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1. Resumo

A longa porcéo do bicipete (LPB) surge muitas vezes afectada nas situacdes em que
ha patologia dos tenddes da coifa dos rotadores. Actualmente, a tenotomia da LPB é
pratica comum nestes casos observando-se melhoria da dor e de funcéo articular. Este
trabalho teve como objectivo caracterizar a matriz extracelular da LPB em doentes com
tendinopatia e a expressao génica de células do tendao in vitro. Foram colhidas amostras
de 10 doentes com patologia degenerativa do ombro, 5 doentes com patologia
traumatica e 8 individuos saudaveis. A matriz extracelular foi estudada através de
colorac@es histoldgicas e marcacao para a substancia P, tanto na extremidade proximal
como distal do tecido. Por outro lado, foi estudada a expressdo genica de proteinas
essenciais ao metabolismo das células do tendéo e testado o efeito de um corticdide.

Neste trabalho observou-se que a matriz extracelular do tenddo dos doentes com
patologia degenerativa evidencia menor organizacdo da matriz, quer através de estudos
histologicos quer pelos baixos niveis de expressdo génica dos colagénios tipo | e lll,
tenascina C, entre outros. O estimulo com TGF-B1 induziu alterages na expressao dos
colagénios. Por outro lado o efeito da dexametasona foi nulo. Nos doentes com
patologia traumatica foi ainda observado um aumento de celularidade e vasos
sanguineos, o0 que esta em concordancia com os niveis de expressao de VEGF.

Como comentario final, podemos dizer que ndo foram detectadas diferencas nas
extremidades proximal e distal do tecido. Além disso, e ao contrario do que se poderia
esperar, a dexametasona nao altera a expressdo genica mas o estimulo com TGF-p1
estimula a remodelacdo de matriz. Este trabalho foi pioneiro na caracterizagcéo da longa
porcdo do bicipete em doentes com tendinopatia e pode ser assim utilizado como base

para estudos futuros.

Palavras-Chave: Longa porcdo do bicipete, tendinopatia, matriz extracelular,
tendcitos, tenoblastos



2. Abstract

The long head of biceps (LHB) can be affected in cases of rotator cuff pathology. In
fact, tenotomy of the LHB is a standard procedure in shoulder surgery and leads to
significant pain release and improvement of joint mobility. The aim of this project was
to characterize extracellular LHB matrix in tendinopathy patients and to assess tendon
cells gene expression.LHB samples from 10 patients with degenerative process and 5
patients with a traumatic event were collected. Histological staining allowed the study
of the matrix organization and composition. The P substance was accessed by
immunohistochemistry in both proximal and distal portions of the tissue. Additionally
the tendon cells metabolism was assessed by gene expression.

The histological studies, together with the low levels of collagen type I, 11l and
tenascin C gene expression, indicate that patients with degenerative disease have a more
disorganized extracellular matrix than the others groups. However, TGF-B1 stimulation
induced an increase on the levels of collagen type I and Il expression in patients with
degenerative disease. On the other hand, dexamethasone did not change gene
expression levels. The group of patients with traumatic event showed an increase in cell
and blood vessels number, which is in accordance with higher expression of VEGF.

Taken together, these results have shown that there were no differences between the
proximal and distal parts of the tissue. Moreover, as opposed to the clinical findings,
dexamethasone did not produce any effect, but TGF-B1 stimulated an increase in the
expression of matrix remodeling genes. This work was pioneer in the study of LHB in
patients with tendinopathy, which will allow future studies to develop new and more

efficient therapeutics.

Key-Words: The long head of biceps, tendinopathy, extracellular matrix, tenocytes,

tenoblasts



3. Introducéo

O tenddo € um tecido constituido por celulas (tenoblastos e tendcitos) e por tecido
conjuntivo denso que confere resisténcia ao tecido. A matriz que o compde ¢é formada
essencialmente por colagénio tipo I, sendo o colagénio tipo Il o segundo tipo mais
frequente, mas também por proteoglicanos e proteinas ndo-colagénicas [1]. Os
proteoglicanos e glicoproteinas sdo essenciais para garantir a ligacdo entre as fibras de
colagénio e manter a estrutura da matriz. A tenascina C é uma glicoproteina que se
encontra apenas nas zonas de inser¢do do tenddo com o 0sso e 0 musculo e tem um
papel importante no alinhamento e orientacdo das fibras de colagénio [2].

Estruturalmente as moléculas de colagénio tipo | organizam-se em niveis crescentes
de complexidade comecando pela fibrilha que é composta por moléculas de
tropocolagénio que se entrecruzam. Por sua vez, as fibrilhas alinham-se constituindo as
fibras de colagénio que se agregam em feixes de fibras rodeados por uma bainha

denominada de endotenddo (figura 3.2) [2].

Figura 3.2. Estrutura do tenddo mostrando os niveis de organizacdo do colagenio |
(adaptado de [2]).

Tanto o endotenddo como o epitenddo (membrana que envolve o tenddo) possuem
vasos sanguineos e linfaticos e fibras nervosas [1]. As fibras nervosas distribuem-se
maioritariamente na superficie do tendado e, enquanto as terminacgdes nervosas das fibras
mielinizadas actuam como mecanorreceptores detectando alteragcdes na presséo, as nao

mielinizadas actuam como receptores de dor. Apesar do tenddo ser uma estrutura
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vascularizada, com a idade e com a carga mecanica observa-se diminui¢do do fluxo
sanguineo [2].

As células do tendao, tenoblastos e tendcitos, encontram-se distribuidas por entre as
fibras de colagénio e sdo importantes para a manutencdo da matriz extracelular [3]. Os
tenoblastos sdo células relativamente redondas, com ndcleo oval e, sendo
metabolicamente activas, possuem muitos organelos citoplasmaticos [4,5]. Os tendcitos
sdo a forma diferenciada dos tenoblastos, encontram-se distribuidos em filas paralelas
acompanhando as fibras de colagénio e apresentam uma morfologia alongada, tipica de
fibroblasto [3,6]. Os tendcitos sdo primariamente responsaveis pela manutencdo da
matriz extracelular através da producdo de tropocolagénio, proteoglicanos e
glicosaminoglicanos [7]. Tanto a arquitectura colagénica da matriz como a taxa de
polimerizacdo sdo fortemente influenciados pela sua composicdo bioquimica. Desta
forma, os tenoblastos controlam a natureza da matriz através da sintese e degradacéao
dos seus componentes [8]. A actividade dos tendcitos € estimulada por varios factores.
O IGF-I aumenta a sintese de colagenio tipo | e a proliferacdo dos tendcitos, tendo sido
sugerido como possivel terapéutica para a tendinite [9]. O TGF-B induz a sintese de
colagénio I e proliferacdo das células do tenddo sendo esta reac¢do sugerida como factor
contributivo para a tendinopatia crénica. Contudo, foi observado que o TGF-f1 estd
ausente da tendinopatia do tenddo de Aquiles [10]. O TNF esta também envolvido no
metabolismo do tecido promovendo a sintese de colagénio e diminui¢do na sintese de
metaloproteinases (MMPs, matrix metalloproteinases) em tenocitos de cavalo [11]. Por
outro lado, esta citocina pode ainda potenciar a morte celular programada atraves da
activacdo da via de sinalizacdo da caspase-8. Corroborando esta observacdo, foi
observado o aumento do nimero de células apoptoticas no tenddo supraespinhoso com
tendinopatia [12,13].

Os tendcitos e tenoblastos apresentam diferentes capacidades de remodelacdo do
tecido [14] [3]. A remodelagdo ocorre de forma lenta e é mediada por MMPs,
desintegrinas e metaloproteinases com motivos de trombospondina (ADAMTS, a
desintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs). A accdo das MMPs
pode ser bloqueada por inibidores de metaloproteinases de tecido (TIMP, tissue
inhibitors of metalloproteinases), atingindo-se um equilibrio entre a actividade das
enzimas de degradacdo da matriz e os seus inibidores. Quando ocorre uma falha na



regulacdo da remodelacdo da matriz do tenddo pode surgir uma situacdo patolégica
[15].

A tendinopatia é uma patologia que afecta o tenddo e engloba duas situacGes: a
tendinite e a tendinose. A tendinite é originada por inflamacéo do tecido e a tendinose é
caracterizada por degeneracao, ocorrendo por vezes como consequéncia da tendinite. O
processo de regeneragdo e reparacdo do tenddo envolve varias etapas [16] comecando
com uma fase inflamatéria com invasdo do tecido por mondcitos e neutréfilos e cujos
principais intervenientes séo o factor de necrose tumoral (TNF, tumor necrosis factor),
a interleucina 1 (IL-1) e a IL-6. Nesta fase ocorre também proliferagdo de tendcitos.
Factores como o transforming growth factor beta 1 (TGF-B1) ¢ o factor de crescimento
endotelial vascular (VEGF, vascular endothelial growth factor) aumentam, induzindo
angiogénese. Na fase seguinte, ocorre aumento da sintese dos componentes da matriz
extracelular. Apenas 6 a 8 semanas ap0s a leséo do tecido o nimero de células diminui
bem como a sintese de colagénios; nesta fase as fibras organizam-se longitudinalmente
ao longo do eixo do tend&o recuperando a estrutura perdida [2,16,17].

Em tendinopatia com falha no processo de regeneracdo do tecido foram descritas
alteracGes a nivel dos componentes da matriz e expressdo génica [1,5,18]. No tendédo de
Aquiles humano com alteragbes patologicas observa-se aumento da expressdo de
colagénios tipo I e 11l, bem como dos varios tipos de proteoglicanos e glicoproteinas,
como a fibronectina e a tenascina C, o0 que é consistente com o processo de regeneragdo
[5,14]. Foi observado ainda que a MMP-1 estd aumentada, assim como a MMP-2 e o
VEGF [2,14]. Em cortes histologicos do mesmo tenddo observou-se também
desorganizacdo das fibras de colagénio e de proteoglicanos e maior numero de
tenoblastos na zona da rotura [14,16]. Foi ainda descrito um aumento de vascularizacdo
e do nimero de terminacfes nervosas [4]. As tendinopatias sdo a principal causa de
queixas no ombro provocando dor e a perda de funcdo [19].

O ombro é uma estrutura complexa composta por 0sso (cabeca do umero e glendide)
e partes moles (capsula, ligamentos, tendGes e musculos) que tém uma intima relacéo
entre si. A coifa dos rotadores é composta por um conjunto de tendBes e musculos
(supra-espinhoso, infra-espinhoso, pequeno redondo e infra-escapular) que estabiliza a
articulacdo gleno-umeral e é fundamental para os movimentos do ombro.

O tendao do bicipete braquial é constituido na sua origem por duas partes: a longa
porcdo do bicipete (LPB) que se insere no tubérculo supra-glenoideu (figura 3.1), na

10



parte superior do ombro e a curta porg¢do, cuja insercao € feita na apéfise coracéide. Nao
estd directamente ligado a coifa dos rotadores mas reage as alteragdes que ocorrem
neste grupo de tenddes. O tenddo da longa por¢do contribui para movimentos como a

flex&o do cotovelo e supinacgdo do antebraco.

Coracoacrom:al igament

Tendon of biceps—Ilong heac
————————————

Figura 3.1. Anatomia do ombro e localizacdo da longa por¢do do bicipete [20] numa
artroscopia da LPB num individuo sem patologia.

Recentemente, foi descrito que num grupo de 68 doentes com rotura macica da coifa
dos rotadores ocorre melhoria da funcéo articular e diminui¢do da dor ap06s tenotomia
da LPB (78% dos doentes sujeitos a cirurgia) [21]. Desta forma, os autores sugeriram
que a LPB est4 envolvida podendo ser responséavel pela dor no ombro. Desde entéo,
varias hipoteses tém sido colocadas para explicar a etiologia e patogénese da dor
crénica associada as tendinopatias, focando-se principalmente em duas causas, 0
excesso de uso e a carga, que provocam pequenas roturas[4]. Um dos tratamentos mais
utilizados até ao momento é a infiltracdo de corticdide na bainha do tenddo mas nos
ultimos anos a sua eficacia e seguranca tém sido discutidas. Esta terapéutica tem accao
anti-inflamatoria e de reducdo da angiogénese [19] e provoca diminuicdo da producéo
de colagénio tipo | in vitro [22]. Contudo, desconhecem-se ainda as alteracdes a nivel
celular em tendcitos de doentes com patologia do tendéo [22].

A LPB apresenta uma rede de fibras nervosas sensoriais com predominancia na zona
proximal [23]. Vérios autores tém sugerido que 0 sistema nervoso e 0 sistema
inflamatorio comunicam entre si atraves da estimulacdo dos receptores da dor por

citocinas pro-inflamatérias como o TNF, IL-1 ou a IL-6, causando a chamada
11



“inflamagdo neurogénica” [24]. Os receptores da dor, por sua vez, libertam
neuropéptidos como a substancia P, que séo considerados marcadores da patologia uma
vez que se encontram aumentados nas terminacfes nervosas de tecidos inflamados.
Além de estarem associados a dor, 0s neuropéptidos presentes nos nervos sensoriais
mielinizados e ndo mielinizados sdo responsaveis pela vasodilatagdo e extravasdo de
proteinas do plasma [25].

A etiologia multifactorial da dor na patologia degenerativa do ombro dificulta a
compreensdo do grau de envolvimento da LPB. No entanto, a melhoria clinica apés a
tenotomia da extremidade proximal da LPB em doentes com alteragGes degenerativas
ou inflamatorias da coifa dos rotadores tem despertado a atencdo para 0 seu estudo
[21,26].

Este trabalho tem por objectivo caracterizar a longa porcao do bicipete em doentes
com patologia degenerativa e traumatica da coifa dos rotadores a nivel da composicéo e
organizacao da matriz extracelular e da producdo de neuropéptidos mediadores de dor.
Mais ainda, foi estudado in vitro o efeito da terapéutica com corticéide nas células do

tendao.
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4. Material e métodos

4.1. Populacéo de estudo

Foram recrutados para este estudo todos os doentes do servico de Ortopedia do
Hospital de Santa Maria (HSM) que cumpriam os critérios de diagnostico para
patologia da coifa quer de etiologia degenerativa, quer traumatica (por fractura proximal
do Umero), com indicacdo cirurgica e com indicacdo para tenotomia da LPB. Aos
doentes foi aplicado um questionario com dados demogréficos e clinicos como o grau
de dor e a funcdo do ombro através do Score de Constant (Anexo A.1), recomendado
pela Sociedade Europeia de Cirurgia do Ombro e Cotovelo [27].

Todos os doentes incluidos neste estudo assinaram um consentimento informado
permitindo o uso de amostras bioldgicas em investigacdo. Este estudo foi conduzido de
acordo com as boas praticas clinicas segundo a Declaracdo de Helsinquia e aprovado
pela Comissdo de Etica do Hospital de Santa Maria.

Para controlo, foram colhidas amostras de LPB sem sinal macroscopico de alteracdes
de dois grupos de cadaveres, um com idade semelhante ao grupo de doentes (idade
superior a 45 anos) e outro com idade mais jovem (entre 10 e 45 anos) sendo que este
foi apenas utilizado na comparacao de algumas caracteristicas com o grupo controlo de
idade superior. As amostras foram colhidas num periodo post mortem inferior a 48h e
foram tratadas de igual forma que as amostras colhidas de doentes. O estudo com
amostras de cadaveres foi aceite e aprovado pelo Instituto de Medicina Legal; foi ainda
confirmado que os individuos ndo constavam no Registo Nacional de Nao Dadores
(RENNDA).

4.2. Processamento das amostras

Imediatamente ap0ds colheita as amostras de tenddo foram acondicionadas numa
solugdo salina e depois processadas no laboratério. Como primeira abordagem foi
efectuada uma breve descricdo macroscopica do tecido com base na cor e textura.

As zonas proximal e distal foram separadas e incluidas em parafina para estudos de
histologia (seccdo 4.4) e imunohistoquimica (seccdo 4.5). Colocaram-se ainda

fragmentos da amostra em cultura (seccdo 4.6) para analise de expressdo génica (sec¢do
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4.7) e a parte central da amostra foi congelada a -80°C para posterior aquisicdo de
imagens de microscopia electronica de varrimento (seccéo 4.3). Na figura 4.1 podemos

observar o esquema de divisdo da amostra de tendao.

P D
! I
+ Histologia + Histologia
* Imunohistoquimica v * Imunohistoquimica

« Cultura e expressio génica
- Microscopia electrénica de varrimento

Figura 4.1. Esquema da divisdo da amostra de tenddo para as varias técnicas
(P=Proximal, D=Distal).

4.3. Microscopia electrénica de varrimento

A microscopia electrénica de varrimento permite-nos estudar a topologia do tecido
ao nivel da orientacdo das fibras de colagénio. Para a aquisicdo de imagens é necessario
que as amostras bioldgicas sejam cobertas por um material condutivo, sendo o ouro o
mais utilizado. Deste modo, ocorre interaccao do feixe de electrdes com a superficie da
amostra produzindo imagens da topografia do tecido. Este procedimento foi realizado
no aparelho Polaron modelo E 5100 (EUA). A aquisicéo das imagens foi efectuada num
microscopio electronico de varrimento (Hitachi S2400, Japdo), com uma tensdo de

25kV. As imagens foram adquiridas com uma ampliacdo de 200x.
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4.4. Preparacgdo das amostras para cortes histologicos

Os fragmentos proximal e distal foram fixados numa solucdo de formalina 4%
(VWR, EUA) durante um periodo minimo de 24 horas, a temperatura ambiente. As
amostras foram entdo desidratadas em progressivas concentragdes de etanol (70%, 96%
e 100%) e seguidamente foram impregnadas em xilol (VWR, EUA) como pré-
tratamento para a inclusdo em parafina. Finalmente, as amostras foram incluidas em
parafina de forma a permitir o corte transversal do tecido. O microtomo de Minot semi-
automatico (Leica RM 2245, Alemanha) foi utilizado para efectuar os cortes com 5um

de espessura.

4.4.1. Coloragdes histologicas

Para se proceder as coloracdes histologicas os cortes foram previamente re-
hidratados em concentracdes decrescentes de etanol terminado em agua. Neste trabalho
foram utilizadas duas coloracgdes histoldgicas: para observar a celularidade da amostra e
a organizagdo da matriz extracelular foi utilizada a hematoxilina-eosina e para detectar a
presenca de infiltrado inflamatorio foi utilizada a coloracdo de Giemsa.

A coloragdo com hematoxilina-eosina (Anexo A.2) permite-nos uma analise
generalizada do tecido. O corante basico hematoxilina marca as estruturas acidas, como
0 nucleo, ribossomas e reticulo endoplasmatico rugoso de roxo. Por outro lado, a eosina
€ um corante acido que cora as estruturas basicas de rosa, essencialmente as proteinas
presentes no citoplasma celular e a matriz extracelular. Esta coloragdo permite-nos
visualizar as células que constituem o tenddo, como tendcitos e tenoblastos, bem como
0 numero de vasos sanguineos e terminagdes nervosas. A avaliacdo de cada um destes
parametros foi efectuada estabelecendo um critério de contagem de 10 campos no corte
com uma ampliagdo de 400x sendo a &rea de contagem igual para todas as amostras
(8748 um?) Os cortes foram observados no microscépio 6ptico Leica DM2500 (Leica,
Alemanha).

A coloracdo Giemsa (Anexo A.3) é um método standard para identificacdo de
células sanguineas permitindo observar a morfologia nuclear. Desta forma os nucleos
das células sdo marcados com coloracdo azul claro-violeta enquanto o citoplasma cora

de violeta. Este meétodo permitiu avaliar a presenca ou auséncia de infiltrado
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inflamatorio no tecido por observacdo no microscopio Optico Leica DM2500 (Leica,

Alemanha).

4.4.2. Imunohistoquimica

A técnica de imunohistoquimica permite localizar antigénios numa amostra de
tecido, explorando o principio da ligacdo especifica de anticorpos a antigénios. Para
detectar a presenca do anticorpo no tecido, este é ligado a uma enzima capaz de
converter um substrato num precipitado colorido.

A inervacao neuronal foi estudada através da marcacdo da substancia P (Santa Cruz
Biotechnology, EUA) por imunohistoquimica. Brevemente, foi removida a parafina dos
cortes com xilol e foram hidratados (etanol 100%, 96%, 70%) sendo necessario fazer
uma recuperacdo antigénica do tecido com proteinase K (Sigma, Alemanha) de forma a
remover a malha de parafina, colocando os antigénios disponiveis a superficie e
quebrando ligacGes peptidicas promovidas pela fixacdo em formalina que poderiam
impedir a ligagdo do anticorpo ao antigénio pretendido. A peroxidase enddgena foi
bloqueada com uma solucdo de 3% de H,O; (Sigma, Alemanha) em metanol (VWR,
EUA) para evitar que peroxidases presentes no tecido reajam com a diaminobenzidina
(DAB) originando falsos positivos e, por consequéncia, marcacdo inespecifica. O
blogueio das proteinas totais foi feito com uma solucdo de albumina de soro bovino
(BSA) 1% (Fluka, Alemanha). Uma vez que o anticorpo secundario (EnVision system,
Dako, Dinamarca) era anti-peroxidase, este reconheceu apenas a peroxidase (HRP,
Horseradish Peroxidase) acoplada ao anticorpo primario. Isto traduz-se numa melhor
marcacdo sem background no tecido. A cor castanha foi revelada com DAB e o
contraste do restante tecido foi feito com hematoxilina. Seguiu-se novamente uma
desidratacdo do tecido em concentracOes crescentes de etanol (70%, 96% e 100%),
seguidamente os cortes foram colocadas em xilol e como meio de montagem foi usado
entellan (Merck, Alemanha). As laminas foram observadas com uma ampliacéo de 400x
no microscopio LeicaDM2500 (Leica, Alemanha).

A marcagdo da substancia P foi analisada utilizando uma escala semi-quantitativa de
0-3 (0O=auséncia de marcacdo, 1=pouca marcacao, 2=marcacao moderada e 3=marcacgéo
elevada). Para controlo positivo utilizou-se 0 mesmo procedimento numa amostra de

pele por esta ter bastantes terminagdes nervosas. Para controlo negativo realizou-se o
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procedimento na sua totalidade mas, em substituicdo do anticorpo primario, colocou-se
solucéo de 1% BSA.

4.5. Apoptose

A apoptose, ou morte celular programada, foi analisada em cortes de tecido em
parafina usando o Apop Tag Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit (Millipore,
Alemanha) de acordo com as instrucdes do fabricante. Este método permite detectar a
fragmentacdo do DNA no nicleo durante o processo de apoptose baseando-se na
incorporacdo de nucleétidos trifosfatados (dUTPs) conjugados com digoxigenina pela
enzima transferase terminal deoxynucleotidil (TdT) nas extremidades 3’-OH do DNA
clivado. Os dUTPs ligados aos fragmentos de DNA s&o reconhecidos pelo anticorpo
secundario anti-digoxigenina conjugado com HRP. A HRP reage com a DAB
produzindo um substrato de cor castanho. Deste modo as células que se apresentam de
cor castanha quando observadas ao microscopio éptico possuem 0 DNA fragmentado e
estdo em apoptose. Para testar a especificidade do método realizaram-se controlos,
sendo que no negativo ndo se colocou os dUTPs e no positivo fez-se um tratamento
prévio com DNase. Para analise destas laminas foi utilizado o critério de 10 campos

(descrito na sec¢do 4.4.1) para avaliar o nimero de células apoptéticas.

4.6. Cultura primaria de celulas de tendéo

A cultura de células do tendao permitiu testar o efeito da inflamacao nas celulas de
doentes e controlos bem como analisar o efeito da terapéutica corticoide apds um
estimulo inflamatorio.

A partir das amostras de tenddo em solucdo salina foram cortados segmentos de
1mm?®, Os explantes de tecido foram cultivados em meio Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM; Invitrogen, Reino Unido) suplementado com 50000 unidades de
Penincilina/Estreptomicina (Invitrogen, Reino Unido), 2mM de L-Glutamina
(Invitrogen, Reino Unido) e 10% Fetal Bovine Serum (FBS; Invitrogen, Reino Unido).
As culturas foram mantidas a 37°C, com 5% de CO, (figura 4.2) e o meio foi mudado
apos 7 dias e depois a cada 3-4 dias até as culturas atingirem confluéncia, altura em que

se realizou passagem das celulas na proporcdo de 1:3. Quando as culturas atingiram
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novamente confluéncia foram congeladas em azoto liquido em meio Roswell Park
Memorial Institute medium (RPMI, Invitrogen, Reino Unido) suplementado com 40%
de FBS e 10% de dimetilsulféxido (DMSO; Sigma, Alemanha).

Figura 4.2. Cultura de células a partir de fragmentos de tendao (ampliacdo 100x).

Antes das experiéncias as células foram descongeladas e mantidas em cultura nas
condi¢des descritas acima até a 23-32 passagem, altura em que foi testado o efeito de
duas citocinas pro-inflamatorias: TNF (10ng/ml [28]; Sigma Aldrich, Alemanha) e
TGF-B1 (10ng/ml [29]; R&D, Alemanha) e uma anti-inflamatoéria: 1L-10 (10ng/ml [28];
Immunotools, Alemanha). O LPS (lipopolissacarido de Escherichia coli 055:B5;
10ng/ml [30]; Sigma, Alemanha) foi utilizado como controlo positivo a experiéncia.

Foi ainda analisado o efeito de um tratamento com corticdide apds uma situacdo
inflamatdria. A dexametasona (0,1uM [31]; Sigma, Alemanha) foi o composto utilizado
apos 48h de estimulo com TNF ou TGF-B1 (Figura 4.3). As células foram recolhidas
para extraccdo de RNA, lisadas (com tampdo de lise proveniente no kit de extraccdo de

RNA, ver sec¢do 4.7.1) e congeladas a -80°C antes da estimulagéo e ap6s cada estimulo.
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Figura 4.3. Diagrama do esquema de estimulos utilizado na cultura de células isoladas
do tendéo.

4.7. Expressao genica

4.7.1. Extracgédo de RNA

Para extraccdo de RNA foi utilizado o RNeasy Mini Kit (Qiagen, Alemanha) de
acordo com as indicacdes do fabricante. Brevemente, as células foram lisadas e
homogeneizadas. De seguida, para criar condi¢Bes de ligacdo do RNA a membrana de
silica da coluna, foi adicionado etanol. Para evitar contaminagdes com DNA genomico
foi efectuado tratamento com DNAse | e os residuos celulares foram removidos através
de diversas lavagens sendo o RNA eluido em agua livre de RNases. A concentragéo e
qualidade do RNA foi determinada espectrofotometricamente utilizando o Nanodrop
(Agilent Technologies, EUA).

4.7.2. Sintese de cDNA

Para sintese de acido desoxirribonucleico complementar (cDNA) foi utilizado o
DyNAmo cDNA Synthesis kit (Finnzymes, Finlandia) partindo-se de uma concentracao
de 2ng/ul de RNA e utilizando-se random hexamers. A reacgdo foi efectuada no Piko
Thermal Cycler (Finnzymes, Finléndia) segundo as condi¢des recomendadas pelo
fabricante: 30 minutos a 37°C e 5 minutos a 85°C.

4.7.3. PCR quantitativo em tempo real

A eficiéncia do PCR quantitativo em tempo real foi controlada através de curvas-
padrédo para cada par de primers (Tabela 4.1).
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Os genes de proteinas de matriz sintetizadas pelos tendcitos/tenoblastos (colagénio
tipos 1 e Ill, COLI e COLIIlI e tenascina C, TNC), de proteinas envolvidas na
inflamacdo neurogénica (nerve growth factor, NGF e VEGF), de citocinas pro-
inflamatorias (TNF e IL-1B) e de um gene enddgeno (B2-microglobulina, B2M) foram
analisados no Rotor Gene 6000 (Corbett Research, Reino Unido).

Tabela 4.1. Sequéncias e condicGes dos primers utilizados

Gene Sequéncia Ta | Transcripto
coLl Fw | gggattccctggacctaaag 60°C 63pb
Rv | ggaacacctcgctctcca
CoLlll Fw | ctggaccccagggtcttc 60°C 75pb
Rv | catctgatccagggtttcca
TNC Fw | cggggctatagaacaccagt 60°C 75pb
Rv | aacatttaagtttccaatttcaggtt
VEGF Fw | agtgtgtgcccactgagga 60°C 60pb
Rv | ggtgaggtttgatccgcata
NGF Fw | tccggacccaataacagttt 60°C 75pb
Rv | ggacattacgctatgcacctc
IL-1 Fw | tacctgtcctgcgtgttgaa 60°C 76pb
Rv | tctttgggtaatttttgggatct
TNF Fw | cagcctcttctcctgat 60°C 123pb
Rv | gccagagggctgattagaga
B2M Fw | ctatccagcgtactccaaagattc 60°C 176pb
Rv | cttgctgaaagacaagtctgaatg

Fw — primer forward; Rv — primer reverse; Ta — Temperatura de annealing; pb — pares de base; COLI — Colagénio
tipo I; COLIII — Colagénio tipo Ill; TNC — Tenascina C; VEGF — Vascular endothelial growth factor; NGF — Nerve
growth factor; IL-1 — Interleukin 1; TNF — Tumor necrosis factor; B2M - 2-microglobulina.

Os primers para os genes alvo e para o gene endogeno foram desenhados recorrendo

ao software Probefinder (http://gpcr.probefinder.com, Roche, Switzerland) e com

ligacdo em exdes diferentes de modo a evitar amplificagdo com DNA gendémico. As
reaccOes foram preparadas a partir de uma concentracdo de 2ng/pl de cDNA de cada
amostra e utilizando DyNAmo Flash SYBR green qPCR kit (Finnzymes, Finland) de
acordo com as instrucdes do fabricante (2 minutos a 50°C e 7 minutos a 95°C, seguindo-
se depois uma desnaturacdo durante 10 segundos a 95°C e uma extenséo a 60°C durante
10 segundos). As reaccdes foram validadas entdo pela presenca de apenas um pico na

curva de melting (figura 4.4).
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Figura 4.4. Curva de amplificacdo (A), de melting (B) e curva-padrdo (C) para o gene

enddgeno B2-microglobulina.

Os resultados foram analisados recorrendo ao método da curva padrdo (tabela 4.2). O

valor de limiar de ciclo (cycle threshold, Ct) é definido como o nimero de ciclos

necessarios para que o sinal de fluorescéncia ultrapasse o valor de Ct e exceda o nivel

basal. A eficiéncia do PCR deve ser de 100%, o que significa que a cada ciclo a

quantidade de produto duplica. Uma eficiéncia de reac¢do de 90-100%, corresponde a

um declive entre -3.58 e -3.10. A conversdo do valor de Ct em valores de expresséo

relativa foi feita com os valores de declive e de Y provenientes da curva standard e

aplicada & equacdo 10V 'Mtersect-CTislore) 135 33]. Os valores obtidos foram entdo

normalizados com o gene enddgeno B2M.
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Tabela 4.2. Caracteristicas das rectas-padrdo de cada gene em estudo e do gene
enddgeno

Gene Threshold | Eficiéncia R’ Declive | Interseccdo Y
CoL | 0,01 1,01 0,99340 | -3,309 11,934
COL Il 0,08 1,00 0,999 -3,316 18,915
TNC 0,06 1,00 0,999 -3,332 18,692
VEGF 0,099 0,98 0,995 -3,381 23,814
NGF 0,07 0,99 0,998 -3,346 22,650
TNF 0,099 1,00 0,927 -3,312 31,548
IL-1 0,09 1,01 0,994 -3,295 26,610
B2M 0,046 0,99 0,998 -3,350 19,389

4.8. Analise estatistica

Os doentes foram estratificados em grupos de acordo com o tipo de patologia que
apresentavam e comparados entre si e com um grupo controlo. Para variaveis
categoricas, foi aplicado o teste do qui-quadrado. Porque as variaveis continuas
apresentavam desvio significativo da normalidade (de acordo com o teste Shapiro-Wilk)
foram utilizados dois tipos de testes, o teste Mann-Whitney e o teste Kruskal-Wallis H
com comparacgdes multiplas de Dunns (Resultados, seccdo 5.5). Quando apropriado as
variaveis foram correlacionadas entre si utilizando o coeficiente de correlacdo de
Spearman. Para valores de p inferiores a 0,05 consideraram-se resultados
estatisticamente significativos.

A anélise estatistica foi feita recorrendo ao Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS; versdo 17.0, Chicago).
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5. Resultados
5.1. Caracteristicas da populagéo em estudo

Foram incluidos neste estudo 15 doentes submetidos a cirurgia por patologia da coifa
da longa porcdo do bicipete: 10 com patologia degenerativa e 5 com patologia
traumatica (fractura proximal do tmero). Como grupo controlo foram colhidas amostras
de 6 cadaveres.

Os doentes foram questionados acerca da funcéo do ombro afectado e do grau de dor,
tendo sido observado maior perda de funcdo (score de constant) no grupo dos doentes
com patologia degenerativa, mas maior grau de dor (escala visual anal6gica da dor,
EVA da dor) no grupo com patologia traumatica (tabela 5.1). Dos doentes com

patologia degenerativa 33% realizaram pelo menos uma infiltragdo com corticoide.

Tabela 5.1. Caracteristicas da populacédo estudo

Idade Sexo EVA Score Constant
Grupo N . dor
(anos) Masculino (mm) ombro afectado
Controlo 6 59+16 100% NA NA
Traumatico 5 69+12 20% 7517 32,0£29,24
Degenerativo | 10 62+5 50% 54+29 44,0+16,49
p-value 0,747 0,023* 0,191 0,361

Os valores representam média + desvio padrdo. EVA — escala visual analdgica; NA - ndo aplicavel.

5.2. Caracterizagcdo macroscopica do tendao

Antes do processamento todas as amostras (figura 5.1) foram observadas

macroscopicamente no que respeita a cor e textura do tecido (tabela 5.2).
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Figura 5.1. Tenddo de um doente com patologia degenerativa com marcagdo na
extremidade proximal (linha).

Tabela 5.2. Descricdo macroscopica do tecido

N Cor Morfologia Sinais inflamatorios
Controlo 10 Branco Textura fibroelastica | Ausentes
brilhante

Presentes

Traumatico |5 | Avermelhado | Rigido maioritariamente na
zona proximal

. Branco, Fibrilhar e pouco
Degenerativo | 6 amarelado denso Ausentes

5.3. Microscopia electronica de varrimento do tendéo

Para cada grupo em estudo foram adquiridas imagens da topografia do tecido por

microscopia electronica de varrimento para observacdo da organizacdo das fibras de

colagénio. Embora seja uma andlise qualitativa foram observadas diferencas entre os

grupos em estudo. As fibras de colagénio das amostras de doentes com patologia

degenerativa encontram-se mais desorganizadas e dispostas de uma forma aleatdria

(figura 5.2.A). A observacdo do tecido com patologia traumatica corresponde a uma

situacdo intermédia de organizacdo de matriz (figura 5.1.B) onde os feixes de colagénio

se dispdem de forma mais ordenada. A matriz extracelular do tendao saudavel apresenta

uma organizacdo paralela das fibras de colagénio estando dispostas longitudinalmente

ao longo do eixo da matriz (figura 5.2.C).
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Figura 5.2. Imagens de microscopia electronica de varrimento de doente com patologia
degenerativa (A), traumatica (B) e de grupo controlo (C) (amplia¢do 200x).

Paralelamente a avaliacdo da organizacdo da matriz entre os doentes e controlos, foi
também comparada a disposicdo das fibras de colagénio em individuos saudaveis de
idades diferentes. As fibras do tendao do individuo com 12 anos de idade (figura 5.3.A)
aparecem mais desalinhadas comparativamente as fibras do controlo de 48 anos (figura

5.3.B). No entanto, é de notar que o tecido tendinoso do individuo mais velho (80 anos

de idade) tem um aspecto mais laxo (figura 5.3.C), denotando envelhecimento.

100 'pm

Figura 5.3. Imagens de microscopia Iectrénica de
com idades respectivamente 12 (A), 48 (B) e 80 (C) anos (ampliacdo 200x).

5.4. Avaliacdo microscopica da LPB
5.4.1. Analise histoldgica do tecido

A observacdo histoldgica do tecido foi efectuada por duas coloracfes de seccBes das
extremidades proximal e distal do tecido. A coloracdo hematoxilina-eosina permite
visualizar a organizacdo da matriz e observam-se diferencas na disposi¢éo das fibras de
colagénio, ou seja, na coloracdo de sec¢Oes de amostras de individuos saudaveis
observa-se que as fibras de colagénio se dispdem de forma mais orientada (figura 5.4.A)
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comparando com a organizagdo da matriz de doente com patologia degenerativa (figura
5.4.B).
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Figura 5.4. Coloracdo hematoxilina-eosina (ampliacdo 400x) de um individuo saudavel
(A) e de um doente com patologia degenerativa (B) onde se observa diferencas na
organizacdo da matriz extracelular.

Além disso, esta coloracdo permitiu a identificacdo e quantificacdo das células do
tenddo, dos vasos e das terminagdes nervosas e a presenca ou auséncia de infiltrado

inflamatorio foi observada pela coloracéo de Giemsa.

Populacdes celulares

O tend&@o possui dois tipos de células morfologicamente diferentes. Os tenoblastos
distinguem-se dos tendcitos pela sua morfologia, tendo 0s primeiros um ndcleo oval e

0s tenocitos um nucleo alongado (figura 5.5).

Figura 5.5. Coloracdo hematoxilina-eosina (ampliagdo 200x) de um doente com
patologia degenerativa (A) e pormenor (ampliacdo 400X) da imagem (B) onde se
identificam tendcitos (nucleo alongado identificados com um quadrado) e tenoblastos
(ndcleo oval, identificados com seta).
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Comparando as populacGes celulares no tecido encontram-se algumas diferencas
entre os grupos (figura 5.6.A). Apesar de a diferenca ndo ser estatisticamente
significativa (p>0,05) o grupo de doentes com patologia traumatica apresenta maior
namero de células comparando com 0s outros grupos.

Nos 3 grupos observa-se que a zona distal do tenddo é a que possui maior nimero de
tendcitos (figura 5.6.B). Quanto aos tenoblastos, observou-se maior nimero na parte
proximal de todos os grupos (figura 5.6.C). No entanto nenhuma das diferencas

encontradas atingiu significancia estatistica.
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Figura 5.6. PopulacGes celulares presentes no tenddo (A) e comparacdo entre zonas
proximal e distal de tendcitos (B) e tenoblastos (C).

Vascularizacdo e terminacdes nervosas

Foi avaliada a presenca e nimero de vasos sanguineos e terminagdes nervosas

mielinizadas e ndo mielinizadas em todo o corte transversal do tecido (figura 5.7).
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Figura 5.7. Secgéo de tecido de doente com patologia degenerativa evidenciando vasos
sanguineos (setas) e terminacgdes nervosas (quadrados) (ampliacdo 400x).

Foram encontradas diferencas ao comparar a vascularizacdo entre os grupos embora
sem significado estatistico. O grupo com patologia traumatica € o que possui maior
nimero de vasos comparando com os restantes grupos (figura 5.8.A). Nao foram
encontradas diferengas entre as zonas proximal e distal do tenddo no que respeita ao
numero de vasos, contudo observou-se predominancia de vascularizacdo na zona

proximal em todos os grupos (figura 5.8.B).
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Figura 5.8. NUmero de vasos sanguineos presentes no tecido (A) e comparacao entre as
zonas proximal e distal (B).

Em relagdo as terminacGes nervosas observou-se novamente que O grupo com
patologia traumatica € o que evidencia um maior nimero destas estruturas (figura
5.9.A); No entanto, nos grupos afectados com patologia existe uma predominancia de

inervacdo na extremidade proximal (figura 5.9.B).
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Figura 5.9 Numero de terminagcbes nervosas presentes no tecido (A; os valores
apresentados representam medianas) e comparacao entre as zonas proximal e distal (B).

Infiltrado inflamatorio

A presencga de infiltrado inflamatorio foi observada com recurso a coloracdo do
tecido com Giemsa (figura 5.10), ndo se tendo observado células inflamatérias em

qualquer um dos grupos.

Figura 5.10. Coloracdo de Giemsa (ampliacdo 400x) do tenddo de um doente com
patologia degenerativa (A) e pormenor de vasos (ampliacdo 1000x) (B).

5.4.2. Substancia P

As amostras de tenddo foram avaliadas para a presenca de um neuropéptido

mediador da dor, a substancia P, por imunohistoquimica. Esta avaliacdo foi efectuada
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em ambas as extremidades do tecido. A especificidade do anticorpo foi confirmada no

controlo negativo do mesmo doente (figura 5.11).

Figura 5.11. Imunohistoquimica para a substancia P no tenddo de um doente com
patologia degenerativa (A, controlo negativo com auséncia de marcacao; B, marcacdo, a
castanho, classificada com score 3) (ampliacdo de 1000X).

Entre os dois grupos de doentes ndo se observaram diferencas no score de substancia

P, no entanto ambos exibem mais marcacao do que o grupo controlo (p>0,05).
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Figura 5.12. Comparacdo da avaliacdo semi-quantitativa de substancia P entre o0s
grupos nas extremidades proximal e distal do tend&o.

5.4.3. Morte celular programada

Para avaliar a apoptose procedeu-se a contagem das células por marcacdo do DNA

fragmentado (figura 5.13).

30



A . -n—,.“_lB T

¢ el

Figura 5.13. Imunohistoquimica de um doente com patologia degenerativa do tendao
com controlo negativo (A), controlo positivo (B), e evidéncia de células marcadas (C)
(ampliacéo 400x).

Entre os trés grupos em estudo ndo se encontraram diferengas com significancia
estatistica em relacdo a morte celular programada. O grupo controlo foi o que
demonstrou menor apoptose. No grupo com patologia traumatica observou-se maior
namero de células em morte celular (figura 5.14.A), localizando-se predominantemente

na zona distal nos doentes com patologia degenerativa (figura 5.14.B).
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Figura 5.14. Comparacao do nuamero de células apoptoticas entre os trés grupos (A) e
entre as extremidades proximal e distal do tecido normalizando para 0 namero total de
células (B).
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5.5. Anélise da expressdo génica

Para este estudo foi escolhida aleatoriamente uma amostra de 4 doentes com
patologia degenerativa, 5 doentes com patologia traumaética e 6 individuos controlo

saudavel. As caracteristicas do RNA extraido encontram-se descritas no Anexo A.4.

5.5.1. Matriz extracelular

ApoOs a estimulacdo da cultura com citocinas pro-inflamatdrias (TNF e TGF-B1) foi
adicionado corticoide (dexametasona) e analisada a expressdo génica para 0s principais
componentes da matriz extracelular, os colagénios tipo | e Il e a tenascina C.

Ao analisar a expressao de colagénio tipo | foi observado que os doentes com
patologia degenerativa apresentam menor expressao génica em todas as situacoes.
Foram observadas diferencas significativas de expressdo de colagénio tipo | entre os
doentes com patologia degenerativa e traumatica na situacao basal (figura 5.15). O
estimulo com TNF ndo altera a expressdo de colagénio tipo | enquanto a adicdo de
TGF-B1 provoca um ligeiro aumento da sua expressao (p>0,05) em doentes com

patologia degenerativa.
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Figura 5.15. Expressdo relativa do colagenio tipo | em culturas estimuladas com TNF e

TGF-B1. (¢ p<0,05 para comparacdo entre 0s 3 grupos com o post-hoc de Dunn e
*p<0,05 para comparacao entre os estimulos).
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Relativamente ao colagénio tipo Ill, os doentes com patologia degenerativa sdo 0s
que tém menor expressao. Observou-se também que apenas o estimulo com TGF-f1
induz um ligeiro aumento (p>0,05) na expressdo deste colagénio mas apenas nos
doentes com patologia degenerativa (figura 5.16).
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Figura 5.16. Expresséo relativa do colagénio tipo 111 em culturas estimuladas com TNF
e TGF-B1 (*p<0,05 para comparacgéo entre os estimulos).

Sendo os tenoblastos as células activas do tenddo foi observada uma associagédo
positiva ainda que ndo significativa nos doentes e controlos entre a expressao relativa do
colagénio tipo | e 0 nimero de tenoblastos (figura 5.17.A). Por outro lado, ao analisar a
expressdo relativa de colagénio tipo Il nos doentes com patologia da coifa, observou-se
que estes, ao contrario dos controlos, apresentam uma associacdo positiva com o

numero de tenoblastos (figura 5.17.B).
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Figura 5.17. Relacdo entre a expressao relativa dos colagénios tipo I (A) e 11l (B) com
0 nimero de tenoblastos presentes no tecido determinado por histologia.

Ao comparar a expressdo de colagénio nos controlos saudaveis foi observado que
existe uma diminuicdo do colagénio tipo | com a idade mas um aumento do colagénio
tipo 111 (p>0,05) (figura 5.18).

-+ Colagénio |
- Colagenio |l

Expressdo relativa

12 alnos 48 :;nos 80 :;nos

Figura 5.18. Variacdo dos niveis de expressdo dos colagénios tipo | e tipo Il com a
idade em individuos saudaveis (0s pontos representam medianas).

Para aléem da expressdo dos dois tipos de colagénio que compdem a matriz
extracelular do tendéo, foi analisada a expressdo da tenascina C, proteina importante no
alinhamento e maturacdo das fibras na matriz. Foram encontradas diferengas
estatisticamente significativas na situacdo basal entre o grupo controlo e o grupo de
doentes com patologia degenerativa, mas os estimulos utilizados parecem ndo causar
alteracdes (figura 5.19).
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Figura 5.19. Expressdo génica relativa de tenascina C em culturas estimuladas com
TNF e TGF-B1. (pp<0,05 para comparagao entre os 3 grupos com o post-hoc de Dunn).

5.5.2. VEGF e NGF

Na analise da expressdo génica de proteinas envolvidas quer no crescimento de vasos
dado pela expressédo de VEGF, quer no crescimento de nervos dado pela expresséo de
NGF, observou-se que a expressao basal de VEGF é significativamente mais baixa no
grupo de doentes com patologia degenerativa (figura 5.20) e que o estimulo com TNF e
dexametasona néo afecta a expresséo deste factor.

Contudo, o TGF-p1 teve um efeito pronunciado na expressao deste gene mas apenas
em células de doentes com patologia degenerativa, onde foi observado um aumento da

sua expressdo, com perda da diferenca significante basal (figura 5.20).
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Figura 5.20. Expressdo génica relativa de VEGF em culturas estimuladas com TNF e

TGF-B1. (¢ =p<0,05 para comparagdo entre os 3 grupos com o post-hoc de Dunn e
*p<0,05 para comparacao entre os estimulos).

Relativamente a expressdo de NGF, foi observado o mesmo padrdo de expressao nos
doentes com patologia degenerativa que o descrito para o VEGF com os diversos
estimulos (figura 5.21), realcando que nestes doente o efeito de aumento da expressao
de NGF com a adicao dos estimulos pro-inflamatorios (TNF e TGF-B1) causa perda da

diferenca significativa basal.
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Figura 5.21. Expressdo génica relativa de NGF em culturas estimuladas com TNF e

TGF-B1. (¢ =p<0,05 para comparagdo entre os 3 grupos com o post-hoc de Dunn e
*p<0,05 para comparacao entre os estimulos).
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5.5.3. Citocinas

A inflamacéo no tecido foi estudada através da analise de expressdo das citocinas
pré-inflamatorias IL-1B ¢ TNF pelas células do tend&o.

Foi observado que os niveis de expressdo da IL-1p sdo estatisticamente diferentes
entre os grupos atingindo um nivel significativamente mais baixo no grupo de doentes
com patologia degenerativa. Esta situacdo s se altera quando se estimulam as células
com TGF-B1 havendo um aumento da expresséo de IL-1p nos doentes com patologia
traumatica e, mais uma vez, perda da significancia estatistica em relacdo a situacao
basal (figura 5.22).
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Figura 5.22. Expressdo génica relativa de IL-1p3 em culturas estimuladas com TNF e
TGF-B1. (p =p<0,05 para comparagdo entre 0s 3 grupos com o post-hoc de Dunn e
*p<0,05 para comparagao entre os estimulos).

Em relacdo a expressdo de TNF observou-se que os doentes com patologia
degenerativa sdo 0s que apresentam menos expressao desta citocina (figura 5.23). O
estimulo com TNF induz um aumento consideravel, ainda que ndo significativo em
relacdo a situacdo basal na expressdo de TNF mas apenas nos doentes com patologia
traumatica. Ao contrario, o estimulo com TGF-B1 e/ou dexametasona ndo surte

qualquer efeito (figura 5.23).
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Figura 5.23. Expressdo génica relativa de TNF em culturas estimuladas com TNF e
TGF-B1. (¢ =p<0,05 para comparagdo entre os 3 grupos com o post-hoc de Dunn).

A IL-10 esta descrita como uma citocina com efeito imunosupressor de expressao de
citocinas pro-inflamatorias. A estimulagdo da cultura de células de tenddo com esta
citocina ndo provocou qualquer alteracdo no nivel de expressdo dos genes de interesse
(figura 5.24).
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Figura 5.24. Expressao génica relativa de colagénios tipo | (A) e tipo Il (B), tenascina
C (C), VEGF (D), NGF (E), IL-1B (F) e TNF (G) em culturas estimuladas com IL-10.
(¢ =p<0,05 para comparagdo entre os 3 grupos com o post-hoc de Dunn).
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6. Discussao

Este trabalho teve como objectivo estudar o tenddo da longa porcdo do bicipete
enquanto mediador de dor no ombro em situacbes de tendinopatia da coifa dos
rotadores. A LPB foi analisada em doentes com patologias do ombro distintas: a
degenerativa (cronica) e traumatica (aguda). Foi avaliada a composicao e organizagdo
da matriz do tenddo e quantificaram-se ndo sé os terminais nervosos como também o
grau de vascularizacdo do tecido. Determinou-se ainda o grau de actividade dos
tendcitos provenientes da LPB em cultura através da expressdo génica de proteinas
fundamentais para este tecido. Mais ainda foi analisado o efeito in vitro de uma
terapéutica utilizada como tratamento da tendinopatia, a dexametasona.

A tendinopatia da coifa dos rotadores é uma patologia frequente e altamente
incapacitante. Alteracdes degenerativas deste grupo de tenddes, tornam-nos mais frageis
e apds um traumatismo minimo, ou por vezes espontaneamente, ocorrem roturas
tendinosas. Doentes com esta patologia tém dor crénica muito perturbadora para as suas
actividades da vida didria. Muitas vezes, nas roturas macicas da coifa, efectua-se
tenotomia da LPB, observando-se nestes casos uma melhoria significativa da dor [21].
Nos Ultimos anos a investigacdo tem-se focado no estudo da LPB enquanto mediador de
dor no ombro. No entanto a LPB apresenta uma anatomia bastante diferente da de
outros tendBes e para este tenddo especificamente ndo ha muita informacdo. A zona
proximal do tenddo é intra-articular e por isso alteragdes da articulacdo ou dos tecidos
envolventes conduzem a alteragdes desta zona da LPB sendo a extremidade proximal o
local onde ocorre o inicio da degeneracdo do tecido [34]. Estudos anteriores tém
apontado varias causas para explicar a dor no ombro associada a LPB. O processo de
regeneracdo do tecido pode ser impedido quer por excesso de moléculas sinalizadoras
quer por problemas mecanicos que impecam a normal remodelacdo da matriz
protagonizada pelos tendcitos [35]. Nesta situacdo surgem alteracdes na composicdo e
organizacdo da matriz.

Neste trabalho foram estudados 15 doentes agrupados em dois grupos de acordo com
a patologia do tendao. Macroscopicamente, o tend@o do grupo com patologia traumatica
apresentava indicios visiveis de inflamacéo na extremidade proximal, e maior rigidez da
matriz extracelular. Por outro lado, o tenddo com patologia degenerativa apresenta
degeneracéo visivel pelo aspecto fibrilhar e cor branca ou amarelada. A organizagdo e
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disposicéo das fibras de colagenio na matriz foi avaliada por microscopia electronica de
varrimento, tendo sido observado que o grupo com patologia degenerativa era o que
apresentava maior desorganizacdo da matriz. Recorrendo ainda a este tipo de
microscopia em controlos foi observado que a organizagdo do colagénio é perdida com
a idade pressupondo uma diminuicdo do numero de células e aumento de
glicosaminoglicanos [1,36,37]. Pelo contrario, no controlo mais jovem (12 anos de
idade) a matriz do tenddo ainda ndo esta completamente organizada assistindo-se a um
desalinhamento das fibras.

As alteracfes na organizagdo da matriz extracelular foram também observadas na
coloragdo com hematoxilina-eosina em que os doentes com patologia traumatica
apresentavam maior celularidade e um ligeiro aumento de vascularizagédo, o que denota
uma resposta do tecido a uma agressdo recente. Recentemente foi descrita a existéncia
de uma rede de fibras sensoriais predominantemente na zona proximal da LPB [23]. Na
nossa amostra ndo se observaram diferencas na inervacdo do tecido entre as zonas
proximal e distal, contudo, constatou-se que nos dois grupos de doentes o nimero de
terminagOes nervosas é ligeiramente superior na zona proximal do tecido, mais evidente
ainda nos doentes com patologia degenerativa. Estas terminagdes nervosas sensoriais
ndo mielinizadas, conhecidas como receptores de dor, secretam mensageiros quimicos
envolvidos na transmissdo da dor que, por sua vez, estimulam os tendcitos originando a
inflamacao neurogénica. Um dos mais conhecidos neuropéptidos mediadores da dor é a
substancia P que induz permeabilidade dos vasos e ainda libertacdo de citocinas e
factores de crescimento pelas células do sistema imunitario [38]. Mais ainda a
substancia P estimula a proliferacdo das células do tecido e a angiogénese [39]. Neste
trabalho observou-se que os doentes com patologia degenerativa da coifa dos rotadores
tinham mais substancia P em toda a LPB. Os doentes com patologia traumética tinham
maior marcacdo para a substancia P apenas na zona proximal do tenddo quando
comparados com os tenddes controlo. Este facto estd em concordancia com os dados
clinicos uma vez que os doentes com patologia traumatica tém um quadro de lesdo
aguda e por isso as alteracOes apenas se observam na extremidade proximal do tendao.
Apesar de nesta patologia ocorrer surtos inflamatérios recorrentes, em nenhuma das
amostras foi visualizado infiltrado inflamatdrio. No entanto, a inflamacdo pode existir
apenas na bainha do tend@o e ndo em todo o tecido. Desta forma, pode supor-se que a
dor resulta da interaccdo do tenddo com os tecidos em redor, incluindo a bainha do
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tend@o. Mais ainda foi estudada a apoptose no tecido, no entanto ndo foram observadas
diferencas na localizacao das células apoptdticas nem entre 0s grupos, apesar de estar
descrito um aumento do numero de células apoptoticas em tenddes degenerativos [40].
De forma a estudar o metabolismo das células do tend&o, estas foram colocadas em
culturas e estimuladas com citocinas pro (TNF e TGF-B1) e anti-inflamatdrias (IL-10) e
foram analisados varios genes relacionados com a regeneracdo da matriz (colagénios
tipo 1 e 111 e tenascina C), inflamacédo (IL-1p e TNF) e factores de crescimento (NGF e
VEGF).

Os doentes com patologia degenerativa do tendao apresentaram valores muito baixos
de expressdo de colagénio tipo | e de tipo Ill, sendo esta diferenca significativa em
relacdo aos doentes com patologia traumética. Mais ainda nos doentes com patologia
degenerativa, 0 TGF-B1 provocou um aumento de expressdo dos colagénios. Sabe-se
que o TGF-B1 afecta a sintese de colagénios [41,42] e a expressdo desta citocina esta
aumentada, bem como os seus receptores, na fase proliferativa e de remodelacéo da
matriz, favorecendo a deposicdo das fibras na matriz [43]. Também para a expressdo da
tenascina C foram apontadas diferencas nos niveis de expressdo, sendo que os doentes
com patologia degenerativa apresentavam niveis de expressdo muito baixos
comparando com os restantes grupos. Desta forma, os niveis de expressdo de genes
envolvidos na organizacdo da matriz mostram-se em concordancia com as observagdes
de maior desorganizagdo da matriz extracelular em doentes com patologia degenerativa
por estarem numa situacdo de baixa actividade celular descrita pelos niveis de expressao
geénica.

Quando se analisou a expressdo genica em relagdo ao numero de tenoblastos
observou-se que a expressdo de colagénio tipo | é proporcional ao nimero de
tenoblastos e que o colagénio tipo Il também apresenta esta associagdo positiva nos
doentes. Apesar de ndo haver correlacdo, esta tendéncia de associacdo positiva nos
doentes indica que h4 uma alteracdo da expressdo genica do colagénio tipo Ill que
corresponde a uma alteracdo na organizacao fibrilhar ja descrita para estas patologias.
Ao observar a expressdo génica dos colagenios em relacdo a idade observamos que o
colageénio tipo Il aumenta com a idade, ao contrario do que acontece com o colagénio
tipo I, 0 que esta também relacionado com a menor conexdo das fibras observada por
microscopia electrénica de varrimento, denotando uma diminuicgdo da rigidez bem como

um aumento do tamanho das fibras caracteristico do envelhecimento do tecido [44,45].
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Isto confirma que existe de facto uma maior tendéncia para patologias relacionadas com
a coifa dos rotadores com a idade [46].

O factor de crescimento angiogénico, VEGF, estimula as células endoteliais
aumentando a proliferacdo de vasos nas zonas hipovascularizadas [47]. Apesar de néo
terem sido observadas diferencas no nimero de vasos sanguineos entre os dois grupos
de doentes, o nivel de expressdao génica nos doentes com patologia traumatica é
superior. SO recentemente se constatou que 0s tendcitos tém capacidade para sintetizar o
factor de crescimento de nervos [48]. Este é importante para o crescimento e
sobrevivéncia de pequenas fibras nervosas por isso a expressao de NGF foi analisada,
tendo-se verificado que os doentes com patologia traumatica apresentam niveis mais
elevados deste factor em relacdo aos doentes com patologia degenerativa.

N&o foram encontradas diferencas na expressdo de TNF, no entanto a expressao de
IL-1p é estatisticamente superior nos doentes com traumética em relacdo aos doentes
com patologia degenerativa. Esta citocina é considerada um factor importante na
inflamacéo da patologia da coifa dos rotadores [49] e deste modo pode estar aumentada
numa patologia aguda do tenddo. Contudo é de salientar que ndo foi observado
infiltrado inflamatdrio no tecido.

Do estudo da analise da expressdo génica, podemos concluir que nos doentes com
patologia degenerativa a maioria dos genes dos tendcitos, estdo downregulated e que,
por conseguinte, este tecido tem baixa actividade metabdlica. Pelo contrario, os doentes
com patologia traumatica tém maior capacidade de regeneragdo do tecido uma vez que
na analise de expressdo génica se verificou igual expressdao a dos controlos com
excepcdo do VEGF que se encontrava aumentado nos doentes traumaticos. Este altimo
facto é concordante com a avaliagdo microscopica onde se verificou aumento de
vascularizagdo neste grupo de doentes. A dexametasona é um glucocorticoide utilizado
como terapéutica na tendinopatia. Tem efeito anti-inflamatorio e imunosupressor mas o
seu efeito a nivel celular tem sido discutido uma vez que diminui a proliferacdo dos
tendcitos e a sintese de colagénio tipo | através do aumento da sintese de
metaloproteinases [50]. Esta situagdo aumenta o risco de rotura do tenddo. Neste
trabalho foi também testada a estimulagdo com dexametasona, sendo que ndo se

observaram alteracdes nos niveis de expresséo dos genes analisados.
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Na andlise a expressdo génica observou-se que o estimulo com dexametasona ndo
surte qualquer efeito, o TNF apenas provocou um aumento na expressdo desta citocina
nos doentes com patologia traumatica e o estimulo com TGF-B1 apenas provocou
resposta nos doentes com patologia degenerativa. Este factor de crescimento é bastante
importante nos processos de regeneracdo do tecido pois influencia a sintese de
componentes da matriz como os colagénios, metaloproteinases ou receptores celulares
para proteinas de matriz como as integrinas. Estas ac¢des promovem a reparacdo do
tecido apds uma reaccdo inflamatdria. Neste trabalho, apenas os doentes com patologia
degenerativa conseguem responder a este estimulo. Por sua vez, os doentes com
patologia traumética, bem como os controlos, ndo respondem o que pode ser devido a
um bloqueio de vias de sinalizagdo, no caso dos doentes com patologia traumatica, ou
de indisponibilidade de receptores.

E de notar que apesar das células dos controlos provirem de cadéaveres foi possivel
manté-las em cultura bem como estudar a expressdo génica. Varias limitagcbes podem
ser apontadas neste trabalho, nomeadamente o nimero de amostras que foi possivel
obter, bem como o facto de nos controlos haver dificuldade de emparelhamento de
idades.

Além dos resultados obtidos h& muitas outras questBes que surgem pelo que de
futuro seria interessante aumentar o tamanho da amostra bem como correlacionar dados
de resposta cirdrgica, como o score de Constant e a EVA da dor, com as caracteristicas
microscopicas e funcionais do tenddo da LPB. Mais ainda, seria interessante estudar as
diferengas no tecido com a idade tanto na expressdo génica como na andlise proteica.

Como comentario final, podemos dizer que ndo foram detectadas diferencas nas
extremidades proximal e distal do tecido. Além disso, e ao contrario do que se poderia
esperar, a dexametasona ndo altera a expressdo genica mas o estimulo com TGF-p1
estimula a remodelacdo de matriz, efeito esse observado nos doentes com patologia
degenerativa.

A tendinopatia € um problema na prética clinica sendo por este motivo de extrema
importancia a investigacdo neste campo. Este trabalho foi pioneiro na investigacdo de
algumas caracteristicas da longa por¢do do bicipete em situacdo patoldgica e pode ser

assim utilizado como base para estudos futuros.
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ANexos

Anexo A.1 Protocolo Clinico

EQUIPA DO MEMBRO SUPERIOR_REGISTO DE OBSERVACAO

Doente:
NSC:

Data:
Peso: Altura:

Lado:D E Traumatico:S N Acidente:

Profissdo: Exercicio fisico habitual:
Inicio das queixas: InfiltagGes N° Data da Ultima infiltracdo

Fisioterapia N° sessdes
Antecedentes Pessoais:
Medicacdo Habitual:
Dor : mec infl mista
VAS
Observacao : Amiotrofia: Deltoide SS IS
Pontos dolorosos : AC LPB SS IS Trapézio coracoide cervical
Terapéutica oral (antialgica):

SINAIS CLINICOS

Speed( palm up /90°Flex) Apreensdo
Jobe (empty can) Recolocacdo
Hawkins ( 90° Abd +30° RI) Sulco

Neer O’ Brien
Gerber ( Lift-off) Bicepcs Load
Lag sign Gagey
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TABELA DE CONSTANT

Dor
('Nula 15, Ligeira 10, Moderada 5, Severa 0)

Incapacidade para a Profissdo
(Nula 4, Ligeira 3, Moderada 2, Grande 1, Total 0)

Incapacidade para o Desporto
(Nula 4, Ligeira 3, Moderada 2, Grande 1, Total 0)

Dor Nocturna
(Nula 2, Alguma 1,Severa 0)

Nivel de trabalho com a méo
(Cintura 2, Xifoide 4, Pescoco 6, Cabeca 8, Acima cabeca 10)

Mobilidades

Flexao
<30° - 0; 30°/60° -2; 60°/90° - 4; 90°/120° — 6; 120°/150° — 8; >150° - 10

Abducéo
<30° - 0; 30°/60° -2; 60°/90° - 4; 90°/120° — 6; 120°/150° — 8; >150° - 10

Rotacéo externa

Mé&o abaixo da cabeca Cotovelo a frente 2 / Cotovelo atras 4
Mao na nuca Cotovelo & frente 6 / Cotovelo atras 8

Mao sobre a cabeca cotovelo atrés 10

Rotacgdo Interna
Coxa -0 ; Nadega — 2; Sacrum —4; L3 - 6; D12 - 8; D7 - 10

Forga Muscular
Kg em abdugdo x2 ( max de 12,5 Kg)

TOTAL
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Anexo A.2 Coloragdo Hematoxilina-Eosina
1- Desparafinacéo e hidratacao

Xilol 15min

Etanol 100% 5min

Etanol 96% 5min

Etanol 70% 5min

Agua 5min
2- Hematoxilina 10min

3- Lavagem em agua corrente.

4- Passar rapidamente por alcool cloridrico para diferenciar.

5- Lavar em agua corrente durante 5min.
6- 3 passagens por Etanol 70%
7- 4 passagens por Eosina
8- Desidratacéo
3 passagens por Etanol 70%
Etanol 96% 5min
Etanol 100% 5min

Xilol 10min

9- Montagem das laminas.
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Anexo A.3 Coloracao Wright Giemsa

1. Desparafinacgéo e hidratacao
Xilol 15min
Etanol 100% 5min
Etanol 96% 5min
Etanol 70% 5min
Agua 5min
2. Solucdo Wright Giemsa durante 5min.
3. Adicionar o buffer pH=6.4, aparecendo uma superficie metalica, durante 5min.
4. Lavagem com agua destilada
5. Mergulhar com Giemsa (preparado a fresco) durante 5min.
6. Lavagem com agua destilada
7. Desidratacéo
3 passagens por Etanol 70%
Etanol 96% 5min
Etanol 100% 5min
Xilol 10min

8. Montagem das laminas.
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Anexo A.4 Concentracdo RNA

As amostras de RNA extraidas das células em cultura apds as experiéncias

apresentaram as seguintes caracteristicas:

Controlos Traumaticos Degenerativos
Concentracdo média
(ng/uL) 26,52232 23,257 16,54681
Razéo das
absorbancias 1,914786 2,001333 1,958714
260/280 nm
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