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Effect of methylprednisolone use on the rotator cuff in rats:
biomechanical and histological study

ABSTRACT

Objective: To evaluate the influence of treatment with different doses of methylprednisolone
on the mechanical resistance and possible histological alterations of the rotator cuff tendon
in rats.

Methods: Male Wistar rats were divided randomly into four treatment groups: sham, vehicle
or 0.6 mg/kg or 6.0 mg/kg of methylprednisolone. Changes to mechanical resistance (in N)
and histological parameters (fibrillar appearance, presence of collagen, edema and vascular
proliferation) of the rotator cuff tendon were evaluated. The analyses were conducted after
administration of one treatment (24h afterwards), two treatments (7 days afterward) or
three treatments (14 days afterwards), into the subacromial space.

Results: Seven and fourteen days after the treatments were started, it was found that in
a dose-dependent manner, methylprednisolone reduced the mechanical resistance of the
rotator cuff tendon (p <0.05 in relation to the vehicle group). Modifications to the histologi-
cal parameters were observed on the 7% and 14 days after the first infiltration, especially
regarding the presence of collagen and vascular proliferation, for the dose of 0.6 mg/kg
of methylprednisolone, and also regarding the presence of collagen, edema and vascular
proliferation for the dose of 6.0 mg/kg of corticoid.

Conclusion: The results obtained demonstrated a relationship between methylpredniso-
lone use through infiltration into the subacromial space and reduction of the mechanical

resistance of and histological modifications to the rotator cuff tendon in rats.
© 2014 Sociedade Brasileira de Ortopedia e Traumatologia. Published by Elsevier Editora

Ltda. All rights reserved.

Introducao

Uma das causas mais frequentes de dor no ombro sdo as
lesOes degenerativas e traumaticas do manguito rotador (MR),
principalmente da &rea avascular do tenddo,! que podem
acometer individuos em qualquer faixa etdria e ser poten-
cializadas com o envelhecimento e a ocupacgao laboral ou
recreativa.”>

Aproximadamente 54% dos adultos com mais de
60 anos apresentam ruptura parcial ou completa do MR,
em comparag¢do com apenas 4% daqueles com idade entre 40
e 60 anos.* Além disso, em torno da metade desses pacientes
ndo apresenta antecedente de trauma; isso sugere que nesses
casos a degeneracdo do manguito rotador ocorre gradual-
mente e resulta em ruptura incompleta e eventualmente
em ruptura completa. Esse evento pode levar a perda da
funcdo do ombro em variados graus.”® Também ocorrem em
diferentes niveis: dor no ombro, fraqueza ao movimento de
abducao do braco e perda da mobilidade.

Nessa condigdo as op¢des de tratamento incluem as medi-
das conservadoras (repouso e afastamento do fator causal),
as farmacoldgicas (anti-inflamatérios ndo esteroidais) e a
reabilitacdo (fisioterapia), além das infiltracées com o uso de
corticoide no espago subacromial (ICSS).

As ICSS sao usadas no tratamento inicial da patologia do
manguito rotador e podem ter bons resultados em relacdo
a diminuicdo da dor e ao ganho da amplitude de movi-
mento, provavelmente por causa dos efeitos anti-inflamatério
e analgésico dessas medicagdes’® em decorréncia do efeito
anti-inflamatério dos corticoides. Dentre os corticoides usa-
dos, encontra-se principalmente a metilprednisolona, que é

indicada como terapéutica adjuvante em curto prazo nessa
condicdo, principalmente para o alivio de uma crise aguda ou
para evitar a exacerbacao, por causa de sua solubilidade e acao
em curto prazo, que causa menores prejuizos ao tecido.

No entanto, as atuais recomendacdes clinicas para o uso
local dessas medicacoes no tratamento das patologias do
manguito rotador sdo no méaximo trés infiltracées durante
um ano, com espacamento de trés ou mais meses entre cada
uma.’ Esse cuidado se deve aos efeitos colaterais relatados
na literatura, como atrofia tendinea, altera¢des no processo
de cicatrizacgdo, alteracOes estruturais das fibras colagenas e
alteracoes metabdlicas da sintese do coldgeno, que podem
levar a diminuicdo das propriedades biomecénicas do tenddo
e ocasionar até mesmo rupturas completas dele.'1?

Poucos estudos examinaram os efeitos clinicos especifi-
cos dos corticoides sobre o MR. A literatura é basicamente
composta por relatos de caso e estudos experimentais com
animais com o uso do tenddo do triceps sural e do tendéo
patelar. A auséncia de um consenso, bem como de estudos
especificos que avaliem o efeito das ICSS sobre o tendao do
MR, fortalece a ideia da necessidade de compreender e/ou jus-
tificar os mecanismos implicados nos efeitos dos corticdides,
que até o momento sdo usados empiricamente no tratamento
dessa condicdo.’”” O MR de ratos é considerado um modelo
in vivo bastante ttil para estudar as doencas do MR,"® porém
esses estudos ainda nao avaliaram o quanto um tendao resiste
ap6s o uso clinico de ICS.

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo
primério avaliar o efeito da metilpredisolona sobre a resis-
téncia mecanica do manguito rotador em ratos, bem como o
objetivo secundario de avaliar as alteragdes histolégicas em



262 REV BRAS ORTOP.2015;50(3):260-265

relacdo a celularidade, a vascularizagdo e as alteragdes do
padrao das fibras coldgenas do tenddo do MR em ratos.

Materiais e métodos

Foram usados 75 ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicos),
adultos machos com 300g em média. Foram mantidos sob
condi¢Oes padronizadas de luminosidade (ciclo claro-escuro
de 12 horas) e temperatura (22° + 2° C), com livre acesso a 4gua
e racdo. Os experimentos foram conduzidos no laboratério do
centro cirtrgico de nossa universidade, entre 8h e 17 h, apés
aclimatacao dos animais. Os protocolos foram aprovados pela
Comisséo de Etica em Uso de Animais (n° 12.016.4.01.111).

O numero amostral foi subdividido conforme descricdo a
seguir. Respeitou-se o n=6 por grupo, que é considerado o
menor numero suficiente para as andlises estatisticas pro-
postas na espécie selecionada na literatura da area e de
acordo com o calculo n/grupo: [(Za: 2+ZB)2p* (1-p*)2]:23;
onde p*=(p0+p1)/2 e 3 (delta) = (pO + p1). Foram avaliados qua-
tro grupos de tratamento, que iniciaram com 18 animais
cada; desses grupos, seis animais foram retirados nos dife-
rentes intervalos de tempo de observacao, respectivamente
a primeira, segunda ou terceira administracdo do referido
tratamento. Além desses animais, trés ratos foram usados ini-
cialmente num estudo piloto para padronizacdo da técnica de
administracdo das substancias, bem como reconhecimento da
anatomia do animal.

Os animais foram aleatoriamente divididos entre os gru-
pos, que receberam os seguintes tratamentos: grupo 1 (sham),
nao sofreram intervencao ou receberam tratamento ao longo
do periodo experimental e serviram como grupo controle
para as andlises de resisténcia; grupo 2 (veiculo), receberam
tratamento com o diluente do corticoide testado, conforme
especificacdo do fabricante; grupos 3 e 4 (experimentais),
receberam injecao subacromial de duas doses diferentes do
corticoide a ser testado, respectivamente.

O corticoide investigado foi a metilprednisolona nas doses
de 0,6 mg/Kg (grupo 3) ou 6 mg/Kg (grupo 4). Essas doses foram
selecionadas tendo por base o estudo de referéncia* que
empregou 0,6 mg/Kg para observacdo de efeitos deletérios de
tratamento semelhante em Peri tenddo de triceps sural de
ratos; além disso, consideraram-se questoes farmacocinéticas
e a dose de 6mg/Kg foi escolhida no sentido de investi-
gar possiveis correlacdes de dose-efeito para os pardmetros
observados no presente estudo, bem como possiveis efei-
tos adversos de sua administra¢do. A droga foi administrada
no espaco subacromial do ombro direito dos animais, num
volume de 0,1mL/100g de peso do animal. Foram feitas trés
administra¢des. O momento da aplicacdo da primeira dose foi
considerado como tempo zero, seguido de inje¢des nos perio-
dos de 24 horas ou sete dias apds a primeira administracao.

Para o procedimento de injecdo subacromial, os animais
receberam anestesia induzida por injecdo intraperitoneal
(i.p.) de cloridrato de cetamina+cloridrato de xilazina
(40-75 mg/kg cetamina +5-10 mg/kg xilazina). As infiltracoes
intra-articulares foram feitas por via anterior, com o animal
em decubito dorsal em uma mesa com 45° de inclinacdo
e o membro superior direito em rotacdo externa. A seguir,
topograficamente, localizou-se o apice do acrémio e a cabeca

umeral. A agulha foi introduzida entre ambos, em um tra-
jeto obliquo e para baixo em relacdo a horizontal até chegar
em contato com a cabeca umeral e retroceder um pouco para
permitir a administracao do volume.

Nos periodos de tempo de 24 horas apds a primeira
aplicagdo (dia 1), sete dias ap6s (22 aplicacd@o) ou 14 dias apds
(32 aplicacdo) do inicio do tratamento com a metilpredniso-
lona, diferentes grupos de animais (n=6) foram eutanasiados
e dissecados. O tendao do MR foi removido com cuidado para
separar o tenddo do Umero, elevado-o da sua insercdo ume-
ral e amputado-o na sua jun¢do musculotendinea para formar
uma unidade que foi avaliada de acordo com as metodologias
descritas a seguir.

Teste de resisténcia mecdnica

Esse teste foi conduzido de acordo com o registrado por
outros autores,'® com o uso de uma bancada com uma prensa
manual, que na sua extremidade superior estava ligada a um
dinamodmetro linear e na extremidade inferior estava ligada a
um recipiente. O equipamento como um todo estava suspenso
a aproximadamente um metro do solo. Para esse ensaio bio-
mecanico a forca peso (P=m x g) exercida sobre o tenddo foi
graduada em newtons (N). A unidade de tendao foi dissecada
por meio de uma incisdo sobre a proeminéncia da espinha
da escapula, com acesso superiormente ao musculo supraes-
pinhoso juntamente com seu tendao; ele foi usado para os
testes de resisténcia e estudo histolégico. Esse foi desinserido
em sua porc¢do distal no tubérculo maior do imero e tenoto-
mizado préximo a juncdo com o musculo. Cada unidade teve
uma de suas extremidades presa a prensa manual da ban-
cada e a outra extremidade ligada ao dinamdmetro. Ainda, o
recipiente da extremidade inferior foi preenchido com agua
destilada a uma vazdo constante. Nesse modelo o aumento
da vazao de dgua aumenta a resisténcia exercida sobre o ten-
ddo, uma vez que a massa do recipiente com agua somada
a gravidade permite a leitura da correspondente forca pelo
dinamémetro, diretamente na escala em N. E registrado indi-
vidualmente o valor da forca no momento em que se deu o
rompimento do tendado de cada animal avaliado.

Analise histoldgica

Para a histologia, a unidade tendinea separada foi incluida em
parafina e fizeram-se cortes com espessura de cinco micras
(5p) em sentido longitudinal e transverso. As laminas foram
visualizadas com aumento de 100x, 200x e 400x apds ser
coradas com preparacdao de hematoxilina-eosina (HE), para
observar as alteracdes dos feixes de fibras coldgenas e dos
nucleos e citoplasmas dos fibrécitos e fibroblastos. Foram ava-
liados os pardmetros de celularidade, a espessura do colageno,
a ocorréncia de edema e a proliferacdo vascular, que foram
categorizados nos escores 0, 1, 2 ou 3, conforme descrito em
trabalho anterior.’ Esses pardmetros, ou indicadores histo-
légicos, foram feitos para demonstrar o comportamento do
tenddo apos as intervencoes feitas no estudo. Todas as ana-
lises foram feitas por um Unico patologista, que desconhecia
os respectivos grupos de tratamento dos animais dos quais
foram obtidas as amostras.
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Tabela 1 - Influéncia do tratamento dos animais com metilprednisolona sobre a resisténcia do manguito rotador,

avaliada no teste de resisténcia mecéanica

Tratamento Forca em N nos diferentes periodos de observacao (dias apés inicio do tratamento)
1 7 14
Veiculo 9,0£1,0 9,3+£0,9 9,8 £0,7
Sham 12,4 + 0,9 12,8 + 1,9 16,2 + 2,2
Metilprednisolona 0,6 mg/Kg 7,9+ 1,0 85+ 1,6 9,6 + 1,42
Metilprednisolona 6 mg/Kg 10,6 £+ 3,7 6,4 £ 0,72 11,6 + 2,0?

Anova de duas vias seguida de Bonferroni para comparagdo entre todos os grupos.

p<0,05.

Nao houve diferenca estatistica, nos diferentes tempos de observacao, entre os grupos tratados com as diferentes doses de metilprednisolona.

2 Em relacdo ao grupo veiculo.

Os dados sdo apresentados como média + EPM (erro padrao
da média) para os valores obtidos das variaveis ordinais (ten-
sdo em N, para avaliacdo da resisténcia do tenddo) ou a
mediana para varidveis categéricas (grau de inflamacao) e
foram analisados por Graphpad Instat 4.0®, com o uso de
Anova de uma ou duas vias seguida de teste de Kruskal-Wallis
ou Bonferroni, respectivamente. Consideraram-se como signi-
ficativos os valores de p<0,05.

Resultados

A andlise pelo teste de resisténcia dos tenddes obtidos de
animais dos diferentes grupos revelou que o tratamento dos
animais com metilprednisolona, nas duas doses avaliadas no
presente estudo, ndo alterou a tensao (em N) necessaria para o
rompimento deles quando foram avaliados até 24 horas apds
a primeira administracéo (tabela 1).

Contudo, conforme pode ser visto na tabela 1, nos periodos
de sete ou 14 dias apds a primeira infiltracdo subacromial do
corticoide foram observadas diferencas significativas (p < 0,05)
em relacdo ao grupo controle. No dia sete os valores médios da
forca aplicada sobre os tenddes no grupo tratado com 6 mg/kg
da substancia (diferenca: -6,4N; 95% IC: -13,3 a 0,4) foram
menores do que aqueles obtidos de animais do grupo controle.
Efeito semelhante foi observado no dia 14 para as duas doses
de metiprednisolona avaliadas (0,6 mg/kg: diferenca: —6,5N;
95% IC: -14,2 a 0,4 e 6 mg/kg: diferenca: -6,0N; 95% IC: -12,3
a 0,3).

Quanto a analise histolégica que comparou diferentes
pardmetros (em escores) nos grupos tratados em relacdo ao
grupo controle, a avaliacdo por microscopia de luz revelou
alteracdes significativas (p>0,05) para os parametros avalia-
dos, nos diferentes tempos de observagdo apds o inicio do
tratamento com metilprednisolona, conforme apresentado na
tabela 2.

Discussao

Este estudo demonstrou que existe uma relacdo entre o uso
de corticoide subacromial em relacdo a reducéo da resistén-
cia mecanica e pardmetros histolégicos do tenddo do MR e
refor¢ou achados preliminares em estudos semelhantes.'”
Com relacdo a resisténcia mecénica do MR, alteracoes
foram observadas a partir da terceira administracdo, num

periodo de 14 dias, para a dose de 0,6 mg/Kg de metilpredni-
solona; enquanto para a maior dose do corticoide (6 mg/Kg)
alteracdes significativas foram observadas ja a partir da
segunda administracdo, num periodo de sete dias.

O tratamento conservador com injecoes subacromiais de
corticoides no manejo das lesées do MR é uma pratica comum
na area médica, porém seus efeitos colaterais nos remetem
a ter mais cuidado quanto ao uso deles. Apesar de diversas
teorias sobre o efeito anti-inflamatério dessa droga, ndo esta
expresso de forma clara de que maneira ocorre a degeneracao
do tecido tendineo.

No presente estudo pode-se observar que 24 horas
ap6s uma aplicacdo de corticoide subacromial ndo houve
alteracdo significativa (p>0,05) da resisténcia entre os grupos
estudados, independentemente da dose usada. Resultados
contrérios foram observados em outro estudo'® que também
avaliou a influéncia da metilprednisolona sobre o tendao do
triceps sural de ratos. Esses autores registraram diminuicdo da
forca necessaria para o rompimento do tendéo logo nas pri-
meiras 24 horas apés a primeira administracdo do farmaco.
Esse efeito foi mantido até pelo menos duas semanas apés.
Essa divergéncia em relacdo aos dois trabalhos provavelmente
ocorreu porque no presente trabalho, ao contrario do citado
anteriormente, foram avaliados tenddes sadios, sem lesdo pré-
via ao tratamento, visto que a fragmentacao do tecido poderia
facilitar o rompimento deles.

Por outro lado, no presente estudo, a partir da segunda
administracao, ou seja, sete dias apds o inicio do tratamento,
notou-se uma reducgdo na resisténcia do tenddo do MR em
animais tratados com a maior dose de metilprednisolona
avaliada (6 mg/Kg) em relacao ao grupo controle. Efeito seme-
lhante foi registrado por outros autores'® em relagdo ao
tempo de observacao de sete dias, embora com o uso de uma
dose 10 vezes menor (ou seja, 0,6 mg/kg). Embora as doses
de corticoide aplicadas no presente estudo sejam diferentes
daquelas avaliadas no estudo anterior, essa relacdo dose-
-efeito apresentou aumento dos efeitos deletérios ao tendao,
conforme andlise histolégica feita no presente estudo (tabela
2) e também em trabalho anterior que empregou metodologia
semelhante para andlise do tendao de Aquiles de ratos.'

De acordo com os presentes achados, os efeitos adversos
do corticoide parecem obedecer a uma relacdo dependente
de dose, uma vez que, embora o tratamento dos animais
com a dose de 0,6 mg/kg tenha promovido alteracoes signi-
ficativas quanto aos parametros de presenca de coladgeno e



264

REV BRAS ORTOP.2015;50(3):260-265

2

dgicos

—_—
[e]
-
(2]
o
<
]
g
-
£
¢«
-
©
(=9
(%]
[
-
a
[
-
&
=]
o
1
[=]
<N
©
-]
©
o=
g
©
I*y
[<]
o
1]
-
2
[<]
L
=1
=)
oo
=1
£
[=]
o
©
ot
1%}
=}
@
L
(2]
ot
(]
[
-
©
[}
8
[=]
(7]
©
=3
(]
—_
[=]
8]
[=}
o
a
Q.
—
K=}
£
[=]
()
8]
©
£
[<]
©
(2]
[=]
o
[e]
-
[=
£
[
-
©
-
-
=]
o
©
ot
%)
=
@
=}
=]
=}
—
I
N
©
—_
[}
s
=

Veiculo Metilpred. 0,6 mg/kg Metilpred.6 mg/kg

Sham

Pardmetro
avaliado

14

14

14

14

0,3 + 0,3
0,5 + 0,2
0,2 + 0,2

0,6 + 0,2

0,0 + 0,0
0,0 + 0,0
0,0 + 0,0
0,2+0,2

0,5+ 0,2

0,0 + 0,0
0,0 + 0,0
0,0 + 0,0
0,0 + 0,0

0,0 + 0,0
0,0 + 0,0
0,0 + 0,0
0,0 + 0,0

0,0 + 0,0
0,0 + 0,0
0,0 + 0,0
0,0 + 0,0

0,5 + 0,2
0,5+ 0,2
0,0 + 0,0
0,3 + 0,3

0,0 + 0,0
0,0 + 0,0
0,0 + 0,0
0,0 + 0,0

0,0 + 0,0
0,0 + 0,0
0,0 + 0,0
0,0 + 0,0

0,0 + 0,0
0,0 + 0,0
0,0 + 0,0
0,0 + 0,0

0,0 + 0,0
0,0 + 0,0
0,0 + 0,0
0,0 + 0,0

AF

0,8 + 0,4%¢
0,0 + 0,0
0,6 +0,2

0,6 + 0,230
0,0 + 0,0

pPC
ED
PV

0,8 + 0,4

0,7 + 0,2

AF, aparéncia fibrilar; PC, presenca de colageno; ED, edema; PV, proliferacdo vascular. Anova de duas vias seguida de Bonferroni para comparacao entre todos os grupos.

p<0,05.

@ Em relagdo ao grupo sham.

b Em relag

lo.

30 ao grupo veicu

¢ Em relagdo ao grupo metilpred. 0,6 mg/kh.

proliferacdo vascular apds a terceira administracdo (dia 14) em
relacdo ao grupo sham, alteracOes histolégicas para a dose de
6mg/kg jA comecaram a ser observadas a partir da segunda
administracdo (dia sete) em relagdo a aparéncia fibrilar e a
presenca de colageno.

Com relacdo aos possiveis mecanismos pelos quais esses
efeitos do corticoide podem estar ocorrendo, as alteracoes
observadas na histologia dos tenddes de animais tratados com
metilprednisolona demonstram uma possivel degeneracdo
de tecido tendineo causada por ele. Discute-se que apds
lesdo tecidual pode ocorrer subsequente proliferacdo vascu-
lar, visando ao fornecimento de oxigénio e nutricdo celular, na
tentativa de reparar o tecido agredido;'° esse fato é condizente
com nossos achados histolégicos que observaram aumento da
proliferacdo vascular no 14°.dia apés o inicio do tratamento
com as duas doses de corticoide avaliadas.

Por outro lado, a producédo de colageno pela matriz extrace-
lular tendinea é uma fonte de resisténcia a tragdo do tendao.
A simples diminuicdo na quantidade dessas fibras pode impli-
car uma diminuicéo da forca dele.”” Resultados condizentes
foram demonstrados para uma menor quantidade de cola-
geno e menor resisténcia do tenddo do MR de ratos, frente
a metilprednisolona, ap6s lesdo parcial por incisdo.'® O pre-
sente estudo reforca esses achados, uma vez que a presenga
de colageno foi afetada pelas duas doses, nos dias sete e 14,
respectivamente, pelo tratamento com as doses de 6 mg/Kg e
0,6 mg/Kg.

Finalmente, com relacdo a celularidade, sabe-se que o
tenddo é uma estrutura composta principalmente por fibras
coldgenas, com presenca relativamente pequena de célu-
las, principalmente do tipo fibroblastos.”” Apesar de essas
células ndo terem sido investigadas no presente estudo, os
achados referentes a presenca de coldgeno nos sugerem,
indiretamente, que ocorra aumento da presenca delas no
local de administra¢do do corticoide, ja a partir da segunda
administracdo para a maior dose testada, uma vez que essas
células sdo responsaveis pela producdo dessas fibras. Essa
ideia é corroborada por trabalho com tenddes do musculo
semitendineo de humanos, a partir do qual se observou que
o aumento da celularidade pode sugerir um tendao mais sus-
cetivel a lesdo.”

Conclusao

A andlise dos resultados obtidos no presente estudo permitiu
demonstrar uma relacdo entre o uso de metilpredniso-
lona subacromial e a diminui¢do da resisténcia mecénica e
alteracoes histolégicas do tenddo do MR, nas doses e nos perio-
dos de tempos avaliados no presente estudo.

Estudos posteriores poderdo fornecer maiores subsidios
sobre os mecanismos implicados nesse efeito dos corticoides,
que pode influenciar o tratamento de condi¢des musculoes-
queléticas durante processos degenerativos.
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