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Effects of curcumin on the calcaneal tendon of rats under concomitant
use of dexamethasone
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate whether the use of dexamethasone would be harmful to the calcaneal
tendon of healthy Wistar rats and to verify whether the concomitant consumption of curcumin could
mitigate this possible impairment. The animals were divided into healthy control group (CT - without
dexamethasone and curcumin), control dexamethasone group (DEXA - with dexamethasone and without
curcumin) and dexamethasone curcumin group (DEXA-CURC - with dexamethasone and curcumin). The
administration of dexamethasone occurred for 5 weeks (3 times a week) and simultaneously the animals
consumed curcumin during that period. The structural and material properties of tendons were analyzed.
Absolute and relative deformations demonstrated lower values in the DEXA group in relation to the other
groups, which were similar to each other. Although DEXA tendons resist the same maximum forces and
tension, they have a lower capacity to deform. In contrast, the data showed that curcumin mitigated the
stiffness since the DEXA-CURC group deformed in a similar way to the CT group. It is concluded that the
consumption of curcumin favored the attenuation of the side effect of the use of dexamethasone.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar se 0 uso de dexametasona seria prejudicial ao tenddo calcaneo de ratos
Wistar saudaveis e verificar se 0 consumo concomitante de curcumina poderia atenuar esse possivel
comprometimento. Os animais foram divididos em grupo controle saudavel (CT - sem dexametasona e
curcumina), grupo controle dexametasona (DEXA - com dexametasona e sem curcumina) e grupo
dexametasona curcumina (DEXA-CURC - com dexametasona e curcumina). A administracdo de
dexametasona ocorreu durante 5 semanas (3 vezes por semana) e simultaneamente 0s animais consumiram
curcumina nesse periodo. As propriedades estruturais e materiais dos tendfes foram analisadas. As
deformac0es absolutas e relativas demonstraram valores inferiores no grupo DEXA em relagdo aos demais
grupos, que foram semelhantes entre si. Embora os tenddes DEXA resistam as mesmas forgas e tensdes
maximas, eles ttm menor capacidade de deformagdo. Em contraste, os dados mostraram que a curcumina
mitigou a rigidez, uma vez que o grupo DEXA-CURC se deformou de forma semelhante ao grupo CT.
Conclui-se que o consumo de curcumina favoreceu a atenuacao do efeito colateral do uso da dexametasona.

Palavras-chave: Tenddo; Dexametasona; Curcumina; Forga; Deformacéo.
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INTRODUCAO

Os tenddes sdo estruturas que conectam masculos aos 0ssos e que transmitem a
forca da contracdo muscular para 0 0sso e armazenam energia elastica, permitindo a
execucdo de movimentos do corpo. Apresentam comprimentos e formatos variados,
podendo ser encontrados tenddes longos com area de sec¢do transversal arredondada ou
eliptica e podem ser curtos e planos (BOBZIN et al., 2021; CONNIZZO;
YANNASCOLI; SOSLOWSKY, 2013).

O tecido conjuntivo denso fibroso é o que forma os tend@es e cerca de 65 a 85%
de sua constituicio é composta por coldgeno, predominantemente do tipo |,
proteoglicanos, células (tenoblastos e tendcitos) e outras proteinas da matriz extracelular
e cada um destes elementos exerce funcbes especificas. Por exemplo, as fibras de
colageno estdo alinhadas ao longo do da sua extensao e atuam na resisténcia de forcas de
tracdo (BOBZIN et al., 2021; GRACEY et al., 2020).

O tenddo calcaneo, também denominado de tenddo de Aquiles, estd sujeito a
grandes forcas mecanicas e, por isso, € muito suscetivel a lesées (GUZZONI; SELISTRE-
DE-ARAUJO; MARQUETI, 2018). Varios fatores podem interferir no metabolismo dos
tenddes como, por exemplo, a atividade fisica (ROMERO NAKAGAKI et al., 2010), o
exercicio fisico (GUZZONI; SELISTRE-DE-ARAUJO; MARQUETI, 2018), a nutrigdo
(GULEC et al., 2018; KORNTNER et al., 2017; ZHANG et al., 2016) e 0 uso de
glicocorticoides, como a dexametasona (CHEN et al., 2015; GE et al., 2020; POULSEN
etal., 2014; TAGUCHI et al., 2016; ZHANG; KEENAN; WANG, 2013).

No caso referente a dexametasona, deve-se considerar que ha diferentes respostas
quanto ao seu uso em tenddes sadios e em tenddes comprometidos, como em casos de
tendinopatia ou de ruptura. Também € necessario estar atento quanto ao tempo de uso do
medicamento. Assim, 0 uso de dexametasona em tenddes inflamados e na fase de
cicatrizacdo é benéfico quando utilizado em curto prazo (BLOMGRAN;
HAMMERMAN; ASPENBERG, 2017), mas estudos com tenddes sadios demonstraram
que ha prejuizo na qualidade e no metabolismo dos tenddes mediante uso a longo prazo
do referido medicamento (CHEN et al.,, 2015; TAGUCHI et al., 2016; ZHANG;
KEENAN; WANG, 2013). Dentre estes comprometimentos, foram descritos diminuicao
na quantidade (CHEN et al., 2015; TAGUCHI et al., 2016) e expressdo (ZHANG;
KEENAN; WANG, 2013) de colageno e diminuicdo da forca do tenddo (TAGUCHI et
al., 2016).
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A curcumina tambem tem sido estudada com o proposito de analisar seus efeitos
em casos de tendinopatia e de cicatrizagdo de tenddo. A curcumina € um dos compostos
encontrados na Curcuma longa, conhecida por Acafrdo da Terra, e que tem sido associada
a consideraveis efeitos anti-inflamatdrio e antioxidante (GULEC et al., 2018). Foi
observado que a curcumina melhorou significativamente a cicatrizacdo do tendao,
promovendo melhor alinhamento e organizacao das fibras de colageno, ampla deposi¢ado
de col&geno e melhora das propriedades biomecénicas do tenddo regenerado (JIANG et
al., 2016). Um outro estudo verificou que aplicacdo de nanoparticulas carregadas com
curcumina associadas ao emprego de laser de baixa poténcia melhorou o processo de
cicatrizacdo do tecido tendineo, com menor adesdo cicatricial e melhora das propriedades
mecanicas (ZHANG et al., 2016). O estudo de Giileg et al. (2018) corrobora com os dois
anteriores ao demonstrar que a curcumina melhorou tanto histoldgica quanto
biomecanicamente o tenddo em cicatrizacao.

Sabe-se que, em algumas circunstancias, ocorre uso prolongado de dexametasona
para tratamento de doencas e de disfungdes em vérias partes do corpo (TAGUCHI et al.,
2016). Nesses casos, existe a possibilidade de se comprometer a resisténcia e a
organizagdo da matriz extracelular de tenddes normais e sadios. Neste sentido, pretende-
se analisar se 0 consumo de curcumina podera prevenir, ou mesmo minimizar, os danos
causados pelo uso deste medicamento.

Considerando este contexto, este trabalho analisou o efeito promovido no tendéo
calcaneo sadio de ratos Wistar submetidos ao consumo de curcumina de modo

concomitante ao periodo de aplicacdo da dexametasona.

MATERIAL E METODOS

Animais

Neste estudo foram utilizadas ratas da linhagem Wistar (n = 30), com 60 dias de
vida, provenientes do Biotério Central da Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE).
Foram utilizados tenddes calcaneos de animais deste projeto que foi submetido a
Comiss&o de Etica em Utilizacdo Animal (CEUA) da referida universidade e protocolado
sob nimero 6864. Em cada gaiola foram mantidos dois animais com livre acesso a agua
e a alimentacdo (racdo comercial), onde permaneceram em ambiente com temperatura

(22+1°C) controlada, em ciclo claro/escuro de 12 horas, durante todo o experimento.



CLIUM.ORG | 286

Divisdo dos grupos

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos experimentais (10
por grupo) do seguinte modo:

- Grupo Controle Sadio (CT): os animais receberam somente agua e racao
comercial;

- Grupo Dexametasona Controle (DEXA): os animais receberam &gua, racao
comercial e foram submetidos ao uso de dexametasona durante 5 semanas (3 vezes por
semana);

- Grupo Dexametasona Curcumina (DEXA-CURC): os animais receberam agua
e racdo comercial e foram submetidos ao uso de dexametasona durante 5 semanas (3
vezes por semana) e ao consumo concomitante de curcumina durante 5 semanas

(diariamente).

Protocolo de aplicacdo da dexametasona

A aplicacdo da dexametasona foi feita de acordo com o protocolo (modificado)
estabelecido por (LUCINDA et al., 2013). Por via intramuscular, foi administrada
dexametasona (fosfato dissodico de dexametasona — 4mg/ml, ampola 2,5 ml) na dose de
7mg/Kg de peso corporal, trés vezes por semana, durante cinco semanas. A dexametasona
foi injetada nos membros posteriores, alternando a aplicagéo entre os lados direito e

esquerdo.

Suplementac¢@o com curcumina

A administracdo da curcumina foi realizada através da ingestdo de gomas
diariamente durante 5 semanas, na dose de 100 mg/kg, dissolvida em solucdo salina a
0,9% (CIRANO et al., 2018). Esse consumo ocorreu concomitantemente ao uso de

dexametasona.

Preparo da Goma

As gomas utilizadas para o tratamento foram confeccionadas com &gar-agar e
gelatina. A administragdo da goma com curcumina foi realizada via oral, de forma
individual, assegurando que foi ofertada para cada animal a quantidade de curcumina
estabelecida no protocolo. Tal fato foi verificado considerando a boa aceitagdo das gomas

pelos animais que as consumiram por completo.
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Eutanasia dos animais e coleta do material bioldgico

Ao fim do periodo experimental (5 semanas) e apds um jejum de 4 horas, 0s
animais foram eutanasiados através da administracdo de tiopental sédico (100mg/Kg) via
intraperitoneal. Foram verificados os indicativos de morte, tais como auséncia de
movimentos respiratorios, batimentos cardiacos e perda dos reflexos. Posteriormente, foi

realizada dissecéo e coleta dos tenddes calcaneos.

Ensaio mecanico

Dez tendBes de cada grupo foram utilizados para 0 ensaio mecanico. Foram
mantidos em solucao fisioldgica até 0 momento do teste para evitar o ressecamento das
fibras. Os tenddes foram fixados por garras e a distancia entre elas foi de 5 mm. Cada
tenddo foi submetido a um pré-condicionamento com 10 ciclos de carregamento-
descarregamento de 0 a 0,5 mm a 20 mm/mim (NAKAGAKI et al., 2007). Na sequéncia,
foi realizado o teste de trag&o uniaxial a uma velocidade constante de 20 mm/min usando
célula de carga de 1 KN até sua ruptura completa (NAKAGAKI et al., 2007). Os dados
de forca maxima e deformacéo absoluta na forca maxima foram registrados por um
computador acoplado a maquina de ensaio mecanico. Estes dados foram utilizados para
determinar as propriedades materiais (tensdo maxima e deformacéo relativa na tensao
maxima) do tend&o calcaneo (DE CASSIA MARQUETI etal., 2017; NAKAGAK I et al.,
2007). Para obtencéo da tensdo, a forca foi dividida pela area de sec¢éo transversal (CSA).
De cada tendao foi feito um molde da CSA com pasta de impressdo dental de alginata.
Este molde foi cortado transversalmente e fotografado, sendo sua imagem analisada no
software Image Pro-Plus 6.0.

Anélise estatistica

A distribuicdo amostral foi normal e apresentou homogeneidade de variancias e,
assim, os dados foram analisados pela Analise de Variancia de 1 via (ANOVA One Way),
seguido de teste a posteriori de Tukey. Os resultados foram expressos em média + desvio

padrdo. Todos os testes foram feitos com 5% de nivel de significancia.

RESULTADOS
Do ensaio mecanico foram obtidos dados das propriedades estruturais (forca
méaxima e deformacdo absoluta na forca maxima) e propriedades materiais (tensdo

méaxima e deformacdo relativa na tensdo maxima). A analise estatistica ndo encontrou
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diferencas para os parametros forca maxima, tensdo maxima e area de sec¢éo transversal
(CSA) entre os trés grupos analisados, resultando de um p>0,05 (Figuras 1, 2 e 4).
Entretanto, a deformacdo absoluta na forca maxima e a deformacéo relativa na tensdo
maxima apresentaram menores valores no grupo DEXA quando comparadas ao grupos
CT e DEXA-CURC em decorréncia de p<0,05 (Figuras 3 e 5). Para estas duas
propriedades, os grupos CT e DEXA-CURC ndo demonstraram diferenca estatistica
significante entre si (Figuras 3 e 5).

Figura 1 - Area de seccdo transversal (mm2) dos grupos Controle, Dexa e Dexa-Curcumina.
Resultados expressos em média + desvio-padrao.
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Fonte: autoria prépria.

Figura 2 - Propriedade estrutural (forca méxima) dos grupos Controle, Dexa e Dexa-
Curcumina. Resultados expressos em média + desvio-padrao.
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Fonte: autoria propria.
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Figura 3 - Propriedade estrutural (deformacdo absoluta na forca méaxima) dos grupos Controle,
Dexa e Dexa-Curcumina. O asterisco indica diferenga estatistica entre o grupo Dexa e 0s outros
grupos. Resultados expressos em média + desvio-padréo.
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Fonte: autoria prépria.

Figura 4 - Propriedade material (tensdo méxima) dos grupos Controle, Dexa e Dexa-
Curcumina. Resultados expressos em média + desvio-padrao.
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Figura 5 - Propriedade material (deformacédo relativa na tensdo maxima) dos grupos Controle,
Dexa e Dexa-Curcumina. O asterisco indica diferenca estatistica entre o grupo Dexa e 0s outros
grupos. Resultados expressos em media + desvio-padréo.
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DISCUSSAO

Em decorréncia dos variados comprometimentos da saude, os glicocorticoides séo
muito utilizados para controlar o processo inflamatério e para tratamento de varias
doencas. Seu uso a longo prazo é eficaz para o tratamento proposto, mas podera promover
efeitos indesejados em ossos (COMPSTON, 2018) e tenddes (TAGUCHI et al., 2016).
Entretanto, ha alguns estudos que mencionaram efeitos benéficos da curcumina em casos
de tendinopatia e de cicatrizacio de tenddes (GULEC et al., 2018; JIANG et al., 2016;
ZHANG etal., 2016). Neste sentido, o presente estudo analisou se 0 uso de dexametasona,
medicamento que pertence a classe dos glicocorticoides, seria prejudicial ao tendao
calcaneo de ratos Wistar sadios e verificar se 0 consumo concomitante de curcumina
poderia mitigar esse possivel comprometimento do tend&o.

No presente estudo foram analisadas as propriedades estruturais e materiais dos
tenddes calcaneos. As propriedades estruturais (forca e deformacdo absoluta) estdo
relacionadas com a forma, a largura e o tamanho da estrutura bioldgica, ou seja, com as
dimensGes anatomicas do tenddo. As propriedades materiais (tensdo e deformagéo
relativa) apresentam informacdes vinculadas com o tecido bioldgico por unidade de area
e refletem a constituicdo bioquimica do tecido tendineo (NAKAGAKI et al., 2007;
WANG; GUQ; LI, 2012). Considerando estas informacdes, a analise dos nossos dados
demonstrou que a forca maxima resistida pelos tendGes foi igual em todos os grupos
estudados. Além disso, a tensdo méxima também foi similar estatisticamente entre os 3
grupos, fato que pode ser comprovado pelo fato das medidas de CSA ndo apresentarem
diferenca estatisticamente significante entre os grupos estudados, desde que esta medida
é utilizada para se calcular a tenséo ao dividir o parametro forca.

Dados interessantes encontrados nesse estudo séo os da deformacéo absoluta e da
deformacdo relativa. As duas propriedades mecanicas demonstraram valores menores no
grupo DEXA em relacdo aos outros grupos, os quais foram similares entre si. Isso indica
que os tenddes dos animais que receberam somente dexametasona foram mais rigidos e,
portanto, apresentaram menor capacidade de se deformar (alongar) mediante o teste de
tracdo uniaxial. Tal fato mostrou que o uso da curcumina impediu o enrijecimento do
tecido tendineo provocado pela dexametasona considerando a similaridade entre o grupos
CT e DEXA-CURC.

A matriz extracelular dos tenddes é abundante e € constituida por moléculas como,
por exemplo, os pequenos proteoglicanos denominados de decorim e fiboromodulim, além

de ser muito rica em moléculas de colageno do tipo | e que s&o as responsaveis pela forca
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tensora do tenddo (EEKHOFF; FANG; LAKE, 2018; WANG; GUO; LI, 2012). Estudos
relataram que a dexametasona pode reduzir o contetido de colageno (WANG; GUO; LI,
2012) e o didmetro das fibrilas de colageno (TAGUCHI et al., 2016), o que poderia
mostrar uma reducdo da resisténcia do tecido tendineo a aplicacdo de forgas de tracao.
Entretanto, possivelmente isso ndo ocorreu desde que a tensdo foi similar entre os trés
grupos estudados.

As alteragBes mecénicas que ocorrem no tenddo do nascimento a maturidade,
mediante ou ndo a interferéncia de algum fator externo (medicamento, exercicio e
nutricdo), provavelmente resultam de alteragdes no contetido de colageno e da quantidade
de ligacOes cruzadas (cross-links) entre as moléculas de colageno (EEKHOFF; FANG;
LAKE, 2018; SHADWICK, 1990). Além disso, sabe-se que o cross-link intermolecular
¢ um fator importante na determinacdo da rigidez do tenddo (BUCHANAN; MARSH,
2001). Deste modo, pode-se sugerir que no presente estudo a dexametasona promoveu
remodelamento da matriz extracelular do tend&o possivelmente porque a dexametasona
teria enrijecido os tenddes por aumentar o nimero de cross-links entre as moléculas de
colageno, diminuindo a capacidade dos tendGes de se deformar e, portanto, de absorver
energia duracdo sua elongacdo. Interessantemente os resultados do grupo DEXA-CURC
demonstraram que a curcumina mitigou o enrijecimento observado no grupo DEXA,
desde que manteve sua deformagdo semelhante a do grupo CT.

Considerando os fatos apresentados, pode-se concluir que o consumo de
curcumina favoreceu a atenuagdo do efeito colateral do uso de dexametasona no tendéo

calcaneo.

CONCLUSAO

O uso de dexametasona, medicamento que pertence a classe dos glicocorticoides,
demonstrou ser prejudicial ao tenddo calcaneo de ratos Wistar sadios ap0s cinco semanas
de administracdo, provocando diminuicdo da deformacdo e consequentemente
aumentando a rigidez do tenddo. Além disso, foi verificado que o consumo concomitante

de curcumina mitigou o efeito deletério da dexametasona no tecido tendineo.
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