dissoédico de betametasona.

Na articulagao os efeitos da redugéo de proteoglicanos sdo determinantes no
aparecimento das lesdes induzidas pelo corticoesterdide. A resultante fragilidade
estrutural leva a uma faléncia da cartilagem em areas de apoio. Estes elementos
apresentam meia-vida curta em torno de oito dias. A sintese de colageno é afetada
intensamente, entretanto como a sua durabilidade € maior ndo foi observada uma
reducao in vivo devido a duragédo dos experimentos (MANKIN; CONGER, 1966(a);
UITTO; MUSTAKALIO, 1971; BEHRENS; SHEPARD; MITCHEL, 1975). Devido a
importancia destes elementos para a integridade da cartilagem optou-se pela
avaliacdo da quantidade de proteoglicanos apdés oito dias da aplicagao intra-articular
de corticoesterodide, baseando-se em sua meia vida.

O corante “safranina O” foi escolhido para avaliar a quantidade de
proteoglicanos com base no estudo de ROSENBERG (1971) que demonstrou a
ligacado estequiométrica deste corante com os polidnions, ou seja, uma molécula de
safranina O liga-se a cada carga negativa do sulfato de condroitina e do sulfato de
queratina e nao se liga ao colageno. Deste modo pode-se afirmar que as alteragdes
notadas na intensidade de coloragédo s&o decorrentes da redugéo de proteoglicanos
mais especificamente de sulfato de queratina e sulfato de condroitina. Os resultados
obtidos mostram auséncia de efeitos adversos com a aplicagao de corticoesterdide
composto, demonstraveis pelo método colorimétrico com uma, duas e quatro
infiltragbes em cartilagem normal. Entretanto deve-se levar em consideragcédo a
duracao do experimento que avaliou os animais oito dias apds a ultima infiltracao.

A utilizagdo de um corticoesterdide de maior permanéncia no interior da

articulagao ocasiona um acumulo de medicamento a medida que novas infiltragcdes
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vao sendo realizadas em intervalo de tempo menor que O necessario para o
desaparecimento do medicamento. Portanto parte-se de uma dose inicial conhecida
que é verdadeira apenas para o grupo infiltrado uma vez. Nos demais grupos a dose
€ de dificil determinacdo devido a lenta absor¢gao. Com duas infiltragées o principal
efeito da permanéncia teria desaparecido na quinta semana e se este numero de
infiltracbes ocasionasse alteragdes seriam notadas no grupo quatro, pois 0s animais
ja mostrariam sinais de lesdes decorrentes do emprego das duas aplicagdes e que,
mesmo sendo submetidos ao acréscimo de mais duas infiltracbes, ainda nao
apresentavam alteragdes por este método de avaliacdo. Observou-se reducido da
intensidade de coloragdo com safranina O na matriz cartilaginosa de coelhos
infiltrados seis e oito vezes com intervalos semanais . Em trés animais do grupo
infiltrado oito vezes e que apresentavam aumento de volume articular, a cultura do
liquido sinovial foi negativa. Na macroscopia dos platds destes animais havia um
maior acumulo de pequenas rugosidades localizadas no platdé medial proximo a
insercdo ligamentar.

Nao foram observadas alteracdes teciduais na microscopia éptica utilizando a
coloragdo com hematoxilina e eosina nos diferentes grupos infiltrados com
corticoesteroide.

Um efeito condroprotetor com baixas dosagens de corticoesterdide foi
evidenciado em diferentes modelos experimentais. Em coelhos submetidos a
meniscectomia parcial lateral e trans-sec¢ao dos ligamentos sesamoéide e colateral
fibular, utilizando hidrocortisona (BUTLER et al. 1983). O efeito condroprotetor
observado por diferentes pesquisadores ocorreu com uma dosagem de
corticoesteréide que corresponde a metade da utilizada neste estudo. Para esta
afirmacao levou-se em conta a poténcia anti-inflamatéria da betametasona que é
cinco vezes mais potente que a triamcinolona e seis vezes mais potente do que a
hidrocortisona (GOODMAN & GILMAN, 1996). O intervalo de tempo entre as
aplicacgdes foi de quatro semanas nos estudos realizados por BUTLER et al. (1983) e
PELLETIER et al. (1994, 1995). Os trabalhos experimentais realizados por
BEHRENS, SHEPARD e MITCHEL (1975) utilizaram doses elevadas de
corticoesterdides. PAPACHRISTOU, ANAGNOSTOU e KATSORHIS (1997)

observaram até mesmo o desaparecimento da membrana citoplasmatica em 15%
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dos espécimes apds a aplicacdo de altas dosagens de betametasona nos dois
joelhos com intervalos semanais.

O repouso relativo era postulado por HOLLANDER, JESSAR e BROWN JR.
(1961) com base em suas observagdes clinicas em humanos. GOGIA, BROWN e
AL-OBAIDI (1993) observaram degradagao mais intensa no tecido cartilaginoso de
ratos que faziam exercicios e que tiveram seus joelhos infiltrados com
corticoesteréide. Ha poucos estudos demonstrando os efeitos da associagao
exercicios e corticoesterdides intra-articulares, ndo se encontrou nenhum realizado
em coelhos. Neste estudo, embora os coelhos pudessem se movimentar nas gaiolas
nao realizaram exercicios.

A avaliacdo da intensidade de coloragdo realizada com auxilio de um
aparelho de histomorfometria permitiu uma mensuragdo objetiva com dados
mensuraveis, eliminando possiveis discordancias subjetivas entre observadores.

No preparo das laminas nao se adicionou a safranina O, previamente a
descalcificagdo, o que poderia evitar a perda de 10% de proteoglicanos durante o
processo (KIRALY, 1996). Entretanto como o método utilizado foi comparativo e ndo
quantitativo e a cartilagem foi tratada do mesmo modo para os grupos infiltrados,
nao influenciou no resultado final. Para uma avaliagdo quantitativa do tecido seria
interessante a utilizacdo deste principio.

A associagao de corticoesterdides de curta e de longa duragédo ndo mostrou
dados diferentes dos obtidos na literatura visto que a redugéo de proteoglicanos na
matriz ocorreu em tempo e numero de infiltragdes semelhantes as observadas com
administragao de drogas simples. N&o observamos les&o celular embora o intervalo
de aplicagbes de corticoesterdide na articulacdo fosse pequeno para o tipo da
substancia empregada concordando com as observagdes de BARKER e MARTINEK
(1976).

Fica claro pelo presente estudo que uma infiltragdo com corticoesterdide na
articulagdo nado acarreta lesdes celulares e ou na matriz. A dosagem de
corticoesterdide que leva aos efeitos condroprotetores pode ser menor do que a
utilizada normalmente para infiltracbes. A busca por uma dosagem menor que nao
afete a sintese protéica intensamente e bloqueie processos inflamatérios é

mandatdria para o tratamento com este medicamento.
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Novos estudos levando em conta a poténcia do corticoesteréide bem como
intervalo de tempo satisfatorio para a recuperagao do tecido cartilaginoso devem ser

realizados.
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6 CONCLUSAO

A analise dos efeitos da composicao sulfato de betametasona e dipropionato
de betametasona na cartilagem hialina normal de coelhos, adotando-se uma
dosagem proporcional a utilizada na pratica clinica, ndo demonstrou redugao na
quantidade de proteoglicanos da matriz cartilaginosa nos grupos que receberam até
quatro aplicagdes intra-articulares com intervalo semanal. A reducdo destes
elementos constituintes da matriz se tornou evidente apds seis e oito aplicagoes,
demonstrando o efeito cumulativo do medicamento pois o intervalo semanal nao é
suficiente para o desaparecimento da droga do interior da articulagdo e recuperagéo
metabdlica do tecido. A avaliacdo da intensidade de coloracdo do tecido
cartilaginoso com o corante “safranina O” utilizando-se o aparelho de
histomorfometria propiciou uma analise estatistica com dados objetivos facilitando a
interpretacdo, superando a escala visual que depende essencialmente do

observador.
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