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Los factores de crecimiento presentan un papel muy impor-
tante en la reparacion de los tejidos tendinosos. La sutura de
las roturas de tendon supraespinoso presenta elevadas tasas
de rerotura por su bajo potencial biolégico de reparacion.
El objetivo de este estudio es evaluar la expresion temporal
de diferentes factores de crecimiento (VEGF, IL-18, TGF-1p)
durante la lesion del tendon supraespinoso en un modelo
experimental con ratas. Creemos que la expresion de los
diferentes factores de crecimiento presenta un patron tem-
poral especifico y diferenciado por zonas durante la lesién
de los tejidos tendinosos. Para ello, procedimos a realizar
una desinsercion del tendén supraespinoso en ambos hom-
bros de las ratas. Se evalla la expresion de los diferentes
factores de crecimiento en los tiempos 0, 3, 7, 14 y 56 dias
mediante PCR cuantitativa a nivel de la insercion tendinosa,
el tenddn y la unidn miotendinosa. Se evidencia un pico de
expresion de TGF-1p a nivel del tenddn y la unidn miotendi-
nosa durante la primera semana poslesion, un aumento de
expresion de VEGF en las tres zonas durante las 8 semanas,
y un pico de expresion de la IL-13 desde el primer dia posle-
sién a los tres niveles. Se demuestran los diferentes patrones
temporales en los que actdan los factores de crecimiento.

Palabras clave: Estudio experimental animal. Factores de
crecimiento. Manguito rotador.
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The healing response after rotator cuff lesion: varia-
tions in growth factor expression during the first 8
weeks post lesion. An experimental study in rats
Growth factors play an important role in tendon repair.
Lesions of the supraspinatus are difficult to heal because
of the poor biological potential of this tissue. The objec-
tive of this study was to evaluate the temporal expression
of 3 different growth factors (VEGF, IL-1B, TGF-1p) in
tendon lesion in an animal model. We believe that there
is a different temporal expression of this factors in each
part of the tendon. We made a full thickness defect in the
supraspinatus tendon in both rat shoulders. We assessed
the expression of the growth factors in the humeral
foot print, tendon and muscle on days 0, 3, 7, 14 and
56 postlesion. After ARNm extraction cuantitative PRC
analysis was made. There was an increased expression of
TGF-1B since the first week postlesion mainly in tendon
and muscle. There was also a significant increase in IL-1
the first day postlesion in the three zones. There was an
increase in VEGF expression in the three zones during the
eight weeks. We set the pattern of the temporal expre-
sion of VEGF, IL-1B, TGF-1f postsupraspinatus lesion.

Key words: Experimental animal trial. Growth factors.
Rotator cuff.
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INTRODUCCION

Las lesiones del manguito de los rotadores son
una de las patologias tendinosas mas prevalen-
tes, sin embargo la fisiopatologia y etiologia de
estas lesiones no se conocen en profundidad.

La sutura de la rotura del tendén suele ser la
técnica utilizada para el manejo de la lesion.
La tasa de fracaso de la sutura es elevada®, ya
que la reparacion de este tejido esta compro-
metida con la propia biologia de la reparacion
de un tejido que presenta unos particulares
condicionantes, en concreto una vasculariza-
cion pobre y unos requerimientos mecanicos
altos?. El conocimiento del patréon biolégico
de lesion y reparacion del manguito rotador
nos puede permitir ampliar el uso de trata-
mientos biol6gicos que implementen la repa-
racion quirdrgica.

Los factores de crecimiento son esenciales
en el proceso de promover la regeneracion y
reparacion de los tejidos en las lesiones ten-
dinosas®.

Diferentes factores de crecimiento han de-
mostrado tener funciones especificas en el
proceso de reparacion de los tendones. De to-
dos ellos, el TGF-1p ha demostrado tener un
papel predominante en la reparacion de teji-
dos conectivos, estimulando la sintesis y pro-
liferacion de matriz extracelular, IL-1B ha sido
catalogado como un factor inhibidor de la re-
paracion de tejidos conectivos y VEGF es el
factor determinante de la neovascularizaciéon
necesaria para reparacion de cualquier tejido.
Sin embargo, no esta bien establecido cual es
el patrén temporal de expresion de estos fac-
tores en las lesiones de los tendones del man-
guito rotador.

El objetivo de este estudio es definir el pa-
tron temporal de expresion de los factores de
crecimiento VEGF, TGF-1p8 e IL-1p tras la ro-
tura del tenddn supraespinoso en las prime-
ras 6 semanas tras la lesion, en un modelo ex-
perimental de lesion del manguito rotador en
la rata.

MATERIAL Y METODOS

Técnica

Se utilizarén 20 ratas Sprague-Dawley (peso
452 g = 60 g), a las cuales se les realizé desin-
sercion del tendén supraespinoso en ambos
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hombros segun abordaje descrito por Thomo-
poulos et al.® se realiza una incision cutanea
de unos 3 c¢m transversa sobre el hombro de
la rata, tras diseccion del tejido subcutaneo, se
procede a la exposicién del manguito median-
te desinsercion del deltoides a nivel acromial. Se
identifican las inserciones en la cabeza hume-
ral del tendén supraespinoso, infraespinoso y
subescapular, y se exponen sus tendones y ma-
sas musculares. Se aisla el tendon del supraspi-
noso y se procede a su desinsercion del hueso
con bisturi del n.° 11. Se deja el tenddn in situ
sin reparar. Para el cierre se procede a reinser-
cion con puntos transéseos del deltoides, y cie-
rre por planos del tejido subcutaneo y piel.

Los animales se confinaron en jaulas sin res-
tricciones para su movilidad. El sacrificio de los
animales se realiz6 por inhalacion de CO, se-
gun los patrones temporales determinados por
el estudio.

Se establecieron 4 puntos temporales de eva-
luaciéon con 4 animales (8 hombros) en cada
uno de ellos. Se sacrificaron 4 animales a los
3, 7, 14 y 56 dias poslesion, cuantificando la
expresion de ARN. Asimismo, se sacrificaron
4 animales para evaluar la expresion basal (a
tiempo 0) de los factores de crecimiento.

Tras el sacrificio del animal, evaluamos el es-
tado del tendén supraspinoso y del resto de
los tendones del manguito rotador, y tomamos
muestras de 3 mm de tejido éseo de la huella
tendinosa del supraspinoso, 3 mm del tendén
supraspinoso y 3 mm de la unién miotendinosa
del tenddn supraspinoso.

RT-PCR en tiempo real (Q-PCR)

El ARN total de las diferentes muestras se ex-
trajo con TriPure Isolation Reagent (Roche
Applied Science) y se cuantificoé utilizando el
espectrofotémetro NanoDrop. La integridad
del ARN se analiz6 mediante electroforesis en
gel de agarosa. La retrotrascripcion del ARN se
realizd con el PrimerScip RT Reagent Kit (Taka-
ra), utilizando una combinacién de oligo(dT)
and random primers. Para la PCR en tiem-
po real se utilizo el kit LightCycler 480 SYBR
Green | Master mix (Roche Applied Science)
y el termociclador LightCycler 480 Il (Roche
Applied Science). Los resultados se analizaron
mediante el método de cuantificaciéon relati-
va descrito por Pfaffl® y que tiene en cuenta
la eficiencia de la reaccion para el gen diana
y el control invariable. Como control invaria-
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ble, se utilizé la expresion del
gen GAPDH. En todos los casos,
se comprobd la eficiencia de la
reaccion mediante la amplifica-
cién de diluciones seriadas de
cADN, asegurandonos de que
la amplificaciéon fue lineal y la
eficiencia fue préoxima a 2. Tam-
bién se analizé la especificidad
de la reaccién corriendo el pro-
ducto amplificado en un gel de
agarosa Yy, en todos los casos,
tras la reaccién de amplifica-
cion, se analizé la curva de di-
sociacion.

Se realizo el proceso por tripli-
cado para cada muestra y gen, y
se obtuvo un numero que repre-
sentaba la expresion de cada gen
relativa al gen invariable. Para su
comparacion y analisis estadisti-
co cada dato obtenido fue nor-
malizado, considerando la me-
dia de expresiéon a tiempo 0 de
las muestras para cada factor
de crecimiento como un nivel de
expresion de 1.

Se obtuvo la autorizacién del
comité de bienestar animal
del centro donde se realizé el es-
tudio. El andlisis estadistico de
los resultados fue realizado usan-
do los programas informaticos
SPSS (versiéon 16.0) y Stata (ver-
sion 10.0; Stata Corp., College
Station, TX).

RESULTADOS

La evaluacion macroscopica del
manguito rotador tras el sacri-
ficio evidencié en todos los ani-
males la ausencia de reparacion
de las lesiones del supraespinoso,
y que no se habia producido re-
traccion de los cabos tendinosos
ni atrofia de la musculatura.
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Figura 1. A: La expresion de IL-1B en la huella 6sea; B: en el tendon y C: en
la unién miotendinosa. Se analizaron las diferencias de expresion en cada
punto respecto a los valores basales. 4. p < 0,05, ¢4 p < 0,01).

El patron de expresion se aprecia en la Figura 1.
Se evidencia un pico de expresién de este factor,
tras el cual se produce una bajada brusca a sus
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niveles basales de expresion, en las tres zonas
evaluadas. En la huella, el pico de expresién se
produce de una forma mas progresiva, siendo el
maximo a las 2 semanas de la lesién para nor-
malizarse hacia la octava semana. Sin embargo,
a nivel del tenddn y de la unién miotendinosa,
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el pico de expresion es muy mar-
cado solo al dia siguiente de la le-
sion, normalizandose su expre-
sién en los dias sucesivos.

TGF-1p

El patron de expresion se aprecia
en la Figura 2. Se evidencia un
aumento progresivo de la expre-
sién de este factor hasta el tercer
dia poslesion. Posteriormente, se
mantiene con niveles elevados
hasta la segunda semana, mo-
mento en el cual se produce un
descenso progresivo de la expre-
sién, normalizandose hacia la oc-
tava semana poslesiéon. Este pa-
tron de expresion se produce de
forma similar a nivel de la huella,
tendén y unién miotendinosa.

VEGF

El patrén de expresion se apre-
cia en la Figura 3. Se evidencia
la presencia elevada de este fac-
tor desde momentos iniciales de
la lesion, que se mantiene de una
forma mdas o menos constante
hasta la octava semana. Esta res-
puesta a la lesion es menos des-
tacada a nivel del tendén, mien-
tras que, a nivel del hueso y la
unién miotendinosa, la respues-
ta se establece principalmente a
partir del tercer dia y la primera
semana poslesion.

DISCUSION

Se eligi6 como modelo experi-
mental la rata, ya que, aunque
ningun otro ser vivo presenta
una réplica exacta del mangui-
to rotador humano, este espé-
cimen ha demostrado ser el que

Hueso o—TGF 1B

9
8 _
< 7
z A ++ T
6
E —_
S J‘; 5 /
£8 / N
32 4
52 5 / AN
B 4L
S 2 ¥ AN
g N
1 b
0
0 1 3 7 14 56
14
% 12 —
€2 10
e =+
= Q
58 8 S T
22 +
5% ° / \\
© o
gc 4 i <
o 4
g / \
N N
0
0 1 3 7 14 56

Dias

Musculo-Téndon
—e—TGF 1B

40 —
35

% 30 ++j

e /]

23 2 / A\

22 g5 / A\

22 o e \

g s ~ e
N —~

0 1 3 7 14 56

Dias

Figura 2. A: La expresion de TGF-1f en la huella ¢sea; B: en el tenddn, y C:
en la unién miotendinosa. Se analizaron las diferencias de expresion en cada
punto respecto a los valores basales (. p < 0,05, ¢4: p <0,01, +44.p <
0,001).

mas similitudes presenta, tanto a nivel ma- Actualmente, no hay descritos agentes que
croscépico como a nivel microscépico®. permitan la reparacion de estos tejidos, sien-
La nula capacidad de reparacion del man- do la sutura quirdrgica la Unica opcién tera-
guito rotador lesionado ha sido ampliamente péutica disponible. Por tanto, la descripcion
demostrada. Una vez lesionado el tendén da- de factores biolégicos que permitan favorecer
fado con el paso del tiempo mantiene el ta- la reparacion de los tendones del manguito
mano de la lesidon o incluso aumenta®?, lesionados puede ser muy beneficiosa.
34 Cuadernos de Artroscopia. Vol. 19, fasc. 1, n.° 46, abril 2012
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Hueso

cién de si se miden en el hueso,
tenddn o unién miotendinosa.
Nuestros resultados concuerdan

con esta hipoétesis. Encontra-

mos picos de expresion de los

distintos factores en patrones

3 temporales diferentes segun la
localizacion evaluada.

Con independencia de la ca-
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vOs vasos en la zona lesionada
que aporten factores de creci-
miento y celularidad que favo-
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rezca el proceso regenerativo.

El principal factor angiogénico
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T dafado. Similar a este patron,

en nuestro modelo experimen-
tal hemos encontrado un au-

mento progesivo de la sintesis

de VEGF que se mantiene cons-

tante hasta mas alla de la sema-
na 36 poslesién. Como en los
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Figura 3. A: La expresion de VEGF en la huella 6sea; B: en el tenddn, y C: en
la unién miotendinosas. Se analizaron las diferencias de expresion en cada
punto respecto a los valores basales (4: p < 0,05, +4: p <0,01).

El objetivo de este estudio es evaluar la ex-
presion de tres factores, representativos de las
diferentes fases de reparacion de los tejidos
conectivos, en la lesion del tendén supraespi-
noso. Creemos que la expresion de los distin-
tos factores de crecimiento siguen patrones
temporales y cuantitativos diferentes duran-
te la lesion del tendén supraespinoso en fun-
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parar el tejido lesionado, au-
mentando el aporte de células
y factores de crecimiento. Este
aumento de sintesis de VEGF se
produce de forma similar en las
tres zonas estudiadas. No en-
contramos diferencias significativas entre la
sintesis en el hueso, la unién miotendinosa o
el tendén. No podemos determinar una zona
gue tome un papel predominante en el pro-
ceso regenerativo, aungue se aprecia un leve
incremento de la sintesis de este factor a ni-
vel del miotendon, las diferencias no son sig-
nificativas.
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Una vez pasada la fase inicial de recluta-
miento celular, se desarrolla una fase prolife-
rativa estimulada por factores de crecimiento
que estimulan la sintesis e inhiben la degra-
dacién de la matriz extracelular. Se ha demos-
trado la capacidad del TGF-f1 de influir sobre
la actividad de los fibroblastos y de actuar du-
rante la fase de reparacion del tejido conecti-
vo®. El TGF-B1 presenta funciones autocrinas
y paracrinas, favorece la angiogénesis, es qui-
miotactico para los fibroblastos, monocitos y
macréfagos, y estimula el depdsito de colage-
no y la produccion de glucosaminoglicanos,
favoreciendo la adhesién celular™'). Anagu-
chi et al."® estimularon la reparacion de lesio-
nes completas del tenddn rotuliano en ratas
con TGF-B1 y demostraron un aumento de la
resistencia a la rotura en los sujetos tratados.
Galatz et al."”, en un modelo de reparacién
del supraespinoso de la rata, evidenciaron un
aumento de la sintesis de TGF-f1 en la zona
de inserciéon y en el tejido de reparacion o ci-
catriz en fases tardias (10 dias poslesién). Por
otro lado, Tsubone et al."® han relacionado
los niveles elevados de TGF-B1 durante las fa-
ses iniciales con un exceso en la formacién de
tejido cicatricial. Los ultimos estudios hacen
referencia a la influencia del grupo TGF en la
reparacion del tejido tendinoso, aumentan-
do la resistencia a la traccion'®29, Dentro del
grupo TGF, se cree que el subgrupo B1 esta
mas relacionado con una reparacion predo-
minante de tejido cicatricial, mientras que el
subgrupo B3 se asocia a una reparaciéon pro-
pia del tejido sin cicatriz???. Por otro lado,
Kim et al.??, en un modelo de lesién de man-
guito de rata, no encuentra diferencias signi-
ficativas entre el uso de TGF-B1 o el TGF-B3,
evaluando la caracteristicas biomecanicas de
la reparacion. Si que encuentra diferencias
significativas respecto de estos grupos con el
grupo placebo.

Los resultados de nuestro estudio concuerdan
con lo descrito en la literatura. Existe un au-
mento de la sintesis del TGF-f1 predominante
a partir del tercer dia poslesién, es decir, en la
fase proliferativa de la reparacién. Este aumen-
to es mas significativo cuando se evalla su ex-
presién a nivel del tendon, l6gicamente, ya que
es la zona donde se produce la reparacién. Los
niveles de expresion en cuanto al miotenddn
son inferiores, ya que el musculo participa en
menor medida en la reparacion, al igual que la
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huella 6sea, que presenta unos niveles bajos de
expresion y, por tanto, tampoco parece ser un
factor determinante en la reparacion.

La interleukina 1 (IL-1) es conocida como
mediador de la inflamacién y lesiones tisula-
res, y se le relaciona con la patogenia de en-
fermedades inflamatorias articulares®”. No
estd claramente documentada la influencia
de la IL-1p en la reparacion del manguito ro-
tador. Este factor actia como mediador pro-
inflamatorio asociado a una disminucién de
la proliferacién de fibroblastos®®. Si se ha en-
contrado una relacion directa en la expresion
de este factor con la presencia de sinovitis
subacromial y dolor de hombro®®. Koshima
et al.??, en un modelo de lesién del mangui-
to en conejos, evidencia un aumento de la ex-
presion de IL-1B a nivel del tendén dafiado. La
elevacion de la sintesis de IL-1p se producia a
partir del primer dia poslesion, manteniéndo-
se elevado hasta el dia 7, en el que empezaba
su descenso, desapareciendo hacia el dia 21.
Lo niveles elevados de IL-1f estimulan la ex-
presion de COX-2, no sélo a nivel de tendon,
sino también de los condrocitos. Lo altos ni-
veles de COX-2 producen aumento de sintesis
de PGE2, que seria el mediador directo del au-
mento del dolor®®. Goth et al.?® han demos-
trado la presencia de niveles elevados de IL-1f
en aquellos pacientes con lesién del manguito
rotador en comparacién con los pacientes con
manguito integro.

La accion de este factor puede ser inhibido-
ra de la proliferacion de fibroblastos, lo que,
asociado con su accién nociceptiva, le hace
en parte responsable del fracaso de la repara-
cion del manguito rotador.

En nuestro estudio correlacionado con los
estudios previos existe una hiperexpresion de
IL-1B tras la lesién del manguito, predomi-
nantemente a nivel de la union miotendino-
sa. Las diferencias se establecen en que la ex-
presion a nivel de la unién miotendinosa y del
musculo se produce en un pico a nivel del pri-
mer dia poslesion, decreciendo y desapare-
ciendo el tercer dia poslesion. Por el contra-
rio, a nivel de la huella 6sea, la expresion se
produce de una forma mas progresiva hasta
la sequnda semana poslesion, desaparecien-
do hacia el dia 56. Se evidencia que el estimu-
lo doloroso tras la lesiéon persiste hasta la se-
gunda semana poslesiéon, momento en el cual
comienza a decrecer. Serfa interesante, en es-
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tudios sucesivos, evaluar si la reparacién de la
lesion del manguito mantiene niveles eleva-
dos de IL-1B y durante cuanto tiempo.

LIMITACIONES

El estudio con animales de experimentacion
aporta numerosos factores de distorsion, uno
de ellos es la variacion de comportamiento en-
tre individuos. Ademas, el manguito de rota-
dor de la rata se equipara al humano, pero no
es idéntico a él, ya que comparamos un animal
cuadripedo con uno bipedo.

La fiabilidad de este estudio se ve limitada por
la sensibilidad de la PCR cuantitativa en detec-
tar pequefias diferencias de expresion de facto-
res de crecimiento.

CONCLUSIONES

El objetivo de este estudio era evaluar el dife-
rente patron temporal de expresion de diversos
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