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R E S U M OR E S U M OR E S U M OR E S U M OR E S U M O

ObjetivoObjetivoObjetivoObjetivoObjetivo: Analisar os efeitos da injeção repetida de betametasona na concentração de proteoglicanos da cartilagem articular do

joelhos normais de coelhos californianos de ambos os sexos. MétodosMétodosMétodosMétodosMétodos: Os animais foram randomizados em oito grupos de dez

animais cada. Três grupos controle (injeção ou não de solução salina isotônica) e cinco grupos de estudo - doses terapêuticas,

repetidas ou não, de betametasona injetadas no joelho direito de cada coelho, com intervalos semanais. Após oito dias da última

injeção prevista, cortes histológicos da cartilagem das áreas de apoio dos platôs tibiais foram corados com hematoxilina e eosina para

análise por microscopia óptica, e com safranina O para a pesquisa da quantidade de proteoglicanos. A intensidade da coloração da

safranina O foi quantificada em aparelho de histomorfometria, composto por microscópio Olympus BX 50 e microcomputador com

software Image Pro-plus 4.5Ò. ResultadosResultadosResultadosResultadosResultados: Não houve diferenças nos animais que tiveram seus joelhos injetados com betametasona

uma, duas e quatro vezes quando comparados com os grupos controle. Nos animais que receberam seis e oito aplicações a

intensidade da coloração com safranina O reduziu-se significativamente (p < 0,05) quando comparada tanto com grupos controle

quanto com os outros de estudo. ConclusãoConclusãoConclusãoConclusãoConclusão: Foi possível demonstrar redução da concentração de proteoglicanos na matriz

cartilaginosa articular dependente do efeito deletério cumulativo das repetidas injeções intra-articulares de betametasona.

Descritores:Descritores:Descritores:Descritores:Descritores: Articulação do joelho. Proteoglicanos. Corticosteróides. Coelhos.
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INTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃO

A grande mudança no tratamento conservador de
 lesões articulares ocorreu pela introdução de injeções

de corticoesteróides e seus análogos. Entretanto, o rápido
alívio dos sintomas, bem como restauração dos níveis fun-
cionais articulares, acabaram por levar ao uso indiscriminado
destas drogas. Relatos de casos de artropatias de Charcot,
necroses ósseas e aumento na degradação da cartilagem
articular estiveram em evidência nos anos que se seguiram
a introdução desta forma de tratamento1,2.

Experimentalmente, o corticoesteróide ocasiona
lesões no tecido cartilaginoso por induzir a redução de
proteoglicanos, fato este que tem papel chave na degrada-
ção da cartilagem articular. Em contrapartida, pesquisas
em modelos animais teem evidenciado efeito
condroprotetor3-6. A aplicação intra-articular de

corticoesteróides em doses baixas bloqueia os efeitos dele-
térios gerados por processos inflamatórios, evitando a de-
gradação da cartilagem. A aplicação intra-articular de
corticoesteróide permanece controversa quanto à seguran-
ça e eficácia7.

A cartilagem articular por sua importância para
os movimentos ganhou destaque na ortopedia. Inúmeros
tratamentos medicamentosos com suplementação de ele-
mentos que entram na composição da matriz, tanto por
administração oral como através de infiltrações, estão atu-
almente em evidência8.

Com o objetivo de avaliar os efeitos da associ-
ação de corticoesteróides de curta e longa duração na
cartilagem hialina normal, realizou-se este estudo apli-
cando esta associação de medicamentos em joelhos de
coelhos, com dosagem proporcional à empregada na
prática clínica.
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MÉTODOSMÉTODOSMÉTODOSMÉTODOSMÉTODOS

Oitenta coelhos (Oryctolagus cuniculu)
californianos adultos de ambos os sexos pesando entre 2.950
e 3.300g (média de 3.200g) foram divididos em oito gru-
pos de 10 animais, mantidos em gaiolas para a espécie, e
alimentados com ração agrária ecológica.

A dosagem da medicação a ser aplicada foi cal-
culada tomando-se como base um peso médio de 65kg
para humanos. Os coelhos apresentavam peso correspon-
dente a 1/20 do peso corpóreo humano. Cada ampola do
medicamento contendo 1 mL da solução de corticoesteróide
composto por dipropionato de betametasona e fosfato
dissódico de betametasona foi diluída em 9 mL de solução
salina isotônica 0,9%. Desta solução utilizou-se 0,5 mL (0,25
mg de dipropionato e 0,1 como fosfato) para infiltração,
correspondendo a 1/20 da dose utilizada em aplicações
intra-articulares em joelhos humanos. As infiltrações foram
realizadas semanalmente, de acordo com cada grupo de
estudo como descrito na tabela 1.

Para as aplicações foram utilizadas luvas, agu-
lhas e seringas descartáveis de vacina com capacidade de
1 mL com graduação decimal. A pele da soldra caudal
direita dos animais foi preparada com clorhexidine e solu-
ção de álcool 70%, sem necessidade de se realizar
tricotomia.

Todos os coelhos foram submetidos à eutanásia
oito dias após a última infiltração programada para o grupo a
que pertencia; o controle sem infiltração foi sacrificado ao
final do experimento. Para a eutanásia os animais foram pri-
meiramente anestesiados com Ketamina 100mg/kg e Xilazina
8mg/kg intramuscular e posteriormente submetidos à injeção
intracardíaca de 10mL de cloreto de potássio à 19,1%.

Os joelhos foram dissecados separando-se os
platôs tibiais, coletados em recipientes individuais com
formol a 10% e encaminhados ao laboratório de anatomia
patológica.

Os platôs tibiais foram descalcificados e corta-
dos no plano sagital nos compartimentos medial e late-
ral e inclusos em parafina. Após a microtomia foram
obtidas quatro lâminas das áreas de apoio dos platôs,
duas do medial e duas do lateral. Utilizou-se a safranina
O para coloração de uma lâmina do platô medial e outra
do lateral, o mesmo procedimento foi realizado com a
coloração de hematoxilina e eosina. As lâminas coradas
com a safranina O foram levadas para análise em um
aparelho de histomorfometria composto por microscópio
Olympus BX 50 ligado a um computador que utilizava o
software Image Pro-plus versão 4.5   da Media
Cybernetics.

A intensidade da coloração pela safranina O foi
mensurada em cada lâmina com iluminação padrão, utili-
zando aumento de dez vezes. A imagem capturada pelo
aparelho era analisada pelo software que quantificava os
pixels da coloração (Figura 1).

Para a análise estatística, a variável de inte-
resse foi a densidade óptica. Testou-se a hipótese nula
de densidade óptica média iguais em todos os grupos,
versus a hipótese alternativa de pelo menos um dos gru-
pos com densidade óptica média diferente dos demais.
Para tanto, adotou-se a análise de variância com um
fator e o teste LSD para comparações múltiplas. Para
avaliação da homogeneidade das variâncias, considerou-
se o teste de Cochran e para avaliação da normalidade
dos dados dentro dos grupos, considerou-se o teste de
Shapiro-Wilks.

Tabela 1Tabela 1Tabela 1Tabela 1Tabela 1 – Grupos do estudo de acordo com tipo e volume da solução injetada, número e intervalo das aplicações.

G rupoGrupoGrupoGrupoGrupo Substância aplicadaSubstância aplicadaSubstância aplicadaSubstância aplicadaSubstância aplicada Número de aplicaçõesNúmero de aplicaçõesNúmero de aplicaçõesNúmero de aplicaçõesNúmero de aplicações Volume aplicadoVolume aplicadoVolume aplicadoVolume aplicadoVolume aplicado Interva loInterva loInterva loInterva loInterva lo

1 Solução salina 0,9% 0 0,5mL ——-
2 Solução salina 0,9% 1 0,5mL ——-
3 Solução salina 0,9% 8 0,5 mL Semanal
4 Betametasona 1 0,5mL ——-

Dipropionato 0,25mg
Fosfato 0,1mg

5 Betametasona 2 0,5mL Semanal
Dipropionato 0,25mg

Fosfato 0,1mg
6 Betametasona 4 0,5mL Semanal

Dipropionato 0,25mg
Fosfato 0,1mg

7 Betametasona 6 0,5mL Semanal
Dipropionato 0,25mg

Fosfato 0,1mg
8 Betametasona 8 0,5mL Semanal

Dipropionato 0,25mg
Fosfato 0,1mg
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RESULTADOSRESULTADOSRESULTADOSRESULTADOSRESULTADOS

Os platôs apresentaram-se normais nos Grupos
1, 2, 3, 4, 5 e 6. Notaram-se granulações esbranquiçadas
presentes nos dois platôs em três casos do Grupo 7 e seis
do Grupo 8. Nos três casos que apresentaram aumento de
volume na ocasião da operação, havia granulações gros-
seiras mais acentuadas no platô medial próximo à inserção
ligamentar.

Na análise histológica das lâminas coradas com
hematoxilina e eosina não foram encontradas lesões
teciduais nos grupos estudados.

A avaliação da intensidade de coloração dos cor-
tes histológicos corados pela safranina “O” pelo aparelho
de histomorfometria gerou resultados que foram dispostos
em médias de densidade óptica fornecidas pelo software.
Foram comparados grupo a grupo sempre observando o
nível de significância de 5%. Houve diferença estatistica-
mente significativa entre os Grupos 7 e 8 comparados com
o Grupo 3 controle e os Grupos 4, 5 e 6, demonstrando
decréscimo da quantidade de proteoglicanos a medida que
se aumentou o número de aplicações, como pode ser
visualizado na figura 2.

DISCUSSÃODISCUSSÃODISCUSSÃODISCUSSÃODISCUSSÃO

A intenção de avaliar os efeitos do
corticoesteróide composto partiu do princípio de que não
foram encontrados na literatura trabalhos que testassem a
associação composta por dipropionato de betametasona e
fosfato dissódico de betametasona8. Esta associação de
corticoesteróides poderia resultar em maior supressão da
síntese protéica na matriz cartilaginosa levando a degene-
ração mais precoce com menor número de infiltrações do
que os evidenciados na literatura com drogas simples.

No mercado este medicamento se encontra dis-
ponível sob diferentes nomes comerciais, mas com a mes-
ma composição e dosagem. Os corticoesteróides menos
solúveis são os mais utilizados nas infiltrações por perma-
necerem por até três semanas no interior das articulações
e reduzirem os efeitos sistêmicos9. A somatória de um
corticoesteróide de curta duração e rápido início de ação
ao corticoesteróide de longa duração minimiza os efeitos
de respostas inflamatórias similares às da gota e pseudogota
desencadeadas pela fagocitose dos cristais de
corticoesteróides pelos leucócitos.

A betametasona é corticoesteróide muito potente
do ponto de vista anti-inflamatório, com efeito proporcional
maior do que diversos outros corticoesteróides. Como não se
tinha paralelo de segurança avaliando quando esta compo-
sição passa a causar danos na cartilagem, optou-se por veri-
ficar o número máximo de uma dose semelhante à utilizada
em humanos, que causasse redução nos proteoglicanos da
matriz resultando em fragilidade estrutural.

O aparecimento de lesões induzidas pelo
corticoesteróide em cartilagens articulares de coelho é muito
frequente10 e a maioria dos trabalhos demonstrando altera-

ção degenerativa na cartilagem devido à ação dos
corticoesteróides foi observada neste tipo de animal4-6. Na
articulação os efeitos da redução de proteoglicanos são
determinantes no aparecimento das lesões induzidas pelo
corticoesteróide. A resultante fragilidade estrutural leva a
falência da cartilagem em áreas de apoio. Estes elementos
apresentam meia-vida curta em torno de oito dias. A sínte-
se de colágeno é afetada intensamente; entretanto como
a sua durabilidade é maior não se observa redução in vivo
devido à duração dos experimentos.

Adotou-se a dosagem em miligramas por
kilograma visto que a proporcionalidade por superfície cor-
poral utilizada para alguns medicamentos gera dose eleva-
da, que por si só tem potencial lesivo para as células, como
demonstrado em cultura de tecidos11.

O corante safranina O estabelece ligação
estequiométrica com os poliânions, ou seja, uma molécula
de safranina O liga-se a cada carga negativa do sulfato de
condroitina e do sulfato de queratina, e não se liga ao

Figura 2Figura 2Figura 2Figura 2Figura 2 - Médias de densidade óptica da safranina O de cada
um dos grupos

Comparações com p<0,05:
G3 x G7=0,0018; G3 x G8=0,0008;
G4 x G7=0,0378; G4 x G8=0,0207;
G5 x G7=0,0076; G5 x G8=0,0037;
G6 x G7=0,0040; G6 x G8=0,0019.

Figura 1Figura 1Figura 1Figura 1Figura 1 – Tela do software (Image Pro-Plus 4.5) utilizado na ava-
liação de intensidade da coloração de safranina O.
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colágeno. Deste modo pode-se afirmar que as alterações
evidenciadas na intensidade de coloração são decorrentes
da redução de proteoglicanos mais especificamente de sul-
fato de queratina e sulfato de condroitina. A avaliação da
intensidade de coloração realizada com auxílio de um apa-
relho de histomorfometria permite mensuração mais obje-
tiva dos dados, eliminando possíveis discordâncias subjeti-
vas entre observadores.

Os resultados obtidos mostram ausência de efei-
tos adversos com a aplicação de corticoesteróide compos-
to, demonstráveis pelo método colorimétrico com uma,
duas e quatro infiltrações em cartilagem normal. Entre-
tanto deve-se levar em consideração a duração do expe-
rimento que avaliou os animais com oito dias posterior-
mente à última infi ltração. A uti l ização de um
corticoesteróide de maior permanência no interior da arti-
culação ocasiona acúmulo de medicamento à medida que
novas infiltrações vão sendo realizadas em intervalo de
tempo menor que o necessário 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 ela é de difícil determinação
devido à lenta absorção. Observou-se redução da intensi-
dade de coloração com safranina O na matriz cartilaginosa
de coelhos infiltrados seis e oito vezes com intervalos se-
manais (Figura 2). Em três animais do grupo infiltrado oito
vezes e que apresentavam aumento de volume articular,
a cultura do líquido sinovial foi negativa. Na macroscopia
dos platôs destes animais havia maior acúmulo de peque-
nas rugosidades localizadas no platô medial próximo à
inserção ligamentar.

Neste estudo, embora os coelhos pudessem se
movimentar nas gaiolas, não realizaram exercícios físicos.
Em ratos que tiveram seus joelhos infiltrados com
corticoesteróide e foram induzidos a prática de exercício,
houve degradação mais intensa no tecido cartilaginoso12.
Há poucos estudos demonstrando os efeitos da associação
de exercícios e corticoesteróides intra-articulares.

A associação de corticoesteróides de curta e de
longa duração não mostrou dados diferentes dos obtidos
na literatura visto que a redução de proteoglicanos na ma-
triz ocorreu em tempo e número de infiltrações semelhan-
tes às observadas com administração de drogas simples.
Não observou-se lesão celular, embora o intervalo de apli-
cações de corticoesteróide na articulação fosse pequeno
para o tipo da substância empregada concordando com as
observações de outros pesquisadores13,14.

Fica claro pelo presente estudo que uma infiltra-
ção com corticoesteróide na articulação não acarreta le-
sões celulares e ou na matriz. Entretanto, o uso local intra-
articular repetitivo, sem o devido e necessário intervalo,
leva à lesão da superfície cartilaginosa articular por redu-
ção do teor de proteoglicanos no local. Novos estudos le-
vando em conta a potência do corticoesteróide bem como
intervalo de tempo satisfatório para a recuperação do teci-
do cartilaginoso devem ser realizados.

Em conclusão, os níveis articulares de corticoesteróide
que levam a efeitos condroprotetores podem ser menores do
que a dose utilizada normalmente para infiltrações. A busca
por uma dosagem menor que não afete a síntese protéica in-
tensamente e bloqueie processos inflamatórios é mandatória
para o tratamento com este medicamento.

A B S T R A C TA B S T R A C TA B S T R A C TA B S T R A C TA B S T R A C T

ObjectiveObjectiveObjectiveObjectiveObjective: To study the effects of repeated injections of betamethasone on proteoglycan concentration in the articular cartilage
of normal knees of Californian rabbits of both sexes. MethodsMethodsMethodsMethodsMethods: Eighty animals were randomly divided into eight groups of ten
animals each. Three control groups (saline solution injected or not) and five study groups — therapeutical doses, repeated or not, of
betamethasone injected into the right knee of each animal at weekly intervals. After eight days from the last injection, sections of
articular cartilage from tibial plateaus collected from weight-bearing surfaces were stained with hematoxylin and eosin for light
microscopy analysis and with safranin O for the proteoglycan content assay. The staining intensity of safranin O was quantified by
histomorphometry using an Olympus BX 50 microscope and a microcomputer with the Image Pro-plus 4.5Ò software. ResultsResultsResultsResultsResults:
Animals receiving one, two and four betamethasone injections showed no differences when compared to normal controls. Animals
receiving six and eight injections had a significant decrease in safranin O staining intensity (p < 0.05) as compared to the control
groups and the other study groups. ConclusionConclusionConclusionConclusionConclusion: A decrease in the concentration of articular cartilage proteoglycans dependent on
repeated betamethasone injection was effectively demonstrated.

Key wordsKey wordsKey wordsKey wordsKey words: Joint knee. Proteoglycans. Adrenal cortex hormones.      Rabbits.
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