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RESUMO

Amaral, Marcus Vinicius Galvao. Diminuicao da expressao de fatores de crescimento
fibroblasticos em pacientes com lesao do manguito rotador. 2015. 91fls. Dissertagdo
(Mestrado em Ciéncias aplicadas ao sistema musculoesquelético) - Instituto Nacional de
Traumatologia e Ortopedia, Rio de Janeiro, 2015.

A doenga do manguito rotador € a mais comum no ombro. Causa disfungao articular,
acometendo individuos de diversas idades e graus de atividade. Sua etiologia €
multifatorial, e ha evidéncia de um componente genético que influencia na regulagéo da
homeostasia do tendao. O fator de crescimento fibroblastico (FGF) desenvolve importante
funcdo na modulagéo do processo de reparo tecidual em tenddes. Esse estudo investigou
a expressao dos membros da familia FGF em tenddes lesionados do manguito rotador e
comparou com tenddes normais. O grupo de estudo (N=31) foi formado por amostras do
coto do tendao supraespinal de pacientes submetidos a reconstrugdo cirurgica do
manguito rotador (LMR), e o grupo controle (N=10) foi constituido de amostras de coto do
tenddao semitendinoso de pacientes submetidos a reconstrugdo do ligamento cruzado
anterior com autoenxerto de tenddes flexores do joelho e que ndo apresentavam doenca
no manguito rotador. As amostras de coto dos tenddes coletados foram imediatamente
cultivadas para a proliferagcdo dos tendcitos para extragdo do RNA mensageiro (RNAm),
que, em seguida, foi convertido em DNA complementar pelo ensaio de transcriptase
reversa para posterior caracterizagdo dos tendcitos e analise da expressdo dos genes
FGF2, FGF3, FGF10, FGFR1 e FGFR2 pela técnica de PCR em tempo real utilizando o
sistema SYBR Green. Todas as analises estatisticas foram realizadas no programa STATA
1.1. A expressado génica de tendomodulina, colageno tipo |, esclerase e fibromodulina
confirmou o fendtipo para os tendcitos da amostra. Os genes FGF2 (p=0,001), FGF3
(p=0,002), FGF10 (p=0,001) e FGFR1 (p=0,0007) apresentaram menor expressao no
grupo de pacientes com LMR em comparagdo ao controle. Em conclusdo, podemos
afirmar que o grupo com LMR apresentou diminuigdo na expressao de FGF2, FGF3,
FGF10 e FGFR1, o que nao ocorreu com o FGFR2, quando comparados com tenddes
semitendinosos saudaveis em pacientes que nao apresentavam lesées do manguito
rotador. Assim, sugerimos uma forte associagao da via do FGF e os mecanismo de
degeneragao e reparo do manguito rotador. Esse resultado servira de fundamento para o

desenvolvimento de novas terapias para o tratamento de doengas do manguito rotador.

Palavras-chave: manguito rotador, tendinopatia, expressao génica, fator de crescimento
fibroblastico
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ABSTRACT

Amaral, Marcus Vinicius Galvao. Decreased expression of fibroblastic growth factors
in patients with rotador cuff tears. 2015. 91pp. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
aplicadas ao sistema musculoesquelético) - Instituto Nacional de Traumatologia e
Ortopedia, Rio de Janeiro, 2015.

The rotador cuff disease is the most comum disorder of the shoulder. It causes joint
dysfunctions, affecting individuals in different ages and activities. Its etiology is
multifactorial, and there is an individual genetic predisposition, which influence the
homeostasis of tendon tissue. The fibroblastic growth factor (FGF) development important
role in modulating the tissue repair process in tendons. This study investigated the FGF
family members expression in torn rotator cuff tendons and compared to healthy tendons.
The study group (n=31) was composed by samples of surgery discharge debridements of
supraspinatus tendon obtained in patients submitted to surgical rotator cuff repair (RCT),
and the control group (N=10) was composed by samples of surgery debridements of
semitendineous tendon from patients submitted to surgical reconstruction of anterior
cruciate ligament with flexors tendons autograft of the knee and without a rotator cuff
disease. All tendon samples collected were immediately grown to tenocytes proliferation to
extract the mRNA, which, then, was converted in complementary DNA by a reverse
transcriptase test for further tenocytes characterization and analysis of FGF2, FGF3,
FGF10, FGFR1 and FGFR2 genes expression by real time PCR technique using SYBR
Green system. All statical analysis were done using STATA 1.1 software. Tendomodulin,
collagen type |, sclerasis and fibromodulin gene expression confirmed the fenotype from
tenocytes in the sample. FGF2 (p=0,001), FGF3 (p=0,002), FGF10 (p=0,001) and FGFR1
(p=0,007) genes presented lower expression in RCT group, when compared to
semitendineous tendons from control group. In conclusion, we can affirm that a RCT group
presented lower expression of FGF2, FGF3, FGF10 and FGFR1, that didn’t occurred with
FGFR2, when compared with healthy semitendineous tendons in patients without rotator
cuff disease, suggesting a strong association between FGF pathway and the mechanism
of rotator cuff degeneration and repair. This result will be a basement for development of

new strategies in the treatment of rotator cuff tendon disease.

Key-words: rotator cuff, tendinopathy, genic expression, fibroblastic grownth factor
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1 INTRODUGAO

O manguito rotador & formado pelos tenddes dos musculos
supraespinal, infraespinal, subescapular e redondo menor (CLARK e
HARRYMAN,1992; CURTIS et al.,2005). A doenca do manguito rotador é a
mais comum no ombro, causa disfungao articular em diferentes intensidades,
acometendo individuos de diferentes idades e graus de atividade, podendo
se apresentar clinicamente como: tendinite, tendinose, lesdo parcial e
completa dos tenddes (YAMAGUCHI et al.,2001; ENSOR et al.,2013).

No entanto, o tratamento bem sucedido dessas lesbes permanece um
desafio, devido a histéria natural progressiva das rupturas tratadas por
métodos incruentos e do alto indice de falhas apds o reparo cirurgico. Isso
ocorre porque o desenvolvimento da doenga do manguito rotador ndo € um
fenOmeno puramente mecanico, mas também envolve modificagbes
biolégicas associadas, relacionadas principalmente "a degeneracao
tendinosa intrinseca (YAMAGUCH)I et al.,2001; CHAUDHURY e CARR,2012).

Evidéncias sugerem que a composi¢cao celular, vascular e da matriz
extracelular do coto do tenddo roto, assim como seu metabolismo e
viabilidade, estao alterados em pacientes com doenca do manguito rotador.
Por isso, tem sido proposto que as tendinopatias e rupturas tendinosas
ocorrem quando os mecanismos de reparo tecidual estdo desregulados
(LONGO et al.,2008). Porém, a fisiopatologia das tendinopatias e rupturas do
manguito rotador, assim como as razdes para a falha de sua cicatrizagéo,
permanecem indefinidas, dificultando o tratamento (KER,2002). Além disso,

apesar dos fatores de risco associados com a lesao, ainda nao esta claro a
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razdo da doenga acometer um grupo especifico de individuos (YAMAMOTO
et al.,2010). Por isso, a literatura sugere que exista uma predisposicao
genética individual ao desenvolvimento da lesdo (COLLINS e RALEIGH,
2009).

Uma pesquisa na populacido brasileira identificou a correlacdo entre
polimorfismos genéticos associados aos genes FGF3 e FGFR1 com lesédo do
manguito rotador, despertando uma possivel correlagdo entre a via do fator
de crescimento fibroblastico (FGF) e o desenvolvimento da lesdo (MOTTA et
al.,2014). No entanto, ainda ndo esta claro, se estas variaveis genéticas
estdo diretamente associadas com a presenca de lesdo no tendao.

Avaliar uma provavel alteragao da expressao génica dos componentes
da familia do FGF nos tendbes de pacientes com diagndstico de doenga do
manguito rotador poderia oferecer uma nova fronteira na compreensdo da
patogénese e cicatrizagdo desses tenddes, além de servir de base para
futuros métodos diagndsticos e terapéuticos em ortopedia.

Até o momento, alguns estudos correlacionam a presenca de lesdo do
manguito rotador com a expressao de genes especificos, relacionados a
miogénese (MYOD1, MYF5, MYOG, MTOR, MSTN), a adipogénese (PPAR,
CEBPA, ADIPOQ, WNT10B) e fibrogénese (TGFB, CTGF, COL1A1, COL3A1,
TIMP1, TIMP3, MMP1, MMP3, MMP9), que regulam a resposta degenerativa
e regenerativa no sistema musculo-esquelético, e, nenhum estudou a via de
FGF em tenddes associados a esta lesdo (FREY et al.,2009; SCHMULTZ et
al.,2009; GAROFOLO R et al.,2011; DEL BUONO et al.,2012; CHOO et al.,

2014; KILLIAN et al.,2013).
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Acreditamos que estudar a via de FGF relacionada ‘as lesdes do
manguito rotador podera melhorar a compreensao do componente intrinseco

relacionado a essa doenca e consequentemente auxiliar na sua terapéutica.
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2 FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1 Tendao

2.1.1 Estrutura

Os tenddes sao estruturas do tecido conectivo, Unicas, densas e
definidas pela sua posicdo anatdmica conectando o musculo ao osso. Os
tenddes consistem em uma tripla hélice reticulada, composta principalmente
por colageno e sao capazes de transferir carga mecanica gerada pelo
musculo ao o0sso, resultando em movimento e estabilizagdo articular. A
composic¢ao e estrutura da matriz dos tenddes varia consideravelmente, de
acordo com a fungao e a posigao anatémica no corpo (BIRCH, 2007).

A massa total do tend&o é constuida em 70% por agua. A massa seca,
em tenddes normais, é formada por colageno (65-80%), principalmente tipo |,
e elastina (1-2%) (SHARMA e MAFFULLI,2006). O restante da estrutura
existente inclui colageno tipo Il nas zonas cartilaginosas, tipos Ill, IV e V na
vasculatura, e tipo X na fibrocartilagem mineralizada proxima a éntese, dentre
outros. O restante da estrutura dos tenddes consiste em tendcitos e
tenoblastos posicionados entre as fibras de colageno e tecido de
preenchimento composto por proteoglicanos, glicosaminoglicanos,
glicoproteinas estruturais e outras pequenas moléculas. Componentes
inorganicos representam menos de 0,2% da massa seca dos tenddes, sendo

o calcio o principal componente, principalmente junto a area de insercao, e
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diminuindo progressivamente sua concentragcdo em direcdo a area ténsil
(KANNUS,2000, WEINREB et al.,2014).

As fibrilas colagenas individuais séo organizadas em fibras, e essas
em subfasciculos, e por fim, em fasciculos, que sao envoltos pela bainha do
endotenddo. Cada grupo de fasciculos é organizado em um feixe de fibras
agrupados em conjunto e envoltos pelo epitendao formando o tendao. (Figura
1) A orientagdo das fibras varia de acordo com a localizagdo e fungdo do
tendao. As fibras colagenas sédo organizadas em paralelo no eixo do tendéo,
quando as forgas sdo transmitidas pelo eixo longitudinal do tenddo. Outros
tenddes podem ter uma distribuicao trancada e emaranhada das fibras. A
estrutura do tendao é extremamente complexa quando multiplos musculos

convergem a um tenddo unico (KANNUS,2000, WEINREB et al.,2014).
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Estrutura do tendao
«—— Fibrila colagena

Subfasciculo

Paratendao

Figura 1- Estrutura do tendado: A proteina colagena se organiza em fibra
colagena. A reuniao de fibras colagenas origina o subfasciculo que se torna
um fasciculo. Os fasciculos sdo envoltos por endotendao e pelo peritendao,

originando o tendao propriamente dito (Modificado de SHARMA e MAFFULLI,

2005).
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2.1.2 Celularidade

A estrutura celular dos tenddes é constituida por tenoblastos, tendcitos
cercados por matriz extra-celular (MEC). Tenoblastos sdo células tendinosas
imaturas, fusiformes, como numerosas organelas citoplasmaticas refletindo
sua alta atividade metabdlica. Com o envelhecimento, os tenoblastos tornam-
se alongados e transformam-se em tendcitos. Os tendcitos possuem um
citoplasma menor caracterizando uma baixa atividade metabdlica. Juntos, os
tenoblastos e tendcitos respondem por 90-95% da celularidade do tendéo,
sendo o restante constituido por elementos celulares, que sao: condrocitos
nos sitios de insergdo, células sinoviais de bainha tendinosa e vasculares
(SHARMA e MAFFULLI,2005; SHARMA e MAFFULLI,2006).

A base da substancia da MEC é envolta por colageno e tendcitos, e
composta por glicoproteinas, glicosaminoglicanos (GAGs) e dentre outras
moléculas. A forte natureza hidrofilica dos proteinoglicanos permite uma
rapida difusdo das moléculas soluveis de agua, e migragdo celular.
Glicoproteinas de adesao, como fibronectina e trombospondina, participam
do mecanismo de reparo e regeneragao do tenddo. A Tenascina-C, outro
importante componente da MEC, é abundante no corpo do tenddo e nas
juncdes osteotendinosa (JOT) e miotendinea (JMT). A expressao de
tenascina-C € regulada por estresse mecanico, e estda exacerbada nas
tendinopatias e tem papel no alinhamento e orientagbes das fibras colagenas.

(JOZSA et al.,1991; MEHR et al.,2000; SHARMA e MAFFULLI,2006).



22

Na JMT, as fibrilas colagenas tendinosas se inserem profundamente,
permitindo que a tensdo gerada pelas proteinas intracelulares contrateis das
fibras musculares sejam transmitidas as fibrilas colagenas. Essa arquitetura
complexa reduz o estresse ténsil exercido sobre os tenddes durante a
contragao muscular. Apesar disso, a JMT é o ponto mais fragil da unidade
musculo-tendinosa (SHARMA e MAFFULLI,2006).

A JOT é composta por quatro zonas: zona densa do tendao,
fibrocartilagem, fibrocartilagem mineralizada e osso. A estrutura especializada
da JOT previne deformagdo, desgaste, delaminagdo e falha das fibras

colagenas (SHARMA e MAFFULLI, 2006).

2.1.3 Vascularizagao

Os tendbes recebem seu suporte sanguineo dos: sistemas intrinsecos,
via JOT e JMT, e extrinseco, via paratendao ou bainha sinovial. A razao entre
o fluxo intrinseco e extrinseco varia dentre os diferentes tenddes. A
vascularizacdo dos tenddes €& comprometida nas zonas juncionais e de
tensdo, atrito ou compressdo. Geralmente, o fluxo sanguineo tendinoso
diminui com o envelhecimento e a sobrecarga mecanica (SHARMA e

MAFFULLI,2006).
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2.1.4 Inervacéao

A inervacdo do tendado se origina dos troncos nervosos cutaneo,
muscular e peritendinoso. A maioria das fibras nervosas ndo penetram no
corpo do tenddo, mas suas terminacoes se localizam na sua superficie.'” As
terminagdes nervosas das fibras mielinizadas funcionam como
mecanoceptores especializados que detectam mudangas de pressao e
tensdo (SHARMA e MAFFULLI, 2006). Esses mecanoceptores, orgaos
tendinosos de Golgi, sdo mais numerosos nas JMT (LEPHART et al.,1997).
Ja as terminagdes nervosas ndo mielinizadas atuam como nociceptores.
Ambas as fibras, simpaticas e parasimpaticas, estdo presentes nos tendoes

(ACKERMANN et al.,2001).

2.1.5 Metabolismo

Os tendcitos sintetizam colageno e todos os componentes da MEC,
além de gerarem energia, através tanto do ciclo aerobico de Krebs, como da
glicolise anaerdbia e da via pentose-fosfato. Com o envelhecimento ou sob
estresse mecanico, as vias metabdlicas migram da produgdo de energia
aerobica para anaerdbica (KANNUS e JOZSA,1991; SHARMA e MAFFULLI,
2006).

O consumo de oxigénio pelos tenddes e ligamentos € 7,5 vezes

inferior ao do musculo esquelético. Em virtude da sua menor taxa metabdlica
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e sua bem desenvolvida capacidade de gerar energia anaerodbia, os tenddes
tem habilidade para conduzir sobrecarga e manter tensdo por longos
periodos, evitando o risco de isquemia e subsequente necrose. Porém, essa
baixa atividade metabdlica resulta em um lento processo cicatricial apds

lesdo (SHARMA e MAFFULLI, 2006).

2.1.6 Biomecéanica

Tenddes transmitem for¢ca gerada pelos musculos para os 0ssos, e
atuam como um amortecedor, que absorve for¢as externas, limitando o dano
muscular (SHARMA e MAFFULLI,2006). Os tendbdes exibem uma grande
forca mecéanica, boa flexibilidade, e uma excelente elasticidade,
desempenhando um papel unico (O’'BRIEN,1992).

O comportamento mecéanico do colageno é dependente do numero e
tipos de ligagdes intra e intermoleculares. Em repouso, as fibras e fibrilas
colagenas apresentam uma configuragdo em frisos, e apds exposi¢cao a
tensao, se deformam. A partir de um determinado ponto de tensao, as fibras
atingem um padrao linear devido ao deslizamento intramolecular das triplas
hélices de colageno, e as fibras se tornam paralelas. Permanecendo a tenséo
em limites fisiologicos, o tenddo se comporta de forma elastica, retornando ao
seu comprimento original apos o relaxamento. Caso ocorra sobrecarga ténsil,
ocorre falha da estrutura do tendao (FYFE e STANISH,1992). Por meio de

estudos de difragcao de raios X, foi demonstrado que no inicio da carga ténsil,
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as fibrilas colagenas se alongam, porém, quando aumenta o estresse
mecanico, o espaco intermolecular também aumenta, eventualmente levando
a falha estrutural (FYFE e STANISH,1992; SASAKI et al.,1999; SHARMA e
MAFFULLI,2006).

Atividades extremas expdem os tenddes a sobrecargas. Quando essas
forcas ultrapassam a capacidade maxima do tendao, pode ocorrer ruptura.
Tenddes estdo em alto risco de ruptura se as cargas forem aplicadas de
forma rapida e em sentido obliquo sobre as fibras, assim como durante a
sobrecarga existente na contragdo muscular excéntrica (FYFE e STANISH,

1992; SHARMA e MAFFULLI,2006).

2.1.7 Resposta fisioldgica ao estresse

Em experimentos animais, o treinamento resulta em melhora da forga
ténsil, rigidez elastica, peso e espessura do tendio. Esses efeitos podem ser
explicados pelo aumento na sintese de colageno e MEC pelos tendcitos
(KANNUS et al.,1997).

Imobilizagdo prolongada apos lesdo musculo-esquelética geralmente
provoca efeitos deletérios, através de diminuicdo do metabolismo e
vascularizagao do tenddo (MAGANARIS et al.,2006).

Além disso, as propriedades e fungbes dos tendbes também se
deterioram com o envelhecimento. A resisténcia e forga diminuem,

possivelmente devido a perda de colageno e aumento da rigidez das fibras
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(REEVES et al.,2003; SHARMA e MAFFULLI,2006). Treinamento de
resisténcia em pacientes idosos pode reverter parcialmente o efeito do

envelhecimento nos tenddes (MAGANARIS et al.,2004).

2.1.8 Patologia do tenddo

Tendinopatia € uma lesdo frequente causada por uso excessivo,
prevalente em atletas e sedentarios (LEWIS et al.,2009). E uma doenga do
tendao causada por fatores mecanicos, apesar de fatores intrinsecos ao
tenddo serem importantes na sua fisiopatologia (SEITZ et al.,2011). Dessa
forma, ha um entendimento de que trata-se de doenca mulifatorial
(ARNOCZKY et al.,2007).

A etiologia intrinseca das tendinopatias permanece desconhecida, com
diversas causas teorizadas, incluindo: hipdxia, isquemia, dano, estresse
oxidativo, hipertermia, apoptose debilitada, mediacdo inflamatdria,
desequilibrio da matriz das metaloproteases (SHARMA e MAFFULLI,2006).

A etiologia extrinseca baseia-se em achados de que estimulos
mecanicos podem induzir diferentes respostas bioldgicas, seja estimulando o
processo de reparo tecidual ou enfraquecendo o tenddo e eventualmente
rompendo-o (KER,2002). O mecanismo de reparo é mediado pelos tendcitos,
que mantém um equilibrio entre a sintese e degradacdo da MEC (SHARMA e
MAFFULLI,2006). Carga excessiva sobre os tenddes durante atividade fisica

vigorosa € considerada o principal estimulo patolégico para a degeneragéo
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tendinosa (SELVANETTI et al.,1997). Esse estimulo mecanico supra-
fisioloégico associado a presencga de fatores de risco intrinsecos aumentam o
risco de indugdo da tendinopatia, através de inflamagdo de sua bainha,
degeneragao do seu corpo ou a combinagdo de ambos. Da mesma forma, o
dano ao tendado também pode ocorrer apds estresses mecanicos repetidos
dentro de limites fisioldgicos, principalmente quando esse resulta de
estresses desiguais sobre os tenddes, produzindo concentragbes de carga e
forcas de friccdo anormais nas fibrilas tendinosas, impedindo o reparo
tecidual e causando lesdo. (SHARMA e MAFFULLI,2006).

Histologicamente, a tendinopatia se apresenta como um processo
cicatricial desorganizado, com auséncia de células inflamatérias, baixa
resposta, degeneragao né&o-inflamatdéria do colageno intratendinoso,
afilamento das fibras, hipercelularidade, angiogénese dispersa e aumento
dos glicosaminoglicanos interfibrilares (SHARMA e MAFFULLI,2006).
Macroscopicamente, as porcoes afetadas do tendao perdem sua aparéncia
normal, tornando-se escurecido e amorfo, além de perder sua espessura
afilada (KAHN et al.,1999).

Ja a ruptura do tenddo pode ser um evento agudo, traumatico ou
atraumatico, associado ou ndo a degeneragdo do tenddo. Se agudo, se
relaciona a um evento traumatico, quando ha predominio de fatores
extrinsecos, relacionados a sobrecarga traumatica excéntrica sobre o tendéo,
enquanto que nas rupturas atraumaticas ha associacdo com fatores
intrinsecos. Nas rupturas atraumaticas, a tendinopatia degenerativa é o

principal achado histolégico. Essa degeneragéo tendinosa leva a diminuicéo
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da forga ténsil, favorecendo a ruptura (KANNUS e JOSZA, 1991; SHARMA e

MAFFULLI,2006).

2.1.9 Cicatrizacao do tendao

A cicatrizacdo do tenddo ocorre em trés fases. Na fase inicial,
inflamatdria, ha presenca de eritrocitos e células inflamatérias, principalmente
neutrofilos. Nas primeiras 24 horas, ocorre predominio de mondcitos e
macréfagos, ocorrendo a fagocitose de material necroético. Fatores vasoativos
e quimioestaticos sdo liberados com aumento da permeabilidade vascular,
iniciando a angiogénese, estimulando a proliferagdo e migragao celular, com
recrutamento de mais células inflamatorias. Tendcitos gradualmente migram
para a cicatriz, e a sintese de colageno tipo lll & iniciada (OAKES,2003).

Apds alguns dias, se inicia o processo de remodelamento. A sintese de
colageno tipo lll alcanga o apice nesse momento, durando até seis semanas.
O conteudo de agua e as concetragdes de glicosaminoglicanos permanecem
altas nesse estagio (OAKES,2003).

Aproximadamente apds seis semanas, se inicia o processo de
modelagem. Nesse estagio, o tecido cicatricial é redimensionado e
remodelado. Ocorre uma diminuicdo da celularidade e da sintese de
colageno e de glicosaminoglicanos. Essa fase pode ser dividida em
consolidagdo e maturagédo (TILLMAN e CHASAN,1996). A consolidacao se

inicia com seis semanas e continua até a décima semana. Nesse periodo, o
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tecido de reparo se transforma de celular para fibrose. O metabolismo do
tenddo permanece alto, e os tendcitos e as fibras colagenas se alinham no
sentido do estresse mecanico. Nesse momento, ha uma intensa sintese de
colageno tipo |. Apés dez semanas, ocorre o estagio de maturagdo, com
modificagcdo gradual do tecido fibrético por tecido tendinoso cicatricial com
duracdo de um ano. Nesse periodo, gradualmente ocorre diminui¢do do
metabolismo e da vascularizagdo do tenddo (SHARMA e MAFFULLI,2005;
SHARMA e MAFFULLI,2006).

A cicatrizagdo do tenddo pode ocorrer intrinsecamente, através da
proliferacdo, no epitendao e no endotenddo, dos tendcitos, ou
extrinsecamente, pela invasao de células originadas da bainha sinovial. Os
tendcitos contribuem para o processo de reparo intrinseco, secretando
grandes quantidades de colageno. Diferentes vias de reparo podem estar
predominantes em localizacdes especificas. A contribuicdo de cada tipo
celular no processo cicatricial do tendéo pode ser influenciada pela etiologia
da lesao, posicao anatdbmica, presenca de bainha sinovial, e quantidade de
estresse induzido pelo movimento no periodo em que ocorre o reparo. Essa
variacao no fenétipo da expressao dos tendcitos ainda nao foi profundamente
investigada. Essa informagédo podera ser extremamente util para a melhoria

das estratégias de reparo (SHARMA e MAFFULLI,2006).
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2.1.10 Remodelacao

Remodelagdo € um processo importante relacionado a exposicdo do
tendao a estresses mecanicos (RILEY et al.,2002). As
matrizmetaloproteinases (MMPs) sao importantes reguladores da
remodelacdo da MEC, e seus niveis se alteram durante o processo de
cicatrizagao. Cicatrizagdo e inflamacado também provocam a liberagdo de
fatores de crescimento e citocinas originadas nas plaquetas e
polimorfonucleares e outras células inflamatérias (SHARMA e MAFFULLI,
2006). Esses fatores de crescimento induzem neovascularizagcéo e
quimiotaxia dos fibroblastos e tendcitos estimulando a proliferagao celular e a

sintese de colageno (MOLLOQY et al.,2003).
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2.2 Manguito rotador

2.2.1 Anatbmia, estrutura e funcéo

O manguito rotador é formado pelos tenddes de quatro musculos que
se originam na escapula e se inserem nos tubérculos do umero, permitindo
uma variedade de movimentos ao ombro. Os tendbdes supraespinal e
infraespinal sao inervados pelo nervo supraescapular, o subescapular pelo
nervo subescapular e o redondo menor pelo nervo axilar (MATSEN et al.,
2009).

A anatomia vascular da inser¢do do manguito rotador foi inicialmente
descrita como uma area de relativa baixa vascularizagdo, chamada de “zona
critica” (MATSEN et al.,2009). Porém, em contraste a esse conceito, foi
demonstrado que a “zona critica” ndo é menos vascularizada que outras
partes do manguito rotador, e que possui inumeras anastomoses entre os
vasos tendinosos e 6sseos na JOT (MATTHEWS et al.,2006). Esse fato foi
confirmado com a demonstragdo de fluxo sanguineo substancial na “zona
critica” de tendées do manguito rotador saudaveis utilizando laser Doppler
(BENSON et al.,2010).

Suas funcdes basicas sao: rotacao da cabeca umeral em relacdo a
escapula, estabilizacdo da cabega do umero contra a cavidade glendide e

equilibrio muscular da cintura escapular (MATSEN et al., 2009).
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A exposig¢ao dos tenddées do manguito rotador a cargas € complexa,
mesmo em ombros saudaveis. Essas fibras mantém tens&o concéntrica
quando a agao ocorre na diregao do musculo, porém essas cargas tornam-se
excéntricas enquanto a acao ocorre contra 0 movimento umeral e a direcéao
do musculo. Isso é possivel pois 0 manguito rotador tem agdo compressiva
em sua area de insergdo, devido a presenga de proteoglicanos e
glicosaminoglicanos na sua JOT. Apesar dos tendées do manguito rotador
apresentarem condi¢cées morfoldgicas e estruturais para tolerar os problemas
criados pelo carregamento excessivo sobre eles, eles podem se degenerar
em um ambiente mecanico hostil, e consequentemente se lesionarem

(MATSEN et al.,2009; RILEY et al.,1994).

2.2.2 Lesdo do Manquito Rotador

As lesGes do manguito rotador s&o a causa mais comum de disfungéo
do ombro, podendo variar desde uma tendinopatia até rupturas macicas
irreparaveis. Os pacientes com doenca do manguito rotador podem se
apresentar com sintomas que variam desde um minimo desconforto, sem
déficit funcional até dor intensa, fraqueza e disfungcdo (ENSOR,2013).

Pouca informagdo existe acerca da historia natural das lesbes do
manguito rotador, sendo as rupturas assintomaticas relativamente comuns.
Além disso, ainda ndo sdo compreendidas as razdes pelas quais um paciente

torna-se sintomatico (YAMAGUCHI et al.,2001).
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A etiologia da patogénese das lesdes do manguito rotador inclui
fatores extrinsecos ou mecanicos, tais como impacto subacromial e interno,
sobrecarga ténsil ou estresse de repeticdo, e fatores intrinsecos ou
bioldgicos, como hipovascularizagcdo, alteragbes da matriz extracelular,
desorganizagdo das fibras, perda de celularidade, degeneracdo hialina e
fibromixdide, além de descontrole dos mecanismos de apoptose e renovacao
celular. (MATTHEWS et al.,2006; BENSON et al.,2010; YAMAMOTO et al.,
2010; DEL BUONO et al.,2012; BEDI et al.,2012). Frequentemente, fatores
mecanicos e biolégicos se combinam na génese das lesbes do manguito
rotador.

Portanto, sdo considerados fatores de risco para o desenvolvimento de
lesées do manguito rotador: idade, trauma e membro dominante, apesar da
doenga acometer individuos de diferentes idades e graus de atividades
(MILGRAM et al.,1995; YAMAGUCHI et al.,2001). Finalmente, nos dias de
hoje, na literatura, existem evidéncias referentes a uma predisposicao
genética individual para o desenvolvimento de lesées do manguito rotador

(CHAUDRY e CARR,2012; MOTTA et al.,2014).

2.3 A Via do Fator de Crescimento Fibroblastico

O fator de crescimento fibroblastico (FGF) foi descoberto em extratos
pituitarios em 1973, estando largamente expresso em células e tecidos (YUN

et al,2010). O FGF acido (FGF1) e basico (FGF2) foram originalmente
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isolados do cérebro e glandula pituitaria como fatores de crescimento para
fibroblastos. Desde entdo, pelo menos 22 distintos FGFs tem sido
identificados e isolados (KATOH e KATOH,2006).

Por analise filogenética, a familia do gene FGF humano pode ser

dividida em sete subfamilias, e esta ilustrada na figura 2 (ITOH,2007).
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Figura 2 Arvore filogenética da familia FGF humana: A familia FGF humana
pode ser dividida em sete subfamilias de dois a quatro membros cada. O
tamanho da ramificagdo corresponde a distancia evolutiva entre cada gene

(Modificado de YUN et al, 2010).
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2.3.1 Funcéo do FGF

FGF exerce sua funcdo por unido aos receptores FGF (FGFR),
regulando inumeras vias do desenvolvimento durante o periodo embrionario
(YUN, 2010). A familia FGF é composta de 18 ligantes que agem através de
quatro receptores tirosina quinase transmembrana conservados (FGFRT,
FGFR2, FGFR3 e FGFR4) (TURNER e GROSE,2010). Os quatro FGFRs
contém um dominio extracelular ligante com trés dominios imunoglobulina (I,
I e Ill), um dominio transmembrana e um dominio tirosina-quinase
intracelular (JAYE et al.,1992). FGFRs sado expressos em variados tipos
celulares e s&o fundamentais para a regulacdo celular, proliferagéo,
diferenciagdo e sobrevivéncia, o que faz a via FGF ser alvo de células
cancerosas (ESWARAKUMAR et al.,2005).

Os FGFRs ativados controlam a cascata de sinalizagdo através do
recrutamento de moléculas especificas, que se unem a tirosina fosforilada na
regido citosélica do receptor, disparando inumeras vias de sinalizagdo que
conduzem a respostas especificas celulares por meio de uma cascata de
eventos de fosforilagdo (SCHLESSSINGER,2000). As trés principais vias de
sinalizagcao ativadas por FGF sao: RAS/MAP quinase (MAPK), fosfatidil-
inositida 3-kinase (PI3 quinase/AKT) e PLC. A interagao FGF/FGFR tem sido
minuciosamente estudada e foi, recentemente descrita (GOETZ e

MOHAMMADI,2013).
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2.3.2 Vias de sinalizacdo dos FGFs

A conexao do FGF ao receptor FGFR induz a dimerizagdo do FGFR
na membrana celular, expde o dominio intracelular tirosina quinase para
iniciar a cascata de fosforilizagdo, gerando diferentes respostas celulares,
como proliferagdo, sobrevivéncia ou mobilidade celular (GOETZ e
MOHAMMADI, 2013).

Na via de sinalizacdo que proporciona proliferacdo celular, o FGF se
liga ao FGFR na membrana celular. O substrato intracelular do FGFR é
ativado, e se liga a proteina adaptadora GRBZ2. Essa ligagdo estimula um
grupo de genes (son of sevenless - SOS) que ira codificar os fatores
modificadores do nucleotideos guanina pertencente a subfamilia RAS (RAS
GTPase). Esse evento inicia a cascata MAPK. O MAPK ativado se transloca
do citoplasma para o nucleo, onde é fosforilado, ativando os fatores de
transcricdo génica. Essa via, além de resultar em proliferagdo celular,
também pode produzir diferenciacdo, migracdo ou outra resposta celular
(GOETZ e MOHAMMADI,2013). Ha evidencia de que a via do FGF atua em
tendcitos, através da ativacdo da via MAPK regulando a sintese e
proliferacao de MEC (CAl et al.,2013).

Quando o FGFRZ2a ativado ligado a proteina adaptadora GRB2 se
associa a proteina 1 (GABT), promove a ativagdo de AKT quinase mediada
por PI3K, no meio citoplasmatico. Essa cascata de eventos inativa os fatores
pré-apoptéticos, tais como BAD e FOXO, promovendo sobrevivéncia celular

(GOETZ e MOHAMMADI,2013). A via AKT quinase parece estar envolvida
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na génese da atrofia muscular em tenddes rotos do manguito rotador (CAl et
al.,2013).

A Ultima via de sinalizagdo do FGF descrita ocorre quando a ligacao
FGF-FGFR recruta a fosforilagdo de PLC, que ao ser ativada catalisa a
hidrélise do fosfolipideo transmembrana em diacilglicerol (DAG) e trifosfato
inositol (IP3). O DAG ativa a proteina C quinase (PKC), a qual ativa seu
substrato por fosforilacdo, incluindo MARCKS, um substrato quinase,
regulador da motilidade celular. IP3 estimula a liberagdo de ions calcio do
meio intracelular, e ativa proteinas calcio-dependente, tais como calcineurina
fosfatase, que induz a translocagdo nuclear dos fatores de transcrigao
ativados por células T (NFAT), que estimulam a expressdo de proteinas
essenciais para a motilidade celular (GOETZ e = MOHAMMADI,2013). A
importancia dessa via nao estd bem clara, uma vez que sua auséncia nao
impede a ocorréncia da mitogénese e diferenciagdo celular, contudo ha
sugestdo de que essa via seja necessaria para a adesdo celular em células
neurais (YUN et al.,2010). Nao ha estudos que investiguem essa via em
tenddes.

A complexa interagdo intracelular que origina variados eventos
quimicos e moleculares, promove inumeras fungdes associadas aos FGFs,

em variados tipos celulares e tecidos. O quadro 1 resume essas fungoes.



Quadro 1 - Funcdes dos fatores de crescimento fibroblastico.
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Funcdo Subfamilia relacionadaa  Célula alvo
funcao
Proliferagéo FGF1, FGF2 Pré-adipocito
celular Célula endotelial, Célula epitelial
Célula fibroblasto, célula tronco
neural
Célula tronco trofoblasto
FGF4 Célula epitelial
Osteoblasto, condrécito,
FGF7,FGF10 osteoclasto
FGF18
Migracéao celular | FGF2 Astrdcito, célula miogénica
FGF4 Célula miogénica
FGF7 Célula epitelial
FGF8 Célula da crista neural
Diferenciacao FGF1, FGF2 Neuroepitelial
celular o
FGF7 Queratindcito
FGF20 Célula tronco de macacos
Angiogénese FGF1, FGF2 Célula endotelial

Fator de crescimento fibroblastico (FGF) (YUN et al,2010).

2.3.3 EGF em tenddes e musculos

Das diversas formas existentes de FGFs, o FGF 2 ou bFGF e o FGF1

sao potentes estimuladores da proliferagao fibroblastica, sintese de colageno

e formagéo de tecido de granulagdo (HARWOOD et al.,1976). Os efeitos do

FGF2 tém sido principalmente estudados em relagao as lesdes de tendao,

onde sua administragcao tem apresentado efeitos positivos no processo de
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cicatrizagdo (DUFFY et al.,1995; CHAN et al.,2000). Também foi demonstrado
que a expressao do FGF2 esta presente em tenddes normais intactos, mas
esta intensamente inalterado em tenddes lesionados (CHANG et al.,1998). As
acoes fisioldgicas dos FGFs estao relacionadas no quadro 2.

O estimulo mecanico é indutor da liberacdo de FGF, in vitro, em
células de musculo esquelético, e esse aumento de FGF pode ser inibido
pela administracdo de anticorpos neutralizantes da atividade do FGF
(CLARKE e FEEBACK,1996). Aléem disso, foi demonstrado que o FGF 2
estimula a conexina 43, que é conhecida por se localizar nos espacgos
comunicantes entre os fibroblastos de tenddes. Isso sugere que o FGF atua
na comunicagao intercelular, convertendo o estimulo mecénico em atividade
bioquimica, propiciando a reestruturagdo da matriz extracelular (DOBLE e
KARDAMI,1995). Parte da agdo do FGF é modulada via PDGF, que é
conhecida por estimular a sintese de procolageno, tendo sido demonstrado
que a combinagao de FGF2 e PDGF resulta em grande aumento da sintese
de DNA em fibroblastos sinoviais (HAMILTON et al.,1994; BISHOP et al.,
1998). Por fim, também foi demonstrado que o FGF2 inibe os efeitos do IGF-1
e de TGF-b na sintese de colageno Il em condrocitos (DESAI2001).

Os FGFs desenvolvem importante fungdo na angiogénese e
mitogénese de células mesenquimais, podendo atuar ativamente na
modulagao do reparo tecidual no manguito rotador. Varios modelos tem sido
sugeridos objetivando aprimorar a cicatrizacdo do tendao através da
aplicacdo de FGF-basico (FGF2), demonstrando significante aumento da
resisténcia na éntese e maturidade dos tendées em ratos (CHAN et al.,2000;

TAKAHASIH et al.,2002; TANG et al,2008).
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As citocinas da familia FGF podem modular a cicatrizacdo apés o
reparo de lesbes do manguito rotador. Alteragcdées estruturais na sintese e
controle do colageno sédo observados em tenddes rotos e podem representar
uma lenta resposta de reparo durante o processo de lesdo. FGF3 e FGF10
interagem com o FGFR1 e promovem diversas fung¢des bioldgicas, in vivo e
in vitro, incluindo mitogénese, migragao celular, diferenciagcao, angiogénese e
cicatrizarao tecidual. Além disso, os FGFs tem sido utilizados na regeneracgao
de tecidos danificados como: musculo, tendao, ligamento, cartilagem e osso

(GARAFOLO et al.,2011; CHAUDHURY e CARR,2012; BEDI et al.,2012).

2.4 Genética na lesdao do Manguito Rotador

Inicialmente, € necessario enfatizar que existe uma variedade de
doengas dos tecidos musculoesqueléticos que apresentam um componente
genético. (SEPTEMBER et al.,2007) Em um extremo estariam as doencas
Mendelianas classicas, em que os fatores genéticos sado os principais
determinantes da gravidade e prognostico da doenga, como ocorre na
Osteogéneses imperfeita, Sindrome de Ehlers-Danlos e Sindrome de Marfan.
De forma oposta, estariam as condigdes complexas, de origem mutifatorial,
em que o desenvolvimento da doenca é determinado pela interagcdo entre
genética e ambiente, podendo ser chamadas de interacbes gene-gene ou
gene-ambiente, em que se encontram as tendinopatias e rupturas tendinosas

(SEPTEMBER et al.,2007).
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A existéncia de um componente genético relacionado "a fisiopatologia
das tendinopatias tem sido confirmada, acometendo o tendao de Aquilese o
manguito rotador (HARVIE et al.,2004; MOKONE et al.,2005; MOKONE et al.,
2006; MOTTA et al.,2014). Polimorfismos nos genes do colageno 5 (COL5A1)
e da tenascina-C (TNC) foram associados a lesdes do tenddo de Aquiles na
populacao (MOKONE et al.,2005; MOKONE et al.,2006).

A associagdo entre genética e lesbes do manguito rotador, foi
identificada, através da demostragao da alta correlagao entre a existéncia de
lesdo do manguito rotador em gémeos (HARVIE et al.,2004; TASHJIAN et al.,
2009). Na populagao brasileira, foi identificado que o polimorfismo em
FGFR1 rs13317 se relaciona com o aumento da susceptibilidade ao
desenvolvimento da lesdo do manguito rotador. Assim, a presenga do alelo T
aumentou em trés vezes o risco de ter lesdo do manguito rotador. Além disso,
esse mesmo estudo, identificou relagéo entre o polimorfismo do gene FGF10
e do haplétipo FGF3 CGACG com a lesao do manguito rotador. Sendo assim,
€ possivel que mutagcbes no gene FGF favoregam um mecanismo
inadequado de reparo do tendao (MOTTA et al.,2014).

Por outro lado, poucos estudos, até o momento, relatam a expressao
de genes de fatores relacionados a degeneragao e regeneracao tendinea na
lesdo do manguito rotador, como PPAR, MYF-5, FOXO, HIF-1, VEGF, BNip3,
TUNEL, TNF, TIMP, MMP (FREY et al.,2009; SCHMULTZ et al.,2009;

BENSON et al.,2010; LAKEMEIER et al.,2010; SHINDLE et al.,2011).



42

2.4 1 Aplicacoes clinicas dos estudos genéticos

Os resultados das reconstrugcdes tendinosas sao variaveis. Apesar da
evolugdo das técnicas cirurgicas e protocolos terapéuticos, a reprodugéo dos
resultados satisfatérios permanece dificil, assim como a recuperagéo da
condicdo prévia do tendao, existindo uma permanente alteragdo de
caracteristicas fisicas como: forga, resisténcia, elasticidade, organizacdo e
composi¢cao (HOGAN et al.,2011).

Apesar do grande numero de procedimentos terapéuticos disponiveis
para o tratamento das lesbes de tenddo, muito poucos oferecem evidéncia
cientifica para auxiliar o médico assistente (MATSEN et al.,2009). Dessa
forma, estudos genéticos podem oferecer nova oportunidade para o
tratamento das lesbes de tenddo. Engenharia tecidual é a aplicagdo dos
principios biolégicos, quimicos e de engenharia no reparo, recuperagao ou
regeneragcdo de tecidos vivos, usando biomateriais, células e fatores,
isoladamente ou em combinagado, representando uma nova fronteira no
tratamento das doengas musculotendinosas. Da mesma forma, a terapia
génica envolve a transferéncia de genes para o paciente propiciando a
transcricdo de proteinas sadias, envolvidas no processo de reparo dos
tenddes. Ambas as técnicas encontram-se em evolugao, representando uma
nova fronteira terapéutica no tratamento das lesdes de tenddo (EVANS et al.,
2005; HOGAN et al,.2011).

Devido as suas potenciais fungdes bioldgicas, os FGFs tem sido

utilizados na regeneracéo de diversos tecidos danificados (YUN et al.,2010).
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As fungbes dos FGFs estao descritas no quadro 2. De fato, o FGF vem sendo
administrado diretamente sobre os tecidos doentes, juntamente com outros
fatores de crescimento, porém os FGFs livres sao rapidamente degradados in
vivo, levando a perda da atividade biologica e fungdo. Para melhora da sua
efetividade, os FGFs devem ser absorvidos localmente ou encapsulados
biologicamente com materiais para garantir a manutengdo da atividade
bioldgica, porém o uso terapéutico dos FGFs permanece um desafio (YUN et
al.,2010).

O uso de fatores de crescimento através de terapia genética e
associacdo com membranas tem favorecido a cicatrizacdo em tenddes
lesionados. Alternativamente, os fatores de crescimento tecidual podem ser
usados na indugdo de células progenitoras locais, a se diferenciarem em
tenocitos ou fibroblastos, estimulando a cicatrizagdo (CHANG et al.,1998). A
terapia génica com fator de diferenciacdo de crescimento GDF-5 demonstrou
aumento na forca de resisténcia do tendao de Aquiles de ratos, sem induzir a
formacao de osso ou cartilagem, durante a cicatrizagao do tendao (BOLT et
al.,2007). O uso de GDF-5 diminuiu a expressao de genes inflamatdrios e
aumentou a organizagao das fibras de colageno em tenddes de Aquiles, em
murinos (KELLER et al.,2011). J& o uso de horménio recombinante GDF-7
em esponjas de colageno estimulou a cicatrizagdo acelerada em tenddes do
manguito rotador de cobaias (SEEHERMAN et al.,2008). Estes estudos
representam modelos terapéuticos que podem ser melhorados no tratamento
de lesbes de tenddes, sendo necessaria uma evolucido na compreensao das
alteragbes dos produtos proteicos, com base na expressdo de RNAm

sintetizados pelos tendcitos em regides de leséo.
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Quadro 2: Efeitos fisiolégicos dos fatores de crescimento fibroblasticos e sua
aplicagao terapéutica.

Gene Localizagao Receptor Aplicagao terapéutica
FGF1 5q¢31,3 FGFR1b,1c,2b,2¢,3b,3c,4 Doenca cardiovascular
FGF2 4927 FGFR 1b,1c,2¢,3c,4 Doenca cardiovascular Cancer
FGF3 11q13,3 FGFR 1b, 2b indeterminado
FGF4 11913,3 FGFR 1c,2c,3c,4 Angina estavel
FGF5 4q21,21 FGFR 1c crescimento capilar
FGF6 12q13,32 FGFR 1c,2c,4 Mucosite oral
FGF7 15g21,2 FGFR2b indeterminado
FGF8 10924,32 FGFR 3c,4 indeterminado
FGF9 13q12,11 FGFR 2¢,3b,3c,4 indeterminado
FGF10 5p12 FGFR 1b,2b indeterminado
FGF11 17p13,1 intracitoplasmatico indeterminado
FGF12 3q28 ndo identificado indeterminado
FGF13 Xq26,3 néo identificado indeterminado
FGF14 13933, 1 n&o identificado indeterminado
FGF16 Xg21,1 FGFR4 indeterminado
FGF17 8p21,3 FGFR 2¢,3c,4 indeterminado
FGF18 5g35,1 FGFR 2c¢,3c,4 Osteoartrite
FGF19 11913,3 FGF4 Diabetes
FGF20 8p22 ndo identificado Parkinson
FGF21 19913,32 néo identificado Diabetes
FGF22 19p13,3 FGFR 2b indeterminado
FGF23 12p13,32 FGFR 3¢ Hipofosfatemia

FGF (Fator de crescimento fibroblastico),

crescimento fibroblastico (YUN et al, 2010).

FGFR (Receptor do fator de
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

. Investigar a expressdo dos membros da familia do fator de
crescimento fibroblastico (FGF) em tendbes supraespinais com ruptura em
pacientes com doenga do manguito rotador.

. Comparar os resultados da expressao dos membros da familia do fator
de crescimento fibroblastico (FGF) em tenddes supraespinais com ruptura
em pacientes com doenga do manguito rotador com tenddes

semitendinosos integros de pacientes sem doenga do manguito rotador.

3.2 Objetivos especifico

- Realizar a caracterizagao dos tendcitos nas células cultivadas dos

descartes tendineos nos grupos de LMR e controle.
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4 Material e Métodos

O protocolo clinico, radiografico e laboratorial deste trabalho foi
submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto
Nacional de Traumatologia e Ortopedia (INTO) sob o numero

0024.0.305.000-11 (Anexo I).

4.1. Populagao elegivel

Foram incluidos no grupo de estudo, pacientes atendidos no Centro de
Cirurgia do Ombro e Cotovelo do Instituto Nacional de Traumatologia e
Ortopedia (CCOC-INTO) e diagnosticados com lesdo do manguito rotador,
através de exame clinico especifico da articulagdo do ombro sintomatico
associada a avaliagdo da imagem de ressonancia magnética. (Anexo Il)
Todos os pacientes incluidos no grupo de estudo tinham idade entre 40 e 65
anos, apresentavam lesdo atraumatica e cronica do manguito rotador, com
evolugdo dos sintomas superior ha trés meses, refratarios ao tratamento
clinico, com indicacédo de reconstrugao cirurgica do manguito rotador. Figura
3. Esses pacientes foram submetidos a tratamento cirurgico da lesdo do
manguito rotador por técnica aberta, sendo, durante o procedimento,
realizada a coleta do descarte cirurgico do coto do tendao roto, e enviado ao

laboratério do Centro de Terapia Celular (CTCel) do INTO, para
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processamento e analise da expressao génica. Foram excluidos do estudo os
pacientes com lesdes traumaticas do manguito rotador, com doengas
imunoldgicas e/ou usuarios crénicos de corticoesteroides topico e sistémico,
pois sao condigdes relacionadas com alteragcdes estruturais dos tenddes. Os
dados clinicos pré-operatoérios dos pacientes com lesdo do manguito rotador
estdo descritos na tabela 1.

O grupo controle foi constituido por pacientes em tratamento no Centro
de Cirurgia do Joelho (CCJ) do INTO, que foram submetidos a reconstrugéo
ligamentar com enxerto tendinoso autdlogo de semitendinoso, apresentando
auséncia de sinais e sintomas compativeis com lesdo no manguito rotador.
Uma vez que o tendao semitendinoso ipsilateral foi selecionado como enxerto
para a reconstrugao ligamentar do joelho, admitiu-se que se tratavam de
tenddes saudaveis, ideais para comparagao com tenddes rotos. Os dados
clinicos pré-operatoérios do grupo controle estao descritos na tabela 2.

Para serem incluidos no estudo, os pacientes em tratamento de
doenga do manguito rotador pelo CCOC e de instabilidade do joelho pelo
CCJ do INTO foram convidados a participar do estudo, independente da
continuidade do seu tratamento na instituicdo. Ao aceitarem, todos assinaram
o termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo lll), esclarecendo os
riscos e beneficios do estudo, e a possibilidade de abandono da participacao

no estudo sem qualquer 6nus individual.
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Figura 3: Imagem de ressonancia magnética de lesdo do manguito rotador:
corte coronal obliquo de uma imagem de ressonancia magnética do ombro
do paciente no.8 do grupo de estudo demonstrando a ruptura do tendao
supraespinal (seta) confirmando critério de seleg¢ado para inclusdo no estudo

(INTO).
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Tabela 1: Dados clinicos dos pacientes com les&do do manguito rotador.

caso | Idade sexo Etnia Tabagismo medicagao Comorbidades

1 58 Feminino | Caucasiana sim néo DM

2 61 Masculino | Caucasiana nao nao nao

3 60 Feminino | Caucasiana nao Anti-hipertensivo HAS

4 58 Feminino Parda sim Anti-hipertensivo HAS

5 77 Feminino Parda nao Miorelaxante HAS

Anti-hipertensivo

6 71 Feminino Parda nao Miorelaxante nao

7 58 Feminino | Caucasiana nao néo néo

8 61 Feminino Parda nao nao néo

9 67 Feminino | Caucasiana nao néo nao
10 65 Feminino | Caucasiana sim nao nao

1" 60 Feminino | Caucasiana nao néo néo
12 73 Feminino | Caucasiana nao Anti-hipertensivo HAS
13 60 Masculino Parda nao néo nao
14 60 Masculino | Caucasiana nao nao nao
15 63 Feminino Parda nao nao néo
16 65 Feminino Parda nao néo nao
17 68 Feminino | Caucasiana nao Anti-hipertensivo HAS, DM
18 62 Feminino | Caucasiana nao nao nao
19 64 Feminino Parda nao nao nao
20 58 Feminino | Caucasiana nao Anti-hipertensivo HAS
21 60 Masculino | Caucasiana ndo Anti-hipertensivo HAS, DM
22 59 Masculino | Caucasiana nao Anti-hipertensivo HAS, DM
23 66 Feminino | Caucasiana nao Anti-hipertensivo HAS
24 61 Feminino | Caucasiana nao néo nao
25 73 Feminino Parda nao nao néo
26 58 Masculino | Caucasiana sim nao nao
27 57 Masculino | Caucasiana nao néo nao
28 56 Masculino | Caucasiana nao nao DM
29 59 Feminino | Caucasiana sim Anti-hipertensivo HAS
30 61 Masculino | Caucasiana nao Miorelaxante nao
31 68 Masculino | Caucasiana nao néo nao

HAS: Hipertensao arterial sistémica; DM: Diabetes Mellitus.
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Identificacdo | Idade | Género Etnia Tabagismo Uso de Comorbidades
medicacao
1 40 | Masculino | Caucasiana nao nao nao
2 42 Feminino | Caucasiana nao nao nao
3 37 | Masculino | Caucasiana nao nao nao
4 43 Feminino Parda nao nao nao
5 24 | Masculino Parda nao nao nao
6 37 | Masculino | Caucasiana nao nao nao
7 30 Feminino | Caucasiana nao nao nao
8 42 | Masculino | Caucasiana nao nao nao
9 36 Feminino | Caucasiana nao nao nao
10 39 | Masculino | Caucasiana nao nao nao

4.2 Coleta do tendao

Grupo controle: as amostras de tendao semitendinoso foram obtidas a

partir de descarte cirurgico do coto do autoenxerto desse tendao, retirado no

ato operatorio dos pacientes submetidos a reconstrugdo do ligamento

cruzado anterior pelo CCJ do INTO, do joelho ipsilateral (protocolo aprovado

sob o numero CEP 20057/92). A amostra do tecido foi enviado ao CTCel para

imediato processamento.

Grupo LMR: apés a confirmagao diagnostica ambulatorial de LMR, os

pacientes foram submetidos a tratamento cirurgico através de reconstrucao

aberta da lesdo do tendao supraespinal e, durante o ato operatério, o

descarte cirurgico da margem rota desse tendao foi enviado ao CTCel para

imediato processamento.
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4.3 Processamento das Amostras

Os descartes de tendao foram coletados de 41 participantes do
estudo, sendo 31 do grupo LMR e dez do grupo controle.

Os descartes tendineos foram imediatamente lavados com solugao
salina e fragmentados. Apos dissecgéo do tecido, o material foi incubado em
tripsina 0,5% na temperatura de 38°C por 30 minutos com agitacdo a cada
dois minutos. Apds esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 836g
por cinco minutos a 8°C, e incubadas em colagenase 2,5% em temperatura
de 37°C. As amostras foram entdo lavadas com solugdo salina 1x e
centrifugadas a 836g. O procedimento foi realizado duas vezes. As células
foram entdo ressuspensas em meio ISCOVES acrescido de 10% de soro
fetal bovino e 1% de solucdo antibidtica de estreptomicina/penicilina e
fungicida (Sigma-Aldrich A595, St. Louis, MO), filtradas em membrana de
70um e plaqueadas em placas de 24 pogos na proporgao de 100mg de tecido
por pogo. Apds o plaqueamento, as células foram expandidas até a segunda
passagem e, entdo, congeladas em nitrogénio liquido para extragdo do RNA

e analise da expressao génica.

4.4 Extracao do RNA e analise da expressao génica

O RNA total obtido a partir das amostras das células tendineas foi
isolado utilizando o reagente Trizol® (InvitrogenTM por Life Technologies,

Nova lorque, EUA), de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante.
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Foi realizado tratamento com DNase, para digerir o DNA gendémico que
poderia levar a falsos resultados positivos. (Ambion por InvitrogenTM pela
Life Technologies, NY, EUA). A integridade do RNA foi confirmada em corrida
de eletroforese, utilizando gel de agarose a 1,2%, corado com SYBR Stain®
(InvitrogenTM pela Life Technologies, NY, EUA). A pureza do RNA foi
confirmada com a razao das absorvancias 260/280 em espectrofotémetro, e
a quantidade de RNA foi estimada a 260 nm (Nanodrop® 1000, Thermo
Scientific, Wilmington, EUA).

Em seguida, foi realizada a sintese de DNA complementar (cDNA), a
partir de 300 ng de RNA utilizando o ensaio de transcriptase reversa (RT),
pelo sistema ImProm-ll Transcricdo Reversa System™ (Promega
Corporation, Wisconsin, EUA), de acordo com o protocolo do fabricante.

A reagcdo em cadeia da polimerase quantitativo (qPCR) foram
realizadas no aparelho LineGene 9660 (Bioer Technology, Binjiang, China),
utilizando o sistema de deteccdo rapida SYBR Green Master Mix (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA) com 1,5 ul de cDNA em cada reagdo. O
gPCR foi realizado nas seguintes condigdes: 95° C durante 10 minutos,
seguido por 40 ciclos de desnaturagdo e polimerizagéo (95° C durante 15
segundos, 60° C durante 1 minuto e 72°C por 30 segundos), acrescidos da
curva de Melting para analise do padrdo de fluorescéncia do SYBR nas
reagdes (95°C por 15 segundos, 60°C 30 segundos e 95°C 15 segundos).

O controle do branco (RT-PCR, sem matriz de RNA) e as rea¢des RT
(reagdes de PCR sem a transcrigdo reversa) foram executadas juntamente

com todos os RT-PCRs.
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Para caracterizagéo fenotipica dos tendcitos, foi desenhado um painel
de marcadores, conforme apresentado na tabela 3, constituido pelos genes
que codificam o colageno tipo | (COL1A1), esclerase (SCX), tendomodulina
(TNMD) e fibromodulina (FMOD), a partir de uma amostra representativa
(WANG et al.,2005; DOCHEVA et al.,2005; Bl et al.,2007; BUSTIN et al.,2009;
KLATTE et al.,2010).

Iniciadores especificos para os genes FGF2, FGF3, FGF10, FGFR1,
FGFR2, foram confeccionados com base nos dados do BLAST (http://

blast.ddbj.nig.ac.jp/top-j.html), descritos na tabela 4. O Método Livak (2-22CT)

foi utilizado para determinar a quantificagédo relativa da expresséo dos genes
estudados. Os valores foram normalizados em relacdo a expressao
constitutiva de GAPDH. Duas séries de experimentos foram realizados para
cada amostra de tecido para assegurar a reprodutibilidade. Os dados s&o
apresentados com a variagao relativa de dobragem de um calibrador (pool de
RNA a partir de todas as amostras). Todas as reagdes foram realizadas em
duplicata contendo informagbes essenciais de acordo com Bustin et al.

(2009).


http://nig.ac.jp/top-j.html
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Tabela 3: Sequéncia dos inicializadores utilizados para a caracterizagaoo dos

tendcitos pela analise de expressao génica.

GENE SENSO
Colageno | GTG CTC CTG GTATTG CTG GT
(COLIAT)

Tendomodulina GGT GGT CCC TCAAGT GAAAG

(TNMD)

Scleraxis CTG GCC TCCAGC TACATCTC

(SCX)

Fibromodulina CAACAC CTT CAATTC CAG CA

(FMOD)

REVERSO

GCT CTC CCT TAG CAC CAG TGT

CCT CGA CGG CAG TAAATA CAA

GCGAAT CGC TGT CTTTCT GT

CTG CAG CTT GGAGAAGTT CA

G (Guanina), T (Timina), C (citosina), A (adenina) (WANG et al., 2005;

DOCHEVA et al., 2005; Bl et al., 2007; KLATTE et al., 2010)

Tabela 4: Sequéncia dos inicializadores utilizados para analise da expressao

dos genes FGF.

GENE SENSO
FGF2 TGCCCAGTTCGTTTCAGTG
FGF3 CGGCACCCTGGAGAACAGCGCCTA
FGF10 CCTGCTGGATTACATTAAAGCACTG
FGFR1 ATGTGCCGTACTATTCTCCACA
FGFR2 GTAGCCTCCAATGCGATGC

REVERSO

CTGGCTATGAAGGAAGATGGA
TGCCCAGGTACCGCCCGGAGAAGA
GTCAAGGGCATATCCAACAACAAC
AACCTGACCACAGAATTGGAGGCT

GTCAGTGAGAACAGTAACAACAAG

T (Timina), G (Guanina), C (Citocina), A (Adenina), FGF (Fator de

crescimento fibroblastico) (BUSTIN et al., 2009).
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4.5 Avaliagao estatistica

O tamanho da amostra necessaria para um estudo com 80% de poder

foi calculado usando uma calculadora on-line em http://statpages.ora/

proppowr.html, assim como o tamanho da amostra representativa para

fenotipagem dos tendcitos. As varidveis nominais foram expressas em
frequéncias e percentuais. Para acessar o significado das variaveis nominais
entre os grupos, foi realizado o teste do qui-quadrado (X2?). As variaveis
continuas foram expressas como média e desvio padrao. O teste de Shapiro-
Wilk foi utilizado para avaliar a distribuicdo entre as variaveis. A analise de
variancia foi realizada utilizando (ANOVA)/teste t-Test ou Mann-Whitney para
comparagao das médias entre os grupos, quando a variavel estava em uma
distribuicdo normal ou n&do-normal, incluindo a analise de expressao génica
apds o calculo pelo método 2-2ACT. Valores de p<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. As analises estatisticas foram realizadas no

programa Stata 11.1 (StataCorp, Texas EUA)


http://statpages.org/proppowr.html
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5 Resultados

5.1 Resultados Clinicos

A tabela 5 apresenta os dados demograficos e clinicos dos individuos
incluidos no estudo. No total, 41 voluntarios foram avaliados, sendo 31 no
grupo de LMR e 10 no controle, sendo 25 (61%) mulheres e 16 (39%)
homens. A média de idade do grupo de casos de LMR foi de 61 anos, e do
controle de 37 anos. Nenhuma diferenga foi encontrada entre os grupos
controle e LMR considerando a etnia, sexo, habito tabagista, presenca de
diabetes e artrite reumatoide. No entanto, voluntarios com LMR apresentaram
maior média de idade (p<0.001), maior incidéncia de hipertensao (p=0.03) e,

portanto, uso de hipertensivos (p=0.03).
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Tabela 5: Dados demograficos e clinicos dos 41 participantes do estudo.

Total LMR Controle P-valor
(n=41) (n=31) (n=10)
n (%) n (%) n (%)
Etnia
Caucasiano 30 (73) 22 (71) 8 (80) 0.45
Nao-Caucasiano 11 (27) 9(29) 2 (10)
Idade (anos) 57+11.6 61+8 37.1+£7 0.0001
Género
Feminino 25 (61) 21 (65.6) 4 (40) 0.11
Masculino 16 (39) 10 (34.4) 6 (60)
Habito Tabagista
Nao-fumante 36 (87.8) 26 (83.9) 10 (100) 0.22
Fumante 5(12.2) 5(16.1) 0(0)
Uso de medicagao
Relaxante muscular 3 (7.3) 3(9.6) 0(0) 0.42
Anti-hipertensivo 10 (23.8) 10 (31.2) 0(0) 0.03
Doenga sistémica
Diabetes 5(12.2) 5(15.6) 0(0) 0.22
Hipertensao arterial 10 (23.8) 10 (31.2) 0 (0) 0.03

IC = Intervalo de confiancga.
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5.2 Caracterizacao dos Tendcitos

A expressao génica de tendomodulina, colageno tipo |, esclerase e
fiboromodulina, confirmou o fendtipo para os tendcitos na amostra
representativa (12%), obtida a partir do total de células cultivadas dos
descartes tendineos nos grupos controle e LMR, com expressao detectavel

em todas as amostras analisadas. (Grafico 1)

Grafico 1: Resultado da caracterizacido dos tendcitos.
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Expressdo detectavel dos genes caracteristicos do fendtipo tenocitico:

Tendomodulina, Esclerase, Fibromodulina e COL1A1 (colageno ).
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5.3 Resultados da expressao dos fatores de crescimento fibroblasticos

De forma a suportar a potencial associacdo entre o fator de
crescimento fibroblastico com o desenvolvimento da lesdo do manguito
rotador, foram investigados 5 genes (FGF2, FGF3, FGF10, FGFR1, FGFR2)
integrantes da via FGF. Do total de amostras, 87.8% (36 amostras) tiveram
expressdes do RNAm detectaveis. A expressdo de FGF2 (p=0,001), FGF3
(p=0,002), FGF10 (p=0,001), FGFR1 (p=0,0007) foi significantemente menor
nos pacientes com LMR quando comparados ao controle. (Grafico 2 e 3) A
expressao do receptor FGFR2 (p=0,002) foi menor em pacientes do grupo

controle. (Gréfico 4).
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Grafico 2. Resultados da expressao do RNAm dos genes FGF2 e FGF3.
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Grafico demonstrando uma baixa expressao de FGF2 (acima) e FGF3

(abaixo) no grupo com LMR comparada ao grupo controle. (p<0,005).
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Gréfico 3: Resultados da expressao do RNAm dos genes FGF10 e FGFR1.
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Graficos demonstrando uma menor expressdo de FGF10 (acima) e FGFR1

(abaixo) no grupo com LMR comparada ao grupo controle.
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Gréfico 4: Resultados da expressao do RNAm do gene FGFR2.
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6 DISCUSSAO

A doenga do manguito rotador € um problema clinico comum, que se
caracteriza por lesdo dos tenddes dos musculos supraespinal, infraespinal,
subescapular e redondo menor, e variam de tendinopatias a rupturas
extensas dos tendbes (ENSOR, 2013). Apesar da alta prevaléncia de
rupturas completas dos tenddes do manguito rotador se relacionar com a
idade, ha evidéncia de uma predisposicao individual ao desenvolvimento das
lesdes desses tenddes (YAMAGUCHI et al.,2001; CHAUDHURY e CARR,
2012; MOTTA et al., 2014). A existéncia de um componente individual reforca
a necessidade de estudo da expressdo fenotipica em tenddes rotos do
manguito rotador, uma vez que o espectro clinico de apresentagdo da doenca
€ extremamente amplo e sua incidéncia crescente (ENSOR,2013;
YAMAGUCHI et al.,2001; YAMAMOTO et al.,2010; MOTTA et al.,2014;
HARVIE et al.,2004; TASHJIAN et al., 2009).

A patogénese das lesdes do manguito rotador inclui fatores intrinsecos
e extrinsecos (YAMAMOTO et al.,2010). Atualmente, se acredita que os
fatores extrinsecos atuam diretamente sobre a homeostasia do tendao,
sendo a associacao desses fatores responsavel pelo fendtipo expresso nos
tenddes doentes (ASPENBERG,2007; KILLIAM et al.,2012; MOUSAVIZADEH
et al.,2014; LOHBERGER et al.,2015; POPQV et al.,2015). A caracteristica
tecidual frequentemente encontrado nos tenddes doentes do manguito
rotador sao: hipovascularizagdo, modificacbes da MEC, desorganizacédo das

fibras colagenas, hipocelularidade, alteragdes dos mecanismos de apoptose
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e renovagao celular (MATTHEWS et al.,2006; BENSON et al.,2010; DEL
BUONO et al.,2012, BEDI et al., 2012). A histéria natural da doenga sugere
que muitas dessas modificacdes estruturais da unidade musculotendinosa
sao irreversiveis (GLADSTONE et al.,2007; PAXTON et al.,2013).

Dentre as diversas moléculas envolvidas no metabolismo dos tenddes,
destacam-se os FGFs, que foram descritos como fatores fundamentais na
diferenciagdo embrionaria dos miétomos em célula de tenddo (BRENT et al.,
2003; YUN et al.,2010). Ha evidéncia de que os FGFs sdo um importante
fator de crescimento envolvido nos efeitos de reparo e regeneracéao tecidual,
promovendo proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia celular, além de
angiogénese (YUN et al, 2010; DEL BUONO et al, 2012, BEDI et al, 2012;
KILLIAN et al, 2012). Os FGFs atuam em diversas vias de transcricao
envolvidas na homeostase tecidual do tenddo. (CHOO et al, 2014). Na
membrana celular se ligam a um receptor especifico, FGFR, desencadeando
diferentes cascatas de eventos intracelulares, que terminam por promover
alteragdes na expressao de proteinas envolvidas na homostasia dos tenddes
(YUN et al.,2010). Nossos estudo confirmou a relevancia do estudo da
expressao dos FGFs em tenddes, onde nossos resultados demonstraram
uma diminuicdo na expressao de FGF2, FGF3, FGF10 e FGFR1 no grupo de
tenddes supraespinais rotos em comparagao com os tenddes semitendinosos
saudaveis. Esses resultados sdo compativeis com o baixo potencial biolégico
cicatricial das lesées do manguito rotador descrito na literatura, em que ha
evidéncias de que a baixa concentracdo de fatores moleculares relacionados
a sintese de cicatriz tecidual € uma caracteristica intrinseca desses tendoes,

e que isso se relaciona com a cronicidade e extenséo da lesdo (TAKAHASIH
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et al.,2002; FREY et al.,2009, SCHMULTZ et al.,2009; BEDI et al.,2012;
KILLIAM et al.,2013; LIU et al.,2012; LOHBERGER et al.,2015).

Um dos principais problemas nos estudos clinicos da doenga do
manguito rotador é a dificuldade em estabelecer um grupo de estudo
homogéneo a fim de evitar viés na interpretagdo dos resultados, pois trata-se
de doenga de alta prevaléncia na populagdo, mas com caracteristicas clinicas
diversas (MCELVANY et al, 2015). Acreditamos que nossos critérios de
inclusdo no grupo de estudo (LMR) foram ideais, uma vez que estudamos
uma amostra de pacientes com caracteristicas clinicas homogéneas. Ao
estudarmos pacientes com lesbes atraumaticas, crdnicas, do tendao
supraespinal, de ambos os sexos, com faixa etaria caracteristica da doenga,
conseguimos uma amostra representativa de um espectro especifico
extremamente frequente da doenga do manguito rotador. Os trabalhos
publicados referentes a esse tema apresentam selecdo de pacientes
heterogénea, o que acreditamos dificultar a interpretagdo dos achados (FREY
et al.,2009; SCHMULTZ et al.,2009; YAMAMOTO et al.,2010; ENSOR et al.,
2013; PAXTON et al., 2013; MCELVANY et al., 2015)

O grupo controle foi constituido por individuos submetidos a
reconstrugdo do ligamento cruzado anterior com autoenxerto de tendao
semitendinoso pelo CCJ do INTO. As principais criticas em relacdo a
constituicdo do grupo controle de nosso estudo se baseiam nas idéias de que
esses pacientes sdo mais jovens em relagdo ao grupo de estudo, que néao
foram submetidos a exame de imagem do ombro para avaliagdo de doenga
assintomatica do manguito rotador, além de estarmos comparando tenddes

com caracteristicas anatdomicas distintas. Contudo, acreditamos que o grupo



66

controle que utilizamos nesse estudo foi adequado, pois permitiu alcangar o
objetivo de comparar o grupo de estudo (LMR) com um grupo de pacientes
com tenddes saudaveis, sendo assim, possivel demonstrar que tenddes
saudaveis apresentam fendétipo dos FGFs diferente dos tenddes rotos.
Estudos semelhantes ao nosso, utilizaram grupos controles de caracteristica
diversas que acreditamos causar um importante limitacdo a interpretagdo dos
resultados (LO et al.,2004; MATTHEWS et al.,2006; MILLAR et al.,2009;
SCHMULTZ et al.,2009; BENSON et al.,2010; BEDI et al.,2010; LAKEMEIER
et al.,2010; LUNDGREEN et al.,2011; SHINDLE et al.,2011; SHIRACHI et al.,
2011)

Em relacdo a diferenca de idade entre os grupos avaliados,
acreditamos, que ha um componente genético documentado na literatura,
que justifica uma predisposigao individual ao desenvolvimento da doenga do
manguito rotador (HARVIE et al.,2004; TASHJIAN et al.,2009; MOTTA et al.,
2014), e que comparar grupos com diferengas de idade nao desqualifica
nossa amostra, pois caso os individuos componentes do grupo com idade
mais jovem apresentassem predisposi¢ao individual ao desenvolvimento da
doenga do manguito rotador, era de se esperar que apresentassem, ao
menos, historia clinica de tendinopatias, porém, esse individuos nao
apresentavam histéria de dor no ombro, nem exame clinico caracteristico da
doenca, o que dispensa a necessidade da realizacdo de exame de imagem
nos ombros desses pacientes (YAMAGUCHI et al.,2001; KEENER et al.,
2015).

Vale ressaltar que é frequente a identificagdo de alteragdes

intrasubstanciais em tenddes nos exames de imagem de RM de pacientes
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jovens, com doenga sintomatica do manguito rotador (WEINERB et al.,2014).
Logo, o fato do grupo controle ser constituido de individuos com ombros
assintomaticos nos garante uma confiabilidade alta de que comparamos
individuos com tenddes saudavéis do joelho com doentes do manguito
rotador. Além disso, esses pacientes do grupo controle foram submetidos a
cirurgia de reconstrugao do ligamento cruzado anterior utilizando autoenxerto
do tendao semitendinoso, ratificando a ideia de que tratavam-se de tenddes
saudaveis.

Por fim, evitamos utilizar amostras de tenddes integros de ombros que
apresentavam lesdo do tendao supraespinal como em outros estudos, como
subescapular e infraespinal, ou de tenddes integros do manguito rotador com
doenca articular degenerativa que seriam submetidos a artroplastia, pois
entendemos que pela caracteristicas anatdbmicas da inser¢cdo dos tenddes
manguito rotador no umero, e pela caracteristica de progressao natural da
lesdo do manguito rotador, os tenddes mesmo integros em sua forma,
apresentam degeneragao. Sugerindo a existéncia de um acometimento
global dos diferentes tecidos articulares, o que proporciona um viés de
interpretagdo dos resultados, uma vez que mesmo integros, nao os
consideramos saudaveis (JOSEPH et al., 2009; MILLAR et al.,2009;
SHINDLE et al., 2009; TASHJIAN et al.,2009; CHOO et al.,2014).

As pesquisas em tenddes pode ser conduzida em nivel histolégico ou
molecular (SEJERSEN et al, 2015). Em nossa metodologia realizamos um
estudo de transcricdo, em que limitamos nossa pesquisa a expressao de
FGFs em tenddes supraespinais lesionados. Essa metodologia tem sido

realizada de forma consistente em outras publicagbes (CHANG et al.,1998;
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GLADSTONE et al.,2007; FREY et al.,2009; SCHMULTZ et al.,2009; LIU et
al.,2012; CAl et al.,2013; PAXTON et al.,2013; CHOO et al.,2014). Apesar
dessa forma de estudo restringir os resultados a apenas um grupo de
moléculas envolvidas no metabolismo dos tendbes, acreditamos ser essa
uma forma adequada de compreender melhor as alteragdes bioldgicas
envolvidas em pacientes com lesdo crénica do tendao supraespinal. O
enfoque Unico na transcricdo dos FGFs, em um grupo homogéneo de
pacientes, aumenta a consisténcia dos resultados, e auxilia na compreensao
das alteragdes moleculares que ocorrem no ambiente tecidual de tenddes
rotos. Compreender o carater multifatorial da doenca dos tenddes do
manguito rotador baseado na complexidade do ambiente molecular tecidual e
na influéncia do componente mecanico na sua fisiopatologia é fundamental
na interpretacdo de nossos resultado (SEITZ et al.,, 2011; KILLIAN et al.,
2012; KILLIAN et al., 2013; LOHBERGER et al., 2015; MCELVANY et al.,
2015; POPQV et al., 2015; SEJERSEN et al., 2015).

Nosso estudo utilizou amostras de RNA obtido de células tendinosas
do manguito rotador roto de pacientes submetidos a reparo cirurgico por
técnica aberta, a partir de um fragmento suficiente da borda do tendao. Apos
a confirmacao da integridade e pureza do RNA obtido, foi sintetizado DNA
complementar (cDNA) e a partir dai, foi executada a reagdo de PCR
quantitativo para amplificar a amostra para analise. Entdo, o fendtipo dos
tendcitos foi realizado com marcadores genéticos. Uma vez confirmados os
tendcitos foi possivel avaliar iniciadores especificos para os genes FGF2,
FGF3, FGF10, FGFR1 e FGFR2 com base nos dados do BLAST. Essa

sequéncia de procedimentos permitiu obtermos uma analise adequada dos
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resultados, demonstrando alteragbes nas expressdes génica dos FGFs em
tenddes rotos do manguito rotador. Nosso resultado confirmou que o tecido
celular isolado era de tendcitos através da expresséo génica de proteinas de
membrana, de acordo com o que foi descrito na literatura (WANG et al., 2005;
DOCHEVA et al., 2005; Bl et al., 2007; KLATTE et al., 2010; BUSTIN et al.,
2009). Cerca de 88% das amostras tiveram expressdes detectaveis do
RNAmM no grupo de estudo (LMR), garantindo que se tratava de uma amostra
significativa.

Além disso, conseguimos identificar uma menor expressao de FGF2
(p=0,001), FGF3 (p=0,002), FGF10 (p=0,001) e FGFR1 (p=0,0007) no grupo
de estudo (LMR), porém existia uma baixa expressdo de FGFR2 no controle
(p=0,002). A identificagdo de uma menor expressao de citocinas que
estimulam a proliferagdo, diferenciacdo e migragdo celular encontra-se de
acordo com a literatura. (LONGO et al.,2008; FREY et al.,2009; SCHMULTZ
et al.,2009; CHAUDHURY E CARR,2012; DEL BUONO et al.,2012; BEDI et
al.,2012; CHOO et al.,2014) Nossos achados de uma diminuicdo da
expressao de FGFs em cotos de tenddes do supraespinal rotos, justificam as
evidéncias de que as lesdes cronicas dos tendbes do manguito rotador
apresentam alteragdes estruturais como: hipocelularidade,
hipovascularizagdo, degeneragdo muscular gordurosa e baixo potencial de
cicatrizacdo (GLADSTONE et al.,2007; PAXTON et al.,2013).

Em pacientes com lesdes pequenas e iniciais do manguito rotador, os
musculos aparentemente preservam a capacidade regenerativa, com
aumento da expressao de genes relacionados a proliferagcao de diferenciagao

de células musculares (MYOD1, MYF5) (CHOO et al.,2012). J& em lesdes
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extensas ou cronicas, ha menor expressdo de genes relacionados a
miogénese, sugerindo que lesdes crbnicas encontram-se em um estado ativo
de inibigdo muscular (SCHMULTZ et al.,2009; CHOO et al.,2012). Quanto a
familia de genes relacionados a proliferagao fibroblastica, em tendinopatias e
lesdes pequenas e agudas, ha evidéncia de aumento da expressao génica de
fatores inflamatérios (TGFB1, CTGF) e moderadores da sintese de colageno
(COL1A1, COL3A1, TIMP1, TIMP3), enquanto que em lesdes extensas e
cronicas existe menor expressao desses marcadores (CHOO et al.,2012).
Esses achados prévios estdo de acordo com nossos resultados, onde ha
uma menor expressao de FGFs relacionados a sintese de MEC em tenddes
com ruptura crénica do manguito rotador.

Dentre nosso achados destacamos a menor expressao de FGF2 nos
tenddes de pacientes com lesao crénica do tendao supraespinal. O FGF2 é
mediador da transdugao da sinalizagao celular através da ligagcdo com os
receptores dos fatores de crescimento tirosina-quinase (FGFRs) existentes
nas membranas celulares, ativando moléculas de sinalizag&o citoplasmaticas,
como PI3K-Akt e MAPK (YUN et al.,2010; CAIl et al.,2013). Dessa forma, o
FGF2 estimula a crescimento e diferenciagdo de células mesenquimais
pluripotenciais, induzindo a motilidade celular por aumento na expresséo de
proteinas vimetina e alfa-actina de musculo liso (SMA) (CAl et al.,2013). Além
disso, o FGF2 demonstrou estimular a diferenciacdo condrogénica e
adipogénica em células mesenquimais (SOLCHAGA et al.,2005). A via MAPK
aparenta ser capaz de induzir a diferenciacdo de células mesenquimais em
tenddes por acado do FGF2 (CAl et al.,2013). Essa funcao é realizada através

do estimulo a producéo de proteinas constituintes da MEC dos tenddes como
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colageno tipo | e Ill e esclerase (CAl et al.,2013). Além disso, ha evidéncia de
que a sinalizagao intracelular pela fosforilizagdo de ERK1/2 em células
mesenquimais é ativada pelo aumento na expressao de FGF2, promovendo
mitogénese, e que uma menor concentragao de FGF2 no meio, diminui essa
funcdo (OZAKI et al.,2005). Dessa forma, nosso resultado, sugere que a
menor capacidade regenerativa e cicatricial dos tenddes do manguito rotador
que apresentam rupturas cronicas pode estar associada a menor expressao
de FGF2 nesses tenddes. Além disso, alteracdes na expressao de receptores
FGFR podem caracterizar um estado de inibigcdo crénico no metabolismo do
tenddo que justificaria uma resposta ineficiente de tenddes com rupturas
crénicas mesmo apos o uso de terapias com fatores de crescimento tecidual.

Nossos achados necessitam ser extrapolados para as condigdes
clinicas em que o cirurgido ortopédico se defronta. Estratégias no tratamento
das tendinopatias e na cicatrizagdo poés-operatoria dos tenddes séao
importantes temas de debate na literatura (KILLIAN et al.,2012). Alguns
estudos vem sugerindo que estimulos mecanicos aumentam a expressao de
proteinas da MEC em tenddes (KILLIAN et al.,2012; LOHBERGER et al.,
2015; POPOV et al.,2015). Essa associagdo entre fatores extrinsecos,
estimulo mecanico, e intrinsecos, alteragcbes na sintese e expressado de
proteinas envolvidas na homeostase do tecido musculo-tendinoso, se chama
mecanobiologia. Desse mecanismo, destaca-se o aumento da sintese de
esclarase, que é fator fundamental a tenogénese, e de fator transformador de
crescimento-B (TGF-B) apos estimulos mecéanicos (KILLIAM et al.,2012;
LOHBERGER et al.,2015; POPOV et al.,2015). Durante o desenvolvimento

embrionario do tendao, o estimulo mecanico é necessario para o
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desenvolvimento da microestrutura e resisténcia tecidual, através da sintese
de esclerase e tenascina (BRENT et al.,2003; KILLIAM et al.,2012;
THOMOPOULOS et al.,2011).

Além disso, a imobilidade propicia redugao da maturagdo e aumento
do acumulo de gordura nos musculos. A auséncia completa de tensédo sobre
a JOT diminui o potencial de formagao de MEC (GALATZ et al.,2009). Por
outro lado, periodos de imobilizagdo parecem ser fundamentais na prevencgao
das re-rupturas poés-cirurgicas em tenddées do manguito rotador, melhorando
as propriedades viscoelasticas e aumentando a organizagdo das fibras
colagenas, quando comparadas a tendbes expostos a mobilizagdo precoce
(KILLIAM et al.,2012; PARSON et al.,2010; THOMOPOULOS et al.,2003).
Sendo assim, admitindo que o tendao é um tecido mecanosensitivo, pode-se
afirmar que o estimulo mecanico € um dos reguladores do seu metabolismo
(LOHBERGER et al.,2015; POPOV et al.,2015; KILLIAM et al.,2012).
Aparentemente, diferentes tenddes, apresentam diferentes respostas a
estimulos mecanicos, e periodos de repouso sao importantes na sintese de
colageno | e lll, decorina e tenascina (LOHBERGER et al.,2015). Investigar a
expressao de FGFs apos estimulos mecanicos pode contribuir para um
melhor entendimento do mecanismo de regeneracao e cicatrizagdo dos
tendbes, e pode melhorar o potencial do tratamento n&o cirurgico das
tendinopatias e a cicatrizagdo do tendado submetidos a reconstrugdes
cirargicas.

Entendemos como perspectivas futuras tentar identificar padrbes de
expressdes dos FGFs em diferentes estagios evolutivos da doenca do

manguito rotador, porém esse modelo de estudo se mostra um desafio em
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virtude das caracteristicas heterogéneas desses pacientes. Nossos achados
nos permitem especular que tenddes do manguito rotador com doencga
cronica tém menor capacidade de sintetizar moléculas que estimulem a
homostasia da MEC e consequentemente, tém menor capacidade de formar
cicatriz. Nossa amostra de estudo (LMR) se resumiu a lesdes completas e
cronicas do manguito rotador. Acreditamos que nossos resultados servirdo
de fundamento para estudos que ambicionem o desenvolvimento de novas
terapias para tratamento das doengas dos tenddes, baseado na ativagao de

fatores moleculares relacionados a formagao e remodelamento da MEC.
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7 Conclusao

Os tenddes supraespinais de pacientes com rupturas cronicas do
manguito rotador apresentam uma baixa expressao de FGF1, FGF2, FGF3,
FGF10 e do receptor FGFR1 quando comparados aos tenddes

semitendinosos saudaveis.
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Anexo Ill TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO.

Voot esth sendo comvidado a participar da pesquisa *Avaliagho da correlagho entre
polimorfismo genético em genes do metabolismo midsculo-esquelético e lesho do manguito rotador
em pacientes brasileiros®, Vocd foi selecionado através da fila de cspera para tratamento na lesdo
no manguito rotador do ombro e sua participacho ndo ¢ obrigatoria,

A qualquer momento vocé pode desistir de participar ¢ retirar seu consentimento. Sua
recusa ndo trard nenhum prejuizo em sua relacho com o pesquisador ou com a instituicdo,

O objetivo deste estudo ¢ correlacionar as caracteristicas chinicas da lesdo com sua
caracteristica genética,

Sua participacho nesta pesquisa consistird em doar sangue para exame laboratorial e, em
caso de necessidade de procedimento cirGrgioo para tratamento da lesdo no manguito rotador,
permitir que o material que seria descartado durante a cirurgia (raspado do tendéo e liguido
sinovial) seja coletado e armazenado para futura andlise.

Todo material coletado poderd ser utilizado como fonte para esta pesquisa podendo
também ser utilizado pars pesquisas futuras na Unidade de Pesquisa Clinica do Instituto
Nacional de Traumatologia ¢ Ortopedia.

Sua participacho na pesquise nAO ACArTetarh riscos.

Os beneficios relackonados com a sua participacio sho principalmente um melhor
entendimento da origem ¢ desenvolvimento da lesdo ¢ auxilio num possivel protocolo de
tratamento a ser estabelecido no futuro.

As informactes obtidas através dessa pesquisa seriio confidenciais ¢ asseguramos o sigilo
sobre sua participagho. Os dados nilo seriio divulgados de forma a possibilitar sua identificagho.
As coletas serfio numeradas ¢ seu nome nAo constark em qualquer recipiente & ser armazenado.

Voo receberh uma oépia deste Termo onde consta o telefone ¢ o enderego do
pesquisador principal, podendo tirar suas duvidas sobre 0 projeto © sua participacho, agors ou &
qualquer momento.

Identificacho do Paclente

Paciente

Nascimento Identidade Orgdo | Emissio Sexo
Expedidor |

Endereco Cidade Telefone

Assinatura do voluntario

Priscila Ladeira Casado / Marcus Vinicius Galviio Amaral
Avenida Brasil 500 - Rio de Janeiro - Unidade de Pesquisa Clinica
Tek: 2134.5179/5055
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