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1. RESUMEN /ABSTRAT

EFECTO DEL PLASMA RICO EN PLAQUETAS EN LA INCORPORACION BIOLOGICA DE UNA PLASTIA

TENDINOSA EN UN TUNEL OSEO

Objetivo: Estudiar el efecto del plasma rico en plaquetas (PRP) en el proceso biolégico de cicatrizacion de
un tendén en el interior de un tinel 6seo.

Material y Método: Diseflamos un estudio experimental, interviniendo quirdrgicamente a diez conejos en
sus dos extremidades posteriores (Experimental y Control). En la extremidad Experimental el tend6n del
musculo gemelo interno era seccionado, infiltrado con PRP, introducido en un tinel 6seo tibial relleno de
PRP, y finalmente, fijado con un tornillo biorreabsorbible. En la extremidad Control se realiza el mismo
procedimiento sin utilizar PRP. Cinco conejos fueron sacrificados a la 22 semana y cinco a la 4* semana de
la intervencién. Se evalu6 la zona intervenida macroscépica, radiografica, histolégica e
inmunohistoquimicamente.

Resultados: Macroscopica y radiograficamente se observa un drea de reaccién 6seo mas voluminosa en las
tibias del grupo Experimental sacrificado a la 4* semana respecto al resto de grupos. Microscopicamente no
se aprecia la “marca de agua” entre el fibrocartilago mineralizado y no mineralizado en ningtn grupo. El
grupo Experimental presenta mayor cantidad de tejido condroide, osteoide y trabéculas 6seas, tanto a la 22
como a la 4* semana, de forma estadisticamente significativa. A la 4* semana observamos zonas de
continuidad entre fibras tendinosas y hueso en algunos casos del grupo Experimental.
Inmunohistoquimicamente no observamos diferencias en la distribucion del colageno tipo Il entre los dos
grupos, aunque el grupo Experimental presenta mayor drea marcada.

Conclusién: La administracién de PRP como fuente de FC afecta al proceso de reparacion del autoinjerto
tendinoso dentro de un tdnel éseo en nuestro modelo experimental, macroscépica, radiografica y
microscopicamente. El PRP aceleré la curacién, anticipando en el tiempo la aparicion de elementos
celulares y tisulares propios de fases posteriores del proceso de cicatrizacién, y ademas incrementé de la

cantidad éstos.
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EFFECT OF PLATELET RICH PLASMA IN THE BIOLOGIC INCORPORATION OF A TENDON GRAFT IN A

BONE TUNNEL

Objective: To study the effect of the platelet rich plasma in the biological process of tendon healing inside a
bone tunnel

Material y Methods: We designed an experimental study, ten rabbits underwent surgery in their two back
legs (Experimental and Control). In the Experimental group the tendon of the internal gastrocnemius muscle
was cut, infiltrated with PRP, placed in a tibial bone tunnel filled with PRP, and finally, fixed by
a bioabsorbable screw. The same procedure was practiced in the Control group without the use of PRP. Five
rabbits were sacrificed on the second week and five on the fourth week after surgery. The legs were
evaluated macroscopic, radiographic, histologic and immunohistochemically.

Results: The macroscopic and radiographic study of the pieces shows the presence of a larger bone reaction
area in the entrance of the tendon within the bone tunnel in the Experimental group sacrificed on the fourth
week compared to other groups. Microscopically, we don’t appreciate the “tidemark” between mineralized
and unmineralized fibrocartilage in any of the groups. The Experimental group presents an statistically
significant greater amount of chondroid tissue, osteoid tissue and trabecular bone, both the second and
fourth week. In some cases of the Experimental group on the fourth week we observe continuity zones
between tendinous fibers and bone. Immunohistochemically we don’t observe differences in
the collagen type Il distribution between both groups, although the Experimental group presents a greater
marked area.

Conclusion: macroscopic, radiographic and microscopically, this study demonstrates that administration of
PRP affects the repair process of tendon autograft in a bone tunnel in our experimental model. The PRP
accelerated the healing time anticipating the emergence of cellular and tissue elements characteristic of later

stages of the healing process, and also increased the amount of them.
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Justificacion del Estudio

15



Il. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La ruptura del Ligamento Cruzado Anterior (LCA) es la lesién grave de la rodilla mas
frecuente (3/1000 habitantes/ano)'. Suele afectar a determinados grupos de poblacién
como los deportistas, y por ello es mas frecuente en adultos jovenes. Es significativamente
mas prevalente en mujeres que en hombres que practiquen el mismo deporte, sin que
estén claras las causas de esta diferencia?. Los deportes que tienen un mayor riesgo de
este tipo de lesion son los que implican cambios de direccion y de ritmo (aceleraciones),
como son el esqui, baloncesto o tenis. El mecanismo de produccién mas frecuente es el
pivote sobre una pierna dejando el pie fijo en el suelo. Otros factores de riesgo son la

debilidad muscular, la descoordinacién o la falta de flexibilidad articular34.

El tratamiento de la inestabilidad de rodilla por insuficiencia del LCA es un tema
controvertido entre los cirujanos ortopédicos, habiéndose descrito numerosas técnicas
quirdrgicas para repararlo o reconstruirlo que comprenden desde su reparacién mediante
sutura directa®, a su reconstruccién utilizando autoinjertos, ligamentos sintéticos y
aloinjertos, bien con técnicas extra-articulares®'4, intra-articulares'-1” o una combinacién
de ellas?%-23. El principal objetivo de todas ellas es conseguir una rodilla estable y con
plena funcion, que permita un retorno al nivel de actividad fisica previo a la lesion,
evitando la apariciéon de ulteriores episodios de inestabilidad y el desarrollo de otras

lesiones articulares'>2428. Pero a la hora de sentar la indicacién quirdrgica también hemos
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de tener en cuenta otros parametros como son la edad y la presencia de lesiones intra-

articulares??.

El tejido ideal para la plastia sustitutiva deberia ser facilmente accesible3?, reproducir la
anatomia y biomecanica del LCA original, poseer una rapida y completa incorporacion
biolégica’®33, presentar una fuerte fijacion inicial3%313337 y reducir al minimo la
morbilidad30:31:33:35.38,

La plastia sustitutiva mds utilizada, considerada la plastia de referencia por sus buenos
resultados, es el hueso-tendén-hueso rotuliano (HTH) 233947, caracterizado por su gran
resistencia intrinseca y su rapida osteointegracién mediante la uniéon hueso-hueso. A pesar
de ello presenta de un 5 a un 10% de resultados regulares o malos y no esta exenta de
complicaciones*?#44849 como son el dolor femoropatelar, la fractura de rétula, la
crepitacion patelar, la tendinitis o ruptura del tendén patelar, la pérdida de extensién y la
disminucién de la fuerza del cuadriceps*2°9->. Esto llevé a la bldsqueda de otras fuentes
de injertos que proporcionaran resultados similares o superiores y una menor morbilidad.
En esta direccion encontramos la plastia reconstructiva multifascicular de tendones

isquiotibiales (TI).
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Il 1. PLASTIA DETENDONES ISQUIOTIBIALES

Las propiedades mecanicas de los tejidos conjuntivos dependen de caracteristicas
estructurales como la longitud y el drea de seccion, y de caracteristicas materiales como
el tipo de colageno y la organizacién estructural del mismo, es decir, nimero de fibras,
enlaces entre ellas y orientacion de las mismas en la direccion de las fuerzas de traccion.
Las cualidades biomecanicas de los injertos tendinosos no parecen alterarse al someterlos
a crioconservacion'>°7-%4 aunque si se han encontrado diferencias*3:6>-¢% al ser tratados
con oxido de etileno, rayos gamma, liofilizacién y radiacion. De todas formas, los injertos
heter6logos, que son los que suelen someterse a estos procedimientos, son de indicacién

excepcional y se reservan generalmente, para el rescate de plastias fallidas”®.

El autoinjerto de Tl semitendinoso (ST) y recto interno (RI) ha ido ganando popularidad
por sus potenciales ventajas sobre el autoinjerto HTH rotuliano. Los tendones ST y RI se
trenzan en dos a cuatro fasciculos para ser utilizados. Biomecanicamente, dos fasciculos
(2T) y cuatro fasciculos (4T) tienen una fuerza superior (2T: 2600 N, 4T: 4090 N) y rigidez
(2T: 534 N/mm, 4T: 776 N/mm) que la plastia de HTH rotuliano y el LCA
original1>2333,61,6271-74 = Ademds, no existe el riesgo de ruptura del tendén rotuliano o
fractura de la rétula, disminuye la morbilidad de la zona dadora, que se limita a
infrecuentes lesiones del nervio safeno y debilidad de isquiotibiales, y requerir incisiones
mas pequefias'>23061.6271-74 " Entre las tedricas desventajas de este tipo de injerto,
encontramos su mas lenta incorporacién biolégica en el interior de un tdnel 6seo” y la

menor resistencia mecanica a la traccién de alguno de los sistemas de fijacion del tendén
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al hueso’%, factores que condicionan la aplicacién de los protocolos de rehabilitacion
precoz.

Histol6gicamente la unién hueso-hueso requiere un menor periodo de tiempo hasta su
incorporacién bioldégica3!444972.7879,87.88 v estq constituida por un tejido mas fisiolégico,
tejido cartilaginoso regular®®, que la interfase tendén-hueso observada en los tendones
anserinos’8%0. Intra-articularmente ambos injertos se sinovializan y vascularizan de forma
similar.

Los primeros trabajos publicados que utilizaban autoinjertos de Tl para la reconstruccién
del LCA, presentaban una menor incidencia de morbilidad de la zona dadora3?°'91, pero
obtenian unos resultados clinicos y de estabilidad inferiores?3%192 a [a plastia HTH
rotuliano. Hoy sabemos que los factores que determinan la resistencia a la traccion y
rigidez del complejo tendén-dispositivo-hueso durante los dos primeros meses tras la
cirugia, hasta que se produce la incorporacién biolégica del injerto en el interior del tinel
6seo, son principalmente la interfase injerto-tinel 6seo y el dispositivo de fijacion
elegido?34, sobre todo a nivel del tinel tibial®®>; y posteriormente tras su integracion al

hueso, el Gnico factor restrictivo pasa a ser la propia plastia’?96-%8.

1l. 2. FIJACION DE LA PLASTIA

Steiner et al.3” fueron los primeros en afirmar que la clave del éxito clinico de toda

ligamentoplastia de LCA era la obtencién de una fijacion directa y fuerte del injerto; desde
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entonces se han realizado numerosos estudios cuyo objetivo principal ha sido
perfeccionar los sistemas de fijacion inicial del injerto al hueso, para permitir la
realizacién de un proceso de rehabilitacion precoz®'7881.99 sin restricciones de movilidad
y carga, y mejorar los resultados clinicos!®.

La fijacion del injerto puede ser directa o indirecta. En la fijacion directa, el injerto es
fijado directamente al hueso (por ejemplo: grapas, tornillos interferenciales, cross-pins...),
mientras que en la fijaciéon indirecta se realiza en un punto seguro del injerto a una
distancia (por ejemplo: button, sutura, poste...). Tedricamente, la ventaja de la fijacion
directa es disminuir la movilidad longitudinal: efecto “sube y baja” (bungy), y disminuir el
movimiento sagital: efecto "limpiaparabrisas" (wiper), dentro del tdnel del injerto. El
movimiento del injerto dentro del tdnel puede perjudicar su incorporacién biolégica y ha
sido una de las posibles causas del ensanchamiento radiografico del tinel 6seo. La
existencia de movimiento mecanico del injerto favorece la reabsorcién y osteolisis 6sea,
pero no es el tnico factor desencadenante del ensanchamiento del tinel 6seo, ya que

también intervienen factores biol6gicos'01-104,

Uno de los dispositivos de fijacion mas comdnmente utilizados en el injerto HTH
rotuliano es el tornillo interferencial. El tornillo realiza una interferencia al injerto respecto
al tanel y comprime la pastilla 6sea. En 1987 M. Kurosaka et al'® (Kobe, Japon)
estudiaron varios tipos de fijacion en diferentes tipos de injertos para reconstruir el LCA en
cadaveres humanos jovenes. El dispositivo que aporté mejores resultados (maxima carga,
rigidez, movimiento del injerto en el tinel, y maxima elongacién del injerto) para la

plastia de HTH rotuliano fue el tornillo interferencial metalico de 9 mm de didmetro. En
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los Gltimos afos se ha popularizado el uso de tornillos interferenciales biodegradables,
fabricados con materiales reabsorbibles tales como el 4cido polilactico, 4acido
poliglicélico, o recientemente de acido polilactico y fosfato tricalcico. Las mejoras en su
disefio y las propiedades de los materiales utilizados, hacen que el anclaje con estos
tornillos reabsorbibles sea comparable al de los tornillos interferenciales metalicos'6/107,

El auge de los TI como plastia reconstructiva del LCA ha hecho evolucionar sus
dispositivos de fijacion'®®, obteniendo unos resultados en la estabilidad articular a largo
plazo en aproximadamente el 90% de los pacientes, considerando como tal una
diferencia menor de 3 mm de desplazamiento anteroposterior respecto a la rodilla
contralateral sana, y devolviendo al 75% de los pacientes a niveles de actividad | y Il

seglin el protocolo del IKDC'%.

Il. 3. PROCESO DE INTEGRACION DEL INJERTO

En la integracion de un injerto hay que considerar dos zonas bien diferenciadas, el injerto
intra-articular, donde se produce la ligamentizacion, y otra extra-articular que se
corresponde a la integracién en los tineles, diferente para los injertos HTH y de TI''°.

El injerto implantado sufre inicialmente un proceso de necrosis avascular, y sucesivamente
pasa por una fase de revascularizacién, proliferacion celular y ulterior remodelacién''!.
En la fase inicial del proceso de integracién del tendén, dos primeros meses, existe una

repoblacién celular, aumentando el nimero y actividad nuclear de los fibroblastos. En los
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siguientes diez meses, el injerto pasa por un estado de remodelacién rapida con aumento
del nimero y actividad nuclear de los fibroblastos, revascularizacién y aparicién de zonas
de degeneracion con disminucién del porcentaje de fibras de coldgeno maduras. La
tercera fase es la de maduracién y tiene lugar durante los siguientes dos afos,
caracterizandose por una disminucién leve del ndmero de ntcleos y la maduracién de la
matriz de colageno. A los tres afios el injerto es un ligamento segln criterios histolégicos,
aunque con una mayor proporcion de coldgeno tipo Il y acumulacién anormal de
glicosaminoglicanos, lo que ocasiona una disminucién de las caracteristicas mecdnicas
del injerto en comparacién con el ligamento control (60% de resistencia y 70% del
modulo eldstico)''2. Los aloinjertos poseen un proceso de incorporacién biol6gica mucho

mas lento que las plastias autélogas'!3.

Histol6gicamente la unién tendén-hueso requiere un mayor periodo de tiempo hasta su
incorporacién biologica3!4449.72,78,79,87.88 generalmente de 8 a 12 semanas, comparado
con la unién hueso-hueso, que oscila entre 4 a 6 semanas. Ademas, la interfase hueso-
hueso del injerto HTH rotuliano es mas fisiologica, al establecerse una transicion de tejido
cartilaginoso regular®®, mientras que en la interfase tendén-hueso de los los tendones
anserinos encontramos una insercion fibrosa’8%. Posteriormente, el injerto de Tl sigue el

mismo proceso de ligamentizacién descrito para otros tipos de injertos''4.
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Il. 4. ESTUDIOS COMPARATIVOS DE LOS

INJERTOS HTH ROTULIANO Y TI

En la literatura encontramos numerosos estudios que comparan los resultados tras la
reconstruccion del LCA utilizando autoinjertos HTH rotuliano y TI. La mayoria no
evidencian diferencias significativas en los resultados clinicos entre los dos tipos de
injertos, aunque algunos observan menor morbilidad de la zona dadora o molestias en la
cara anterior de la rodilla al utilizar el injerto de TI'830:343892115-119 "5 yna menor laxitud
ligamentosa con el injerto HTH rotuliano'2%. Pero no existen estudios a largo plazo, y
pocos'8:30,343892115-119,121  noseen un disefio prospectivo y aleatorio, y tan solo
nueve!09115116121-129 ytilizan Gnicamente tornillos interferenciales para fijar ambos tipos
de injerto, tanto a nivel del tdnel 6seo tibial como femoral. Estos nueve estudios utilizan la
técnica dentro-fuera (in-out) para realizar el tanel 6seo femoral. La mayoria utilizan
tornillos interferenciales metdlicos!09/115116:121-123,126-128 nara fijar la plastia a nivel femoral
y tibial; uno'?> usa un tornillo metdlico en la fijacion femoral y otro reabsorbible en la
fijacion tibial, y tan solo dos estudios'?#129 eligen tGnicamente tornillos interferenciales
reabsorbibles tanto en la fijacion tibial como femoral, aunque uno de éstos'>? emplea dos
tornillos interferenciales reabsorbibles en la fijacién tibial de la plastia de TI. Los
resultados de estos nueve estudios ponen de manifiesto que los tornillos interferenciales
proporcionan unos resultados clinicos y de estabilidad similares para los dos tipos de
autoinjerto, incluyendo el test del IKDC, puntuacién de Lysholm, atrofia muscular, nivel

de actividad de Tegner, laxitud objetiva articular y porcentaje de rupturas de la plastia;
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persistiendo una mayor incidencia de molestias en la cara anterior de la rodilla, pérdida
de balance articular y presencia de signos degenerativos articulares al utilizar el
autoinjerto de HTH rotuliano al final del periodo de seguimiento. Solo un estudio'*
obtuvo mejores resultados funcionales al reconstruir el LCA utilizando tornillos
interferenciales como dispositivo de fijacién con el autoinjerto de Tl, comparado con el

autoinjerto de HTH rotuliano.

Il. 5. NUESTRA EXPERIENCIA CLINICA*

Realizamos un estudio prospectivo, controlado y no aleatorio, con el objetivo de
comparar los resultados de la reconstruccién del LCA con autoinjerto de tendones ST y R
trenzados en cuatro fasciculos igualmente tensionados, y autoinjerto hueso-tendén-hueso
de tercio medio de tendén rotuliano. Asi, un total de 296 pacientes fueron intervenidos
entre enero de 1998 y diciembre de 2001 y divididos en dos grupos. En el primer grupo,
constituido por 202 pacientes, se reconstruyé el LCA con autoinjerto HTH rotuliano
(grupo HTH); y en el segundo grupo, formado por 94 pacientes, mediante autoinjerto de
tendones ST y Rl (grupo Tl). En ambos grupos se aplicaron los mismos criterios para sentar
la indicacién quirdrgica, misma técnica quirdrgica (doble incisién, fuera-dentro), mismo

dispositivo de fijacion (tornillos interferenciales reabsorbibles) tanto a nivel del tinel

ver anexo bibliografico
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femoral como tibial (Sheathed y Full Thread Bio-interference screw, Arthrex Corp.®,
Naples, FL), e idéntico protocolo de rehabilitacion. Todas las intervenciones fueron
realizadas por el mismo cirujano, y observadores imparciales, no implicados en la cirugia
o proceso de rehabilitacion, realizaron las evaluaciones postoperatorias. La valoracion de
los resultados fue realizada mediante la elaboracién de la Historia Clinica, Exploracion
Fisica, estudio radiolégico simple con proyecciones anteroposterior y lateral en carga,
aplicacién del protocolo del International Knee Documentation Committee (IKDC) vy la
valoracién objetiva de la estabilidad anteroposterior mediante la aplicacién de la prueba
de Lachman Activo Radiolégico utilizando el artrémetro tipo Telos®, con la rodilla
flexionada 30°, ejerciendo una fuerza de desplazamiento anterior sobre la tibia de 150 N,
y comparando los resultados obtenidos con los de la rodilla contralateral no lesionada. La
valoracién global de resultados y el test de satisfaccion se realizé a los 12 meses tras la
cirugia.

El andlisis estadistico fue realizado con el programa SPSS 11.0, y el estudio comparativo
entre los grupos fue realizado mediante la aplicacién de la prueba de T de Student para
las variables cuantitativas continuas y con la prueba del Chi-cuadrado y la prueba exacta
de Fisher para las variables categéricas. En todas las pruebas, se establecié un nivel alfa de

0,05 para ser considerado como significativo.

Los dos grupos a estudio eran homogéneos, no encontrando diferencias significativas
entre ellos en la distribucién de las variables Edad, Sexo, Tiempo de Seguimiento, Grado
de Actividad Previa, existencia de Patologia Previa en la Rodilla Afecta, y Mecanismo de

Accidente.
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A la finalizaciéon del periodo de seguimiento (12 meses), no encontramos diferencias
significativas entre los dos grupos de tratamiento, HTH y TI, en el resultado de la
Evaluaciéon Final del protocolo del IKDC, con un 86,5% y 89,2% respectivamente de
resultados satisfactorios. Nuestros resultados eran similares a los obtenidos por series
precedentes®>81,109,115,116,125,130,131 ' De |os nueve estudios que poseen un diseno similar al
nuestro, ocho tampoco observan diferencias significativas entre los dos tipos de injerto al
utilizar solo tornillos interferenciales para su fijacion, y el restante obtiene mejores
resultados de la Evaluacion Final del protocolo del IKDC en el grupo de TI'?4.

Tampoco encontramos diferencias significativas en la variable Evaluacién Final del
protocolo del IKDC entre ambas técnicas se realizara o no meniscectomia asociada
durante la intervencion, existiese 6 no lesion condral asociada evidenciada en la
radiologia previa o durante el acto quirdrgico, o existiese o no antecedente quirdrgico de
la rodilla afecta a la finalizacién del periodo de seguimiento.

No encontramos diferencias estadisticamente significativas en el resultado de las distintas
variables evaluadas en el protocolo del IKDC entre los dos grupos a estudio, a excepcion
de la variable “molestias en la rodilla”, que incluye ademas del dolor, alteraciones de la
sensibilidad en el sitio de extraccion del injerto, como disestesias o hipoestesia, y aparicion
de crujidos articulares, aunque estos Gltimos tienen un significado clinico dudoso ya que
pueden aparecer después de cualquier tipo de cirugia intra-articular, siendo mas
frecuentes cuando existe un proceso degenerativo articular. Las molestias en la zona
dadora se presentaron en un 22,3% de los pacientes del grupo HTH y en un 2,2% del
grupo TI, diferencia estadisticamente significativa (p=0,031). Estos resultados coinciden

con los de otros estudios previos?2/109115116,119,123,132 "que también evidencian una mayor
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incidencia de molestias en la zona dadora tras la cirugia reconstructiva del LCA al utilizar
el autoinjerto HTH rotuliano comparado con el de Tl. Aunque en el 92% de los pacientes
estas molestias eran leves, no incapacitantes, y suponian solo un problema menor, se sabe
que su presencia se relaciona con pérdidas de un balance articular completo, existencia
de debilidad del cuddriceps, o alteraciones de la sensibilidad!832132-135 Otros
autores''”/125> no han encontrado diferencias en la presencia de molestias en la cara
anterior de la rodilla al utilizar autoinjerto HTH o TI. Si comparamos nuestro resultado de
la variable “molestias en la rodilla” con los obtenidos en los nueve estudios de disefio
similar, vemos que cinco también encuentran mayor incidencia en el grupo
HTH109.116,124,127,129 "y, e| resto no observan diferencias.

No existian diferencias estadisticamente significativas en la incidencia de complicaciones,
incluidas infecciones y ruptura de plastias, entre ambas técnicas quirdrgicas. Igual que en
los estudios de Corry et al'®?, Pinczewski et al, Ejerhed et al'’>, Sajovic et al.'?>, Laxdal et
al'26 'y Maletis et al'?° tampoco encontramos un aumento del riesgo de fallo de la plastia
al utilizar tornillos interferenciales como dispositivo de fijacion de los Tl por lo que
podemos afirmar que los tornillos interferenciales utilizados para la fijacion de los injertos
de tejidos blandos proporcionan una fijacion estable y suficiente, que permite obtener
resultados clinicos similares a los que obtenemos con los injertos que poseen bloques o
pastillas 6seas, como es el HTH rotuliano.

El grupo HTH tenia un mayor porcentaje de pacientes que abandonaron la practica
deportiva, 12'4%, comparado con el grupo TI, 3’4%, siendo estas diferencias
estadisticamente significativas (p = 0,017). Este resultado contrasta con los obtenidos por

Corry et al'®, y de otras series publicadas®>'?%, donde la recuperacién del nivel de
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actividad previa fue significativamente mayor en el grupo HTH. De los estudios con
diseno similar, solo el estudio de Wagner et al'?4, que evalla el nivel de actividad fisica
por la puntuacién obtenida en el test de Lysholm, obtiene mejores resultados en esta
variable en el grupo de TI. El resultado de la variable nivel de actividad fisica es
corroborado por el obtenido en la variable nimero de horas de actividad deportiva por
ano, donde aparece un 20,8% de pacientes que tenian una frecuencia inferior a 50 horas/
afno en el grupo HTH, frente a un 10,1% en el grupo Tl (p = 0,038). En resumen, el

porcentaje de abandono de la practica deportiva en el grupo HTH es similar el del resto

de estudios!09115,116,121-123,125,127-129 " mjentras que nosotros al igual que Wagner et al'?

obtenemos mejores resultados en el grupo de TI, razén por la que posiblemente se
aprecien diferencias significativas en el nivel de actividad postquirirgica entre los dos
grupos de tratamiento.

Los pacientes del grupo HTH tenian mayor estabilidad objetiva medida con artrémetro
tipo Telos®, con una media LAR diferencial postquirdrgico de 2,85 mm, respecto a los
4,13 mm del grupo TI. Estudios previos también muestran mejores resultados en la
estabilidad estatica cuando se utiliza autoinjerto HTH rotuliano comparado con el de
TI'8:3892119 “incluyendo la serie de Corry et al.’%, aunque el resto de estudios'!>/116,121-129
que solo utilizan tornillos interferenciales para la fijacion de los dos tipos de injerto, no
evidencian diferencias estadisticamente significativas. Algunos autores'3® creen que la
estabilidad anteroposterior objetiva podria ser mejorada en la plastia de Tl si se asocia al
tornillo interferencial otro dispositivo de fijacién que actie como poste a nivel tibial.

Al analizar las variables sexo y grupos LAR diferencial postquirirgico <8 mm y >8 mm,

observamos que dentro del grupo de Tl si existia un LAR diferencial postquirdrgico > 8
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mm (indicativo de existencia de inestabilidad) existia un predominio del sexo femenino
(p=0,014). Algunas series también han presentado peores resultados con el uso de
tendones anserinos en mujeres sobre todo en los primeros afos tras la cirugia, como en
las de Pinczewski et al'??2, Maletis et al'??, Sajovic et al.’>>, Corry et al.'%, y otras que
utilizan dispositivos de fijacion con propiedades biomecanicas diferentes'3”/138. Sefalar
que la mayoria de pacientes del grupo TI, independientemente del sexo, con una
inestabilidad objetiva presentaban un resultado satisfactorio en la Evaluacién Final del
IKDC, aunque el porcentaje de pacientes con resultado no satisfactorio en este subgrupo

es mayor que en su homénimo del grupo HTH (p = 0,017).

En conclusion, creemos que la reconstruccion del LCA con autoinjerto HTH rotuliano o
con plastia cuadruple de Tl mediante técnica de doble tinel y fijaciéon con tornillos
interferenciales tanto a nivel femoral como tibial, proporciona unos resultados clinicos
similares, aunque hemos obtenido una menor presencia de molestias en la rodilla y
menor abandono de la practica deportiva en los pacientes con autoinjerto de Tl, y una
menor laxitud ligamentosa con el autoinjerto HTH rotuliano. En el sexo femenino
probablemente es mejor, si no hay algin factor que lo contraindique, realizar la

reconstruccion del LCA con una plastia autéloga de tendén rotuliano.
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Il. 6. MODIFICACION DEL PROCESO DE

FIJACION INICIAL

Uno de los factores determinantes del éxito de la ligamentoplastia reconstructiva del LCA
es la obtenciéon una fuerte y directa fijacion inicial del injerto®7:617881,99100 para mejorar
este aspecto podriamos incidir en dos puntos. El primero, seria la mejora de los
dispositivos y técnicas mecanicas de fijacion de la plastia, y el segundo, seria estimular o

acelerar el proceso de incorporacion biolégica del injerto en el interior del tdnel éseo.

Con la utilizacién de los actuales dispositivos y técnicas de fijacion de los injertos de HTH
rotuliano y de Tl obtenemos unos resultados clinicos similares para los dos tipos de
plastia, aunque algunos cirujanos prefieren utilizar una u otra dependiendo de factores
como la edad, sexo, actividad deportiva o laboral paciente®’. Ademds, los nuevos
tornillos interferenciales se han convertido en uno de los dispositivos de fijacién mds
utilizados, no solo por su sencillez técnica y coste econémico, sino por proporcionar la
solidez suficiente para contrarrestar las solicitaciones biomecanicas de los programas de
rehabilitacién precoz, tanto en la fijacion primaria de la interfase hueso-hueso como

tendén_hueso78,83,'{06,1397141.
Asi pues, la principal desventaja de la plastia de Tl respecto a la de HTH rotuliano es
poseer una incorporacién biolégica mas prolongada y menos fisiolégica, al establecerse

una unién tendén-hueso en lugar de la unién hueso-hueso.
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La aplicacion de alternativas terapéuticas que favorezcan una rapida cicatrizacion e
incorporacién definitiva de la plastia, podrian acelerar la rehabilitacién y reincorporacién
a la actividad deportiva o laboral del paciente. En este sentido se han utilizado diferentes
técnicas que incluyen desde la adicion de factores de crecimiento exégenos 1+, a células

de la medula 6seas, al recubrimiento del injerto con periostio#, o la terapia génicar.

La inclusion en la zona de union hueso-tendon de factores de crecimiento (FC) de forma
aislada y en concentraciones suprafisiolgicas, potencia el proceso de reparacién tisular
de un tendoén en el interior de un tdnel 6seo1+. Sin embargo, se desconoce el efecto que
tiene la aplicacion de plasma rico en plaquetas (PRP), que aporta varios FC en
proporciones fisiol6gicas, en la misma interfase. Para intentar conocer el efecto del PRP en
el proceso de cicatrizacién de un tendén en el interior de un tinel 6seo se disend un

estudio experimental, motivo de esta tesis doctoral.
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V. OBJETIVO E HIPOTESIS

El objetivo marcado para nuestro proyecto de investigacion es demostrar si la presencia de
PRP como aporte de FC en la interfase injerto tendinoso-hueso modifica el proceso de

reparacion de los tejidos locales en nuestro modelo experimental.

Es decir, la hipétesis alternativa o de trabajo del presente estudio es:
“La presencia de PRP autélogo como aporte de FC en la interfase injerto tendinoso-hueso
estimula y acelera la reparacion de los tejidos locales mediante un mecanismo que

reproduce las etapas fisioldgicas de la cicatrizacion tisular”.

Para demostrar esta hipétesis nos proponemos responder a las siguientes preguntas:

a).- En la valoracién microscépica:

1°.- ;Existen diferencias en la presencia de fibroblastos, vasos de neoformacién, matriz
extracelular, tejido condroide, tejido cartilaginoso organizado, sustancia osteoide,
trabéculas 6seas y fibras de anclaje del tendén al hueso en la interfase hueso-tendén que
nos indiquen una estimulacién en tiempo o cantidad del proceso de cicatrizacion al

aplicar PRP?
2°.- ;Existen diferencias en el momento de aparicién, area de tinciéon y patrén de
distribucién del coldgeno tipo Il en la interfase hueso-tendén que nos indiquen una

estimulacién en tiempo o cantidad del proceso de cicatrizacién al aplicar PRP?
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b).- En la valoracién macroscépica y radiografica:

3°.- ;Existen diferencias en el volumen o area de reaccién ésea existente alrededor de la

zona de entrada del tinel 6seo que nos indiquen una estimulacién en tiempo o cantidad

del proceso de cicatrizacién?
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V. INTRODUCCION

V. 1. PROCESO DE REPARACION o CICATRIZACION

Todos los seres vivos pluricelulares pueden sufrir lesiones de sus tejidos. La reparacion
tisular constituye un complejo proceso biolégico que comprende la integracion de
diversas fases, como la inflamacién, la quimiotaxis y divisién celular, la angiogénesis, la
sintesis de las proteinas de la matriz extracelular y la remodelacién del tejido neoformado.
(Figura 1). La aparicién de un tejido nuevo donde previamente habia una solucién de
continuidad, la formacion de un tejido que reproduce las propiedades morfolégicas y
biomecénicas del tejido previo, la activacion de una proliferaci6n masiva de varias
estirpes celulares en la regién dafiada, que el organismo activa y controla localmente una
vez restituida la poblacién celular necesaria, son, en definitiva, datos que explican el

interés cientifico creciente de diversos cambios biomédicos en la reparacion tisular.

HEMOSTASIA
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Figura 1: Fases del Proceso de cicatrizacién o reparacién tisular
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El proceso lesivo que acontece tras un traumatismo o agresion tisular como puede ser una
intervencion quirdrgica, pone en marcha los mecanismos necesarios para su curacion.
Esta curacién se puede llevar efectuar mediante un proceso de reparaciéon o de
regeneracion. En la reparacion tisular la curacién de la herida da lugar a un tejido que no
restaura totalmente la arquitectura o funcién del tejido afectado, mientras que en la
regeneracion si se produce una restauracién completa de la parte perdida o lesionada.

Encontrar alternativas terapéuticas que estimulen los procesos de reparacion es importante
para superar multiples patologias, pero para conseguirlo debemos conocer los
fundamentos biolégicos y celulares de la reparacién, asi como las propiedades y formas
de actuar de los distintos mediadores moleculares que regulan estos procesos'41°0. Los
avances cientificos de las Gltimas décadas han permitido constatar que los FC regulan los

procesos clave de la reparacion tisular.

V. 2. BIOLOGIA DE LA REPARACION

Si bien la diversidad de tejidos condiciona peculiaridades distintas en el proceso de
reparacion, existen fenémenos celulares y tisulares comunes. La cicatrizacién es un
complejo fenémeno biolégico que comprende varias fases perfectamente ensambladas y
ordenadas en el tiempo, que se inicia en el momento de la agresion tisular mediante la

activacion de una cascada de sefiales moleculares, y pudiendo requerir varios meses'°

37



hasta completarse todo el proceso. Se compone de las siguientes fases: inflamatoria,

proliferativa, diferenciacién y remodelacion.

V.2.1. Fase Inflamatoria

Vaso sanguineo

COAGULO
Plaqueta * q
| 1
O et o SR GO0
Of T o b e COOY

=5

Fibroblasto

=T =

Macréfago

Figura 2: Esquema fase inflamatoria. El coagulo constituye el andamiaje basico para la formacién del nuevo tejido cicatricial, pero

también es el reservorio de citoquinas y factores de crecimiento liberados en la degranulacién plaquetaria

La inflamacién representa la compleja reaccién de defensa del organismo ante la accién
de diferentes agentes nocivos de procedencia mecanica, fisica, quimica o bacteriana.

(Figura 2).
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El objetivo de esta fase es eliminar los agentes nocivos, o en su defecto inactivarlos,
ademds de limpiar el tejido y establecer las condiciones éptimas para el desarrollo de
posteriores procesos proliferativos. Se inicia en el momento de la lesién y su duracién
alcanza en condiciones fisiologicas los primeros dias del proceso.

La mayoria de lesiones que aparecen en nuestra especialidad causan una hemorragia
procedente de los vasos sanguineos adyacentes danados. Por tanto, el primer objetivo de
los procesos reparativos sera el detener la hemorragia. Al producirse una lesion, las
células danadas liberan sustancias vasoactivas que provocan una constriccion de los
vasos, evitando una mayor pérdida de sangre, hasta que la aglomeracién de plaquetas

(trombo o codgulo plaquetar) consiga una primera obliteracién vascular.

V. 2. 2. Morfologia y Funcion Plaquetaria

Las plaquetas son pequenas células discoides anucleadas, procedentes de la
fragmentacioén del citoplasma de los megacariocitos medulares, que circulan en la sangre
y cuya mision es taponar rapidamente cualquier solucién de continuidad producida en el
endotelio vascular. Ademds de intervenir en la hemostasia primaria, coagulacion vy
fibrinolisis, intervienen en otro tipo de procesos como la inflamacién, cicatrizacion de las
heridas, fibrosis, arteriosclerosis o diseminacién de las neoplasias.

Su estructura se adapta a la gran variedad de funciones que deben desempenar, con zonas
anatémicas preferentemente dedicadas a cada una de ellas. En la membrana plaquetaria

se producen las interacciones con el exterior, el citoesqueleto es el responsable de la
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contracciéon celular, los granulos especificos almacenan sustancias prohemostaticas,
procicatrizantes y activadoras de las propias plaquetas, y los sistemas membranosos
amplifican la superficie plaquetaria y alojan componentes quimicos involucrados en la
activacion. Ademds, poseen estructuras anatomicas destinadas a algunas funciones
celulares inespecificas, como el metabolismo energético, una escasa capacidad de sintesis

y mecanismos de endocitosis y exocitosis'>!.

Las plaquetas no activadas son elementos discoides biconvexos de 2,9 a 4,2 pm de
didmetro y 0,6 a 1,2 pm de grosor, que siguen el modelo geométrico de un elipsoide de
revolucion oblato. En la sangre periférica de sujetos sanos, su ndmero oscila entre 1,5 y 4
x 10% células/ml, con una tasa de produccién diaria de 5,5 x 107 células/ml/dia. La vida
media de las plaquetas en circulacion, en sujetos normales, oscila entre 7 y 10 dias,
desapareciendo de la misma por envejecimiento o por consumo en procesos
fisiopatolégicos'2.

La membrana plaquetaria esta dividida en tres capas: una cubierta exterior o glicocdlix, de
15 — 20 nm de grosor, que contiene receptores glicoproteicos, entre ellos el complejo
Ib-IX, que interacciona con el factor de von Willebrand en el proceso de adhesion, y el
complejo llb-1lla, que lo hace con el fibrinbgeno durante la agregacion. También presenta
otros receptores capaces de iniciar la activacion plaquetaria. Las glicoproteinas (GP)
ademas, integran en su estructura quimica los principales antigenos plaquetarios de
membrana. La segunda capa es una tipica unidad de membrana o bicapa fosfolipidica,
asimétrica, especialmente rica en acido araquidénico. En respuesta a la activacion, la

membrana expone una superficie cargada negativamente, esencial como soporte de los
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factores de la coagulacién (actividad procoagulante), y el acido araquidénico entra en el
metabolismo de los eicosanoides, participando en la transmision del estimulo recibido en
la membrana hacia las regiones celulares efectoras. La capa mas interna es el area
submembranosa, que estd unida a las porciones transmembranosa de algunas
glicoproteinas, y contiene filamentos que forman parte del citoesqueleto. En esta zona se
produce la transformacién de las sefales recibidas en la superficie exterior en los
mensajes quimicos y alteraciones fisicas que activaran a la plaqueta'>3.

Las GP de la membrana plaquetar actian como receptores mediando, entre otras, en la
adhesion de las plaquetas sobre las superficies vasculares dafadas y la interaccion
plaqueta-plaqueta o agregacion plaquetaria. Tipos de GP de membrana:

- GP la: es el receptor para el colageno, y alternativamente, puede estar involucrada en la
interaccion de las plaquetas con un cofactor de adhesion plaquetario al colageno, como
es el caso de la proteina adhesiva fibronectina'>#-160.

- GP Ilb: posee un alto contenido en hidratos de carbono, contribuyendo a la carga neta
negativa de la membrana plaquetaria. Esta compuesta por dos subunidades, oy 1§, unidas
por puentes de disulfuro. Esta GP es capaz de formar complejos en la membrana
plaquetaria. A nivel de la membrana conecta con la GP IX, mientras que en la porcién
citoplasmatica interacciona con una proteina del citoesqueleto llamada actin binding
protein (ABP). La unién del complejo GP Ib-IX a proteinas contractiles puede ser
especialmente importante en el proceso de adhesion plaquetaria. La GP Ib desempena un
papel fundamental en la hemostasia primaria, actuando como receptor de contacto de las
plaquetas con el subendotelio. Este paso esta mediado por el factor de von Willebrand

adsorbido al coldgeno o a otros componentes del subendotelio. Cuando se une al

41



subendotelio, el factor de von Willebrand adquiere una conformacién que permite su
interaccion con la superficie plaquetaria. También se ha descrito que la GP Ib participa en
la interaccion de las plaquetas con la trombina, ya que algunos anticuerpos anti-GP Ib
inhiben la agregacion y secrecion plaquetar inducidas por la trombina®®-163,

- GP Ic-lla: puede actuar como receptor de la laminina, proteina de la estructura
subendotelial del vaso.

- Complejo glicoproteico Ilb-llla: es el complejo mds abundante en la membrana
plaquetaria. Es el lugar de unién de diferentes proteinas adhesivas: fibrin6geno,
fibronectina, factor de von Willebrand, vitronectina, trombospondina y colageno. El
complejo GP lIb-llla juega un importante papel en los procesos de agregacion plaquetaria,
actuando como receptor del fibrinégeno, el cual al unirse a este complejo glicoproteico
de las plaquetas activadas, forma un puente entre ellas, favoreciendo la agregacion de las
mismas. El sitio de unién del fibrinégeno al complejo GP llb-Illa s6lo es accesible cuando
la plaqueta ha sido previamente activada. También participa en la transmisiéon del
estimulo activante, el control del cambio de forma de las plaquetas, la formacion de
puentes plaqueta-plaqueta, y la mediacién de las interacciones de las plaquetas con la
matriz extracelular.

-GP IV o lllb o CD36.

Las plaquetas poseen otros receptores no glicoproteicos que regulan la activacién y
agregacion plaquetarias. La adrenalina posee receptores adrenérgicos, cuya unién induce
la agregacion plaquetaria. EIl ADP se une a receptores especificos, induciendo la

exposicion de GP llb-Illa y favoreciendo la agregacion plaquetaria a través de puentes de
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fibrin6geno. Ademas el ADP inhibe la adenilciclasa, enzima que interviene en los
procesos de inhibicién plaquetar por incrementar los niveles de AMPc!64165,

El citoesqueleto plaquetario esta formado por proteinas como la actina, miosina,
tropomiosina y microtibulos de tubulina. Estas proteinas son responsables del

mantenimiento de la forma, movimiento externo (extension) o interno (contraccion)!>3.

La plaqueta contiene tres tipos de granulos citoplasmaticos: granulos o, granulos densos y
lisosomas, que son liberados al medio extracelular por exocitosis como consecuencia de
la estimulacion plaquetaria, proceso conocido como reaccién de liberacion. La cinética
de la secrecién de los diversos tipos de granulos es secuencial, dependiendo de la
intensidad de activacién plaquetaria. La liberacion de los granulos o requiere una
estimulacién menor de las plaquetas que para la liberacion de los granulos densos, y ésta,
a su vez es menor que la necesaria para la liberacién de los lisosomas.

Una plaqueta posee aproximadamente unos 50 a 80 granulos o, con un didmetro que
oscila entre 200 a 500 nm. El contenido de estos granulos o consiste en factores
mitogénicos (PDGF), proteinas plaquetarias especificas (factor plaquetario 4, B-
tromboglobulina, proteina basica), factores de coagulacién (fibrinégeno, factor de von
Willebrand, Factor V), proteinas adhesivas (trombospondina, fibronectina), factores de

permeabilidad vascular, inhibidores proteoliticos y factores fibrinoliticos'®®. (Figura 3).
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Granulos alfa de las plaquetas

AlbUmina
18G

Prot. plasmaticas Fibrinégeno
Factor V
FvW
Etc.

FP4
Prot. plaquetarias
B-TG

PDGF
PDAF
PDEGF
Reparacién tisular TGF-alfa
TGF-beta
H-FGF

Figura 3: Contenido de los Granulos “a”.

Los granulos densos “ojo de buey” poseen una mayor densidad que los granulos a al ser
observados al microscopio electrénico, por su alto contenido en calcio y fésforo.
Contienen nucleétidos de adenina (ADP, ATP), serotonina o 5-hidroxitriptamina, calcio y
fosforo, y son liberados al medio extracelular tras la activacion plaquetaria, favoreciendo
la agregacion y activacion plaquetar'>!.

Los lisosomas poseen un contenido enzimatico de actividad hidrolitica y proteolitica.

En condiciones normales, una solucién de continuidad en el endotelio vascular, expone el
coldgeno subendotelial, inicidndose los procesos de la hemostasia primaria, con la
interaccion entre la plaqueta y la superficie vascular dafiada. El endotelio produce
sustancias favorecedoras del proceso trombético, como el factor activador plaquetario, el

factor de von Willebrand, factor VIII, el factor tisular, la endotelina-1, el inhibidor de la
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activacion del plasminégeno y diferentes moléculas de adhesion. Pero también produce
otras sustancias con una funcién fundamentalmente antitrombética, como prostaciclinas,

activador tisular del plasminégeno, activador de la uroquinasa, proteina S, etc.

Tras la produccién de una lesién vascular, el vaso se contrae, y las plaquetas
interaccionan con las estructuras subendoteliales, iniciandose las etapas de adhesion,
agregacion, activacion y reclutamiento plaquetario. (Figura 4). El dano vascular, sirve
también como sefal para el inicio de la cascada de la coagulacién, que dara lugar a la
formacién de trombina, otro importante inductor plaquetario, que contribuirda a la

formacién del trombo y de fibrina que facilitara la consolidacion del mismo'!.

ADHESION
ACTIVACION

a) b)

CONSOLIDACION
RECLUTAMIENTO

) d)

Figura 4: Secuencia de formacién del trombo plaquetar
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Adhesion Plaquetaria:

Constituye la primera etapa de la hemostasia primaria. Las plaquetas se adhieren a varios
componentes subendoteliales, como el factor de von Willebrand, el colageno, la
trombospondina, la fibronectina o la laminina, gracias a la participaciéon de varios
receptores de su membrana plasmatica. Los dos primeros son los mds importantes en los
procesos adhesivos, asi, el factor de von Willebrand media la adhesién plaqueta-vaso sin
necesidad de una activacion plaquetar previa, y el coldgeno subendotelial favorece el
proceso de adhesion plaqueta-vaso y ademds puede activar a las plaquetas'®”.

En el inicio del proceso de adhesién plaquetar, el complejo glicoproteico Ib/IX se une al
factor de von Willebrand a su vez unido al subendotelio. También la GP IV y el complejo

GP la/lla de la membrana plaquetaria, se unen al colageno del subendotelio. (Figura 5).

Adhesion Plaquetar

plaqueta

( ) Cél. endotelial

@

Factor von Willebrand

Fibrinogeno

Colageno

Figura 5: Elementos participantes en la Adhesion plaquetar

Una etapa subsiguiente a la adhesion plaqueta-vaso es la adhesion plaqueta-plaqueta.

Este proceso tiene lugar cuando el vaso se ha recubierto por una monocapa de plaquetas.
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En él intervienen otras proteinas de la membrana plaquetaria y otras proteinas adhesivas,
como la GP Ib que interacciona con el factor de von Willebrand, la GP lc que
interacciona con la fibronectina, y la GP IV que interacciona con la

trombospondina©8169,

Agregacion Plaquetaria:

La agregacion plaquetaria es un fenémeno que se inicia con la interaccién entre un
inductor (fibrin6geno) y un receptor especifico de la membrana plaquetaria (complejo
glicoproteico llIb/llla) en presencia de calcio, formandose puentes de unién plaqueta-
plaqueta. Esto conduce a una serie de cambios morfolégicos y bioquimicos de la
plaqueta, que se caracterizan por la transformacién de una forma discoidal a una forma

esférica con emisién de pseuddpodos y centralizacion de sus granulos'>3. (Figura 6)

Agregacion Plaquetar

plaqueta

GP Ic-lla
o factor von Willebrand

Colageno

Figura 6: Elementos participantes en la Agregacion plaquetar
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Reclutamiento:

Las plaquetas activadas liberan al microentorno celular sus productos granulares, que a su
vez interaccionan con células del entorno y otras plaquetas, favoreciendo el crecimiento
del trombo y dando lugar al fenémeno oclusivo. Una vez liberado el contenido granular,
la agregacién plaquetaria, que hasta este momento era reversible, se convierte en

irreversible.

Consolidacion del Trombo:

Simultaneamente a estos procesos, tras la produccion de la lesién vascular, se inicia la
cascada de la coagulaciéon por su via intrinseca, que culmina con la formacién de
trombina. La trombina amplifica la formacién del trombo plaquetario favoreciendo los
fenémenos de agregacion y liberacion plaquetar, y por otra parte da lugar a la formacion y
polimeracién de la fibrina. La interaccion de las plaquetas con la malla de fibrina, junto a
pequenas cantidades de fibronectina plasmadtica, vitronectina y trombospondina, forma un
entramado que consolida el trombo, deteniendo la hemorragia y cerrando de manera
permanente el lugar de la lesion, protegiendo a la herida de posibles contaminaciones

bacterianas y de la pérdida de humores.

El codgulo constituye el andamiaje basico para la formacién del nuevo tejido cicatricial, y
proporciona una matriz provisional a través de la cual las células pueden migrar durante
los procesos de reparaciéon. Ademds el codgulo también sirve de reservorio de citoquinas
y FC liberados en la degranulacién plaquetaria. Este «cocktail» precoz de FC constituye el

pistoletazo de salida de los procesos de cierre de la lesion, proporciona sehales
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quimiotacticas para reclutar células inflamatorias circulantes hacia la zona lesionada, y
estimula la caracteristica respuesta angiogénica de la herida'”°. (Figura 7)

Al mismo tiempo la agregacion plaquetar y los procesos de coagulacién sanguinea deben
permanecer localizados en el lugar de la lesién, para que los procesos trombdticos que
ellos mismos originan no pongan en peligro a la totalidad del organismo. Por esta razon,
en la sangre circulante se controla continuamente el proceso de coagulacién mediante la

activacion de sustancias del sistema fibrinolitico.

(ENDOTELIO VASCULAR LESIONADO

- [ l COLAGENO

| P———'

o o

FT

Voo
./

FT-Vila

Malla de

XI Fibrina

X

Protrombina
Xia —» IX — Vilia-IXa —» l

Xa-Va ——>

« TROMBINA

|

Vil FIBRINOGENO —# FIBRINA

Figura 7: En el momento en que se produce la lesion aparece una hemorragia desde los vasos sanguineos dafiados adyacentes. El
primer objetivo de los procesos reparativos es el de detener la hemorragia. Al producirse una lesién, las células dahadas liberan
sustancias vasoactivas que provocan una vasoconstriccién, evitando una mayor pérdida de sangre. Las plaquetas interaccionan con
estructuras subendoteliales, inicidndose las etapas de adhesién, agregacién, activacién y reclutamiento plaquetario. El dafo vascular
también sirve de sefal para el inicio de la cascada de la coagulacién (via intrinseca), dando lugar a la formacién de trombina, otro
importante inductor plaquetario, que contribuird a la formacion del trombo y de fibrina que facilitard la consolidacién del mismo. El
Factor Tisular (FT) de origen extravascular se expresa cuando existe un dafo vascular, el FT se une rapidamente al factor VIl y lo activa
para formar el complejo FT/Vlla, éste a su vez activa a sus sustratos, los factores X y IX, el factor Xa se une a su cofactor el Va y generar
trombina. La trombina que se genera activar a los factores VIII, V, Xl y las plaquetas.
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Las arteriolas, que se constrineron brevemente en el momento de producirse la lesion, se
dilatan por medio de la accién de sustancias vasoactivas como la histamina, la serotonina
y la quinina. Esto conduce a una intensa irrigacion sanguinea en la zona de la lesién y un
incremento del metabolismo local. La vasodilatacién provoca un aumento de la
permeabilidad vascular con un aumento de la exudacién de plasma sanguineo al
intersticio. Un primer impulso exudativo tiene lugar aproximadamente 10 minutos
después de que se produzca la lesién, y un segundo impulso después de transcurridas
entre una y dos horas. Luego se va desarrollando un edema, a cuya formacion
contribuyen de forma adicional la ralentizacién de la circulacién sanguinea, pero también
la acidosis de la zona de la lesion. La acidosis local intensifica los procesos catabélicos, el
aumento del humor histico, y diluye los productos téxicos de descomposicion producidos

por los tejidos y las bacterias.

La degranulacién plaquetaria durante la formacién del codgulo libera distintos FC, como
el PDGF, el VEGF, el bFGF, el IGF-1, el EGF y el TGF-B, que son potentes factores
quimiotacticos de células inflamatorias, sobre todo el PDGF y el TGF-R. Los FC liberados
desde las plaquetas parecen ser los iniciadores de la cascada de acontecimientos que
dirigen a la curacién, difundiéndose rapidamente desde el lugar de la lesién y finalmente
degradados por proteasas'#?. Hay una gran variedad de sefales quimiotacticas que atraen
neutréfilos y monocitos al lugar de la lesién. Ademds de los FC hay otras senales
quimiotacticas para estas células inflamatorias como péptidos formil metionil escindidos
de proteinas bacterianas cuando hay contaminacién del lecho lesionado, productos de la

reaccion proteolitica de la fibrina y otros componentes de la matriz!7°.
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Entre dos y cuatro horas después de que se produzca la lesién, y dentro del marco de las
reacciones inflamatorias, se inicia la migracion de leucocitos o fagocitos periféricos,
capacitados para fagocitar restos tisulares y gérmenes exogenos, hacia la region tisular
dafada. Esta migracién es un fendmeno complejo que envuelve procesos de
reconocimiento celular por parte de las células endoteliales y de los componentes de la
matriz, a través de moléculas especificas de adhesién (selectinas, integrinas, etc.).

Las citoquinas y los FC promueven la expresion de moléculas de adhesién en poblaciones
endoteliales y leucocitarias. Por ejemplo, el TGF-B potencia la expresion de receptores de
integrina $1 en los monocitos que modulan la interaccién celular con componentes de la
matriz'”!. Asi, los neutrdfilos y los monocitos son reclutados de la circulacién sanguinea
gracias a cambios moleculares que se originan en la superficie de las células endoteliales
de los capilares que se ubican en el lugar de la herida. Inicialmente algunas moléculas de
la familia de las selectinas son expresadas para permitir una rapida pero ligera unién de
los leucocitos a las células endoteliales, enlenteciendo su velocidad y verificando el
rodamiento (“rolling”) por las paredes de los vasos, siendo de este modo extraidos de la
circulacién sanguinea rapida. Seguidamente se establecen fuertes uniones moleculares
mediadas por integrinas del tipo 82 que detienen las células, permitiendo la extravasacién
de los leucocitos activados a través de los espacios entre las células endoteliales, pasando
al espacio intersticial'72.

Estudios realizados en ratones transgénicos fueron los primeros en aportar informacién
sobre las cruciales adhesiones celulares que aparecen en este proceso; asi se observo que

|//

en los ratones carentes de [-selectina, el “rolling” leucocitario y su extravasacion estan

severamente danados'79.

51



Los neutréfilos llegados al lugar de la lesién, ademas de liberar enzimas proteoliticos para
eliminar regiones dafadas y sin vitalidad, combatir y despejar la contaminacion
bacteriana inicial, son también una fuente de citoquinas proinflamatorias (TNF-a, e
interleuquinas) que probablemente constituyen una de las mas tempranas senales para la
activacion local de fibroblastos y queratinocitos. Su nimero alcanza un pico a las 24
horas de la lesién, y a partir de entonces cae gradualmente, cesando la infiltracion de
neutréfilos en la zona lesionada en unos pocos dias, y siendo fagocitados por los
macrofagos'’. En ausencia de infeccion, los neutréfilos no son requeridos en ulteriores
fases de la reparacién tisular normal'”!. Si se produjese una infeccién, la migracién de
leucocitos se mantendria, y se intensificaria la fagocitosis, prolongandose la fase

inflamatoria y retrasdndose la curacién de la herida.

Transcurridas las primeras 24 horas se produce la migracién de monocitos a la zona de la
lesion, reclutados desde la circulacion sanguinea (gracias a factores quimiotacticos como
TGF-B, sobre todo'”3, y también PDGF y FGF), alcanzando su pico maximo a las 48 horas
después de producirse la herida. EIl PDGF también induce la sintesis de MCP-I/JE por las
células tisulares circundantes, y esto constituye un persistente estimulo para la infiltracion
por monocitos'”!. Los monocitos se transforman en macréfagos en el drea de la lesién, de
modo que al tercer dia los neutréfilos han sido sustituidos en gran parte por macréfagos.
Los macréfagos ocupan un papel central en la cicatrizaciéon, de hecho, ésta no seria
posible sin su participacion. Atraidos por estimulos quimiotacticos provocados por toxinas
bacterianas, migran en densas filas desde la sangre hasta llegar a la herida. Ademas de su

importante funcién fagocitadora'’?, capturan y modifican parcialmente antigenos para
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después ponerlos a disposicion de los linfocitos de una forma reconocible. Si la
infiltracion de macréfagos fuese impedida, el proceso de reparacién se veria severamente
afectado'”4.

Los macréfagos liberan una bateria de citoquinas y FC en la region lesionada que
amplifican las sefales precoces liberadas por plaquetas y neutréfilos'”, y a su vez
estimulan y controlan la deposiciéon de proteinas de la matriz, la angiogénesis y la
reepitelizacion en el caso de lesiones cutaneas'”!. Por ello son considerados una fuente

esencial de citoquinas que conducird a la reparacién de la herida'>9171.

V. 2.3. Fase proliferativa

Esta fase comienza aproximadamente al cuarto dia de la lesién. Existe un predominio de
la proliferacién celular, con el fin de rellenar la zona defectuosa con tejido neoformado.
Los FC liberados por los macréfagos estimulan la migracion de fibroblastos (TGF-R y
PDGF fundamentalmente), células epiteliales (EGF) y células del endotelio vascular ilesas
de los margenes de la lesién (bFGF y IGF-1)175; a su vez, estas células proliferan iniciando
la fase proliferativa, que a menudo dura varias semanas.

La migracién de fibroblastos y su ulterior proliferacion es desencadenada por TGF-,
PDGF, EGF, FGF, y las citoquinas fibrogénicas (IL-1 y TNF-a)'7>.

A partir del tercer dia, los fibroblastos que derivan del tejido circundante van
incrementando su ndmero dentro de la herida, se diferencian y comienzan a depositar

coldgeno y proteoglicanos (macromoléculas de la matriz extracelular)!”!.
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La reticula de fibrina es aprovechada como matriz por los fibroblastos para la formacién
del coldgeno. Las distintas poblaciones celulares presentes en la herida liberan varios FC
(los fibroblastos concretamente bFGF, IGF-1, TGF-P, PDGF y KGF vy las células
endoteliales bFGF y PDGP). Muchos de los FC que regulan la proliferacion de los
fibroblastos, estimulan también la sintesis del colageno (PDGF, FGF, TGF-R). El factor de

crecimiento mas importante que participa en la fibrosis inflamatoria es el TGF-3'7°.

La reparacion de un tejido no puede progresar sin la formacién de nuevos vasos que
garanticen un aporte adecuado de sangre, oxigeno y nutrientes. Ademas los vasos
neoformados son esenciales para asegurar una funcién normal de fibroblastos y
leucocitos. El oxigeno y los nutrientes permiten a los fibroblastos dividirse y sintetizar
coldgeno y otras proteinas de la matriz'”!.

Gracias a los FC, los vasos intactos del borde de la herida generan brotes vasculares que
migran a la zona lesionada y al codgulo sanguineo colindante; la degradacion proteolitica
de la membrana basal del vaso progenitor, la migracién de las células endoteliales hacia
el estimulo angiogénico (VEGF, bFGF, IGF-1), la proliferacion de las células endoteliales
justo detras de las células que migran, la maduracién de las células endoteliales y el
reclutamiento de las células periendoteliales, son pasos sucesivos también regulados por

los FC177.
Los macrdéfagos activados son parte integrante de la respuesta neovascular y liberan bFGF
y VEGF. El bFGF también es liberado tras la degradacién enzimatica de la membrana basal

subendotelial. EI VEGF, principal estimulador de la angiogénesis, y el bFGF estimulan la
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migracion y division de las células endoteliales'’!. Los queratinocitos de los bordes de la
herida al igual que los macréfagos, también liberan VEGF posiblemente en respuesta a
FGF y a TGF-a, y simultaneamente, uno de sus receptores, flt-1, es regulado positivamente
por las células endoteliales en el lugar de la lesién. La expresion del VEGF también es

estimulada por otros FC (como TGF-8, PDGF, TGF-a) y citoquinas'”8.

El bFGF es un potente factor angiogénico; cuando este factor es experimentalmente
anulado con anticuerpos monoespecificos contra receptores de bFGF, la angiogénesis es
bloqueada de forma casi completa'”®. El IGF-1 es, asimismo, un potente agente
quimiotactico para las células del endotelio vascular'®9, existiendo ademas otros factores
como el PDGF y el TGF-f, que son importantes en la correcta maduracion vy

remodelacién vascular'80,

Las células endoteliales deben aumentar la expresion de integrinas como las av 3 si
quieren responder a alguna senal angiogénica de la lesion. Las av 3 estdn expresadas
transitoriamente en los extremos de los capilares en crecimiento del tejido neoformado, y
la presencia de péptidos o anticuerpos que bloqueen estas integrinas causan un fallo de la

angiogénesis, y como resultado, un tejido con un importante deterioro de su reparacion.

Al igual que ocurre con las demds migraciones celulares en la zona dahada, la

morfogénesis capilar también depende de una severa regulacién de la proteolisis de la

matriz circundante durante la fase de invasion.
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A través de sucesivas divisiones de las células endoteliales se origina una figura
canaliculada, la cual se vuelve a dividir en su extremo adquiriendo una forma de botén.
Pequenos lazos capilares se forman y canalizan, permitiendo el flujo de la sangre'”!. Estos
botones vasculares individuales crecen uno encima de otro y se unen formando asas
vasculares, que a su vez se seguiran ramificando, hasta que se topen con un vaso mayor
en el que pueden finalmente desembocar. En la sangre también existen células
germinales endoteliales circulantes'®.

Una lesién bien irrigada se encuentra extremadamente vascularizada, incluso la
permeabilidad de los nuevos capilares formados es mayor que la de los capilares
normales debido al aumento del metabolismo en el area de la herida. Sin embargo, los
nuevos capilares tienen una menor capacidad de resistencia ante sobrecargas mecdnicas.
Con el transcurso del tiempo el tejido neoformado madura y se transforma en tejido

cicatricial, que reduce su densidad vascular'®!.

La matriz extracelular estd formada en parte por carbohidratos glucosaminoglicanos.
Muchos de éstos se combinan con moléculas de naturaleza proteica para formar
proteoglicanos. Los fibroblastos producen por una parte coldgeno, que madura fuera de
las células hasta transformarse en una fibra que proporciona resistencia al tejido, y por
otra parte proteoglicanos. Muchos FC, incluyendo el bFGF, el VEGF y el PDGF, también se
unen a las proteinas de la matriz. Asi, las interacciones entre los FC de la matriz y las
células son importantes para determinar el comportamiento celular y la accién de diversas

citoquinas'’!.
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Los fibroblastos fusiformes no son transportados a la region lesionada mediante la
circulaciéon sanguinea, sino que proceden principalmente de los tejidos locales préximos
y son atraidos por quimiotaxis. Como una respuesta temprana a la lesién, los fibroblastos
dérmicos localizados en las proximidades de la herida comienzan a proliferar, y tres o
cuatro dias después de producirse la herida comienzan a migrar hacia el interior de la
matriz provisional del coagulo de la misma, depositando su propia matriz rica en
coldgeno. El retraso de la fase premigratoria parece ser debido principalmente al tiempo
requerido por los fibroblastos para salir de su estado de quiescencia, y como
consecuencia de ello, no aconteceria en un segundo tiempo si la herida se reabriera y una
nueva matriz provisional fuera depositada debajo. Muchos de los FC presentes en la
lesion pueden actuar bien como mitégenos, bien como factores quimiotacticos para los
fibroblastos de la herida, y algunos, como ciertas isoformas de PDGF y TGF-'7°, pueden
ejercer ambas acciones. La activacién de las isoformas BA y 3B relacionadas con el factor
de crecimiento TGF-3, son inducidas en los fibroblastos que proliferan en los margenes de
la herida, y en los queratinocitos adyacentes de los bordes de la herida, respectivamente;
no esta claro todavia qué células responden a estas sefales activadoras, pero es muy
probable que su significado funcional se solape a las senales del TGF-[3'82.

Los fibroblastos del tejido adyacente, que normalmente subyacen en una matriz rica en
coldgeno, deben disminuir sus receptores de coldgeno (a2) y aumentar las integrinas
capaces de unirse a la fibrina, fibronectina y vitronectina (a3 y a5), que utilizardn como

una tuberia para introducirse en el coagulo'°.
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Poco se conoce acerca de la regulacion de la activacién del citoesqueleto de actomiosina,
que debe ser crucial en el proceso de la migracién fibroblastica, como se desprende del
hecho de que los fibroblastos de ratones transgénicos carentes del efecto de desunion de

la proteina gelsolina tienen impedida la respuesta migratoria en cultivos'”°.

Alrededor de una semana después de producirse la herida, el codgulo localizado en el
tejido lesionado ha sido completamente invadido y reemplazado por fibroblastos
activados que son estimulados por TGF-R1 y otros FC para sintetizar y remodelar una

nueva matriz rica en coldgeno'’°.

La degradacion del codgulo sanguineo dara lugar a la aparicion de aminodcidos, que
sirven de sustrato nutritivo para los fibroblastos. De forma simultanea, los fibroblastos
utilizan la reticula de fibrina que se formé durante la coagulacién sanguinea como matriz
para la formacién de colageno. Este proceso, que es controlado por la enzima plasmina,

se denomina fibrinolisis.

Si en esta drea persistieran hematomas, tejido necrético, cuerpos extraios y bacterias, se
retrasaria tanto la reconstitucion vascular como también la migracién de fibroblastos. El
alcance de la neoformacion tisular se corresponde de forma directa con la envergadura de
la coagulacién sanguinea y la dimensiéon del incidente inflamatorio, incluido el

desbridamiento endégeno realizado con la ayuda de la fagocitosis'”°.
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Aln cuando los fibroblastos sean definidos usualmente como un tipo celular uniforme,
difieren entre ellos en sus funciones y sus reacciones frente a los FC. Asi en el 4rea de la
lesion se pueden encontrar fibroblastos de diferentes edades, que difieren en sus

funciones de secrecién como también en el tipo de reaccién frente a los FC'70.

V.2.4. Fase de Diferenciacion y Remodelacion

En esta fase comienza la maduracion de las fibras de colageno, la extension de la lesién
se reduce, disminuye la presencia vascular y el contenido de agua del tejido neoformado,
que gana en consistencia, y se transforma finalmente en un tejido reparado’”°.

Para que el tejido neoformado sea sustituido por una cicatriz son necesarios cambios en la
matriz extracelular; el PDGF, el FGF vy diversas citoquinas (IL-1, TNF-a) inducen la
secrecion de metaloproteinasas (MMP) por parte de los fibroblastos, macréfagos,
neutréfilos, y algunas células epiteliales, que degradan el coldgeno y otras proteinas de la
matriz extracelular. El metabolismo del coldgeno dentro de la zona lesionada mantiene
un equilibrio entre sintesis y degradacion'”!. La digestion del colageno maduro resulta de
la ruptura de una localizacion especifica dentro de la triple hélice por la colagenasa
intersticial (metaloproteinasa-1 de la matriz). La colagenasa intersticial es producida por
diferentes tipos celulares, incluyendo células endoteliales, monocitos y fibroblastos. Se
libera como una forma inactiva y es proteolizada por la plasmina o estromelisina para

generar la enzima activa.
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Una vez formadas, las MMP son inhibidas rapidamente por sus inhibidores tisulares
(TIMP). Los TIMP son importantes en la regulacién de la actividad de la colagenasa. Las
MMP vy los TIMP son esenciales en la remodelacion del tejido conjuntivo. El TGF-B inhibe
las MMP, es un potente estimulador de la produccién de procolageno y TIMP-1 y bloquea
la induccién de colagenasa por otras citoquinas. Asi, el TGF-[ tiene un papel fundamental
en la inhibicion de la colagenolisis, dirigiendo la deposiciéon de colageno y de otras
proteinas de la matriz'”!. El resultado final de los procesos de sintesis y degradacion es la

remodelacion.

La retraccion de las fibras colagenas s6lo desempeia un papel secundario en la reduccién
del espacio lesionado en algunos tejidos (heridas cutdneas). Los fibroblastos tienen una
intervencion mucho mas decisiva en la contraccién, ya que en ciertos tejidos una vez
concluyen sus actividades de secrecién se transforman en parte en fibrocitos (estado de
reposo) y en parte en miofibroblastos, que al igual que las células musculares lisas
contienen actomiosina, proteina muscular con capacidad para generar fuerzas contractiles
que hacen posible la contraccién'®3. Esta conversion es activada por FC tales como TGF-
31183 y sefiales mecdnicas relacionadas con las fuerzas que resisten la contraccién. Al
contraerse los miofibroblastos se tensan al mismo tiempo que las fibras coldgenas y el
tejido de reparacion se retrae'”°.

La contraccién reduce la superficie de la herida, y hace que la zona de reparacién
incompleta se mantenga lo mas reducida posible'’°. In vitro, los fibroblastos se alinean a
lo largo de las fibras de un gel de coldgeno y promueven un proceso similar por un

mecanismo energético-dependiente. El TGF-B puede aplicarse para estimular la
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contraccion de geles de colageno in vitro. La vascularizacion de la herida decrece hasta
que queda un tejido fibrético acelular. Los factores implicados en esta transformacién son

menos conocidos!”0.

Las diversas fuerzas de tensién que son ejercidas por los fibroblastos antes, durante y
después de la contraccion de la herida, han sido estudiadas en modelos de sistemas de
geles de coldgeno. Varios FC son potentes estimulantes de la contraccion del gel
conducida por los fibroblastos, y presumiblemente son sefales para la contraccién del
tejido in vivo. Las sefales que frenan potencialmente la contraccién estan siendo
analizadas por liberacién de las fuerzas mecanicas de los geles fijados desde su unién al
sustrato, para simular la pérdida de resistencia que ocurre cuando el tejido se ha
reparado. Unos minutos después de liberarse de las fuerzas de resistencia, los fibroblastos
activan cAMP, que es la sefial de transduccién del camino que involucra la entrada de
iones de Ca?* extracelulares y la produccién de acido fosfatidico por la fosfolipasa D'84.
Seguidamente, los receptores del PDGF y el EGF pierden sensibilidad, y las células

retornan a un estado quiescente similar al que tenian antes de producirse la herida'’°.
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V. 3. TENDONES Y LIGAMENTOS

V.3.1 Tendones85/186

Un tenddn es un cordén fibroso cilindrico o aplanado que une el musculo al hueso. Esta
compuestos por diferentes fibras tendinosas o fasciculos separados por tabiques de tejido
conectivo. El conjunto esta recubierto por un revestimiento conectivo o peritenon.

Los tendones estan formados por fibrillas coldgenas embebidas en una matriz de
proteoglicanos asociado a una relativa escasez de células de naturaleza fibroblastica.

Los fibroblastos, el tipo celular predominante en el tendén, estdn distribuidos en filas
paralelas largas en los espacios entre los haces de coldgeno. Los cuerpos celulares son
alargados o fusiformes y estan orientados en filas cuando son observados en un corte
longitudinal al microscopio. Cuando son observados en una seccién transversal, los
bordes celulares aparecen oscuros y en forma de estrella entre los haces de colageno. El
citoplasma de los fibroblastos se tifie de color oscuro con los colorantes basicos y
contiene un centrosoma claro adyacente al nicleo redondeado y denso, también contiene
un reticulo endoplasmético abundante y un aparato de Golgi bien desarrollado. El ntcleo
contiene un nucleolo voluminoso. La tincién con orceina permite descubrir la existencia
de fibras elasticas poco abundantes, dispersas entre las fibras de colagenas y paralelas a
éstas.

Los fibroblastos son capaces de elaborar los cuatro principales componentes de la matriz

extracelular: proteoglicanos, GP de estructura, elastina y colageno.
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El principal componente del tendén es el coldgeno del tipo 1 (86% del peso seco). El
coldgeno contiene una elevada concentracion de glicina (33%), prolina (15%) e
hidroxiprolina (15%). Tres cadenas de coldgeno se combinan, formando una molécula de
coldgeno. En el coldgeno de tipo | hay 2 cadenas polipeptidicas idénticas Ilamadas o y
una cadena diferente [lamada cadena a2. Las tres cadenas estan enrolladas en una triple
hélice con giro a la derecha mantenida por puentes de hidrégeno y enlaces covalentes. La
asociacion de moléculas de coldgeno en una unidad de baja energia hace que se requiera
una gran cantidad de energia, y por lo tanto, de fuerza para separar estas moléculas,
hecho que explica en parte la fuerza de la estructura. De esta forma las moléculas de
coldgeno se combinan para formar unidades de microfibrillas (5 moléculas de colageno),
subfibrillas y fibrillas. Estas unidades estdan ordenadas en haces estrechamente compactos,
estrictamente paralelos, orientados en un patrén longitudinal especifico. En este nivel los
proteoglicanos y GP se asocian con el agua formando una matriz, uniendo las fibrillas
para formar fasciculos.

Los fasciculos dentro del tendén se mantienen unidos por tejido conectivo laxo, e
endotenddn, que permite el movimiento longitudinal de los fasciculos coldgeno y soporta
vasos sanguineos, linfaticos y nervios.

Los tendones tienen tipicamente fuerza tensil. En las articulaciones que soportan grandes
cargas compresivas adoptan aspecto semejante al cartilago. Los tendones que se doblan
demasiado (flexores de la mano) estan encerrados en una vaina que actéa como polea y
dirige al tenddén. Los tendones que no poseen vaina, se mueven en linea recta y estan
rodeados por tejido conjuntivo areolar laxo llamado paratendén, que se continda con el

tendon.
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Reciben su aporte sanguineo de los vasos del perimisio, de la insercién periéstica y del
tejido circundante a través de vasos en el paratendén o mesotendén. Los tendones que
estdn rodeados por paratendén se han llamado tendones vasculares, y los que estan
rodeados por bandas fibrosas, avasculares. La red vascular intratendinosa se dispone en
forma de escalera con numerosas anastomosis. En la unién osteotendinosa las arterias son
filiformes, sin trayecto fijo.

La presencia de terminaciones nerviosas en el tendén le permite intervenir en la

contraccién muscular.

Las propiedades de los tendones dependen de las propiedades mecénicas y de la
arquitectura de las fibras de coldgeno, asi como de las fibras elasticas y de los
proteoglicanos. En la curva carga-esfuerzo, la curva de deformacién empieza con la
region basal, en la cual el tendén se estira facilmente, sin mucha fuerza. Esta region basal
es pequena y disminuye con la edad. Al aumentar el esfuerzo entramos en la region lineal
o médulo elastico del tendén. Después de la region lineal, con grandes esfuerzos, la curva
de deformacién puede terminar abruptamente o dirigirse hacia abajo como resultado de
cambios irreversibles (fracaso) o de la elongacién permanente del tendon. Asi para
describir una curva de deformacién debe definirse la pendiente de la regién lineal
(médulo elastico), la carga maxima (fuerza tensil final), el esfuerzo (esfuerzo final) y el

area bajo la curva (densidad de energia del esfuerzo para llegar hasta la rotura).

Los tendones tienen propiedades viscoeldsticas. Cuando se realiza una prueba ciclica en

un tendén con carga y descarga repetida, la curva de deformacion se desplaza a la
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derecha, se vuelve menos rigido. La respuesta viscoelastica regula no sélo la tensién, sino
también la elongacion y, por lo tanto, las caracteristicas de la contracciéon muscular. Se
cree que estas caracteristicas viscoelasticas son el resultado de las propiedades viscosas
de la matriz interfibrilar de mucopolisacaridos (sustancia fundamental). Asi, el tendén que
contiene mas coldgeno y menos sustancia fundamental muestra menos efectos
viscoeldsticos y es mas puramente elastico.

Los factores que afectan las propiedades biomecénicas de los tendones son la localizacién
anatémica, el ejercicio y la edad.

La mayoria de los tendones pueden resistir fuerzas tensiles mas grandes que las que
pueden ejercer sus musculos o las que pueden resistir los huesos. Como resultado, las
fracturas por avulsién y rotura de los tendones se producen con mucha mayor frecuencia

en la unién musculotendinosa que en la parte media del tendon.

V. 3.2 Ligamentos!3>186

Los ligamentos son microscopicamente y microscépicamente similares a los tendones.

Los ligamentos contienen un menor porcentaje de coldgeno y un mayor porcentaje de
sustancia fundamental que los tendones. El coldgeno de los ligamentos también esta
distribuido mds al azar que en los tendones. Los ligamentos son hipovasculares,
existiendo una microvascularizaciéon uniforme que se origina en las zonas de insercién del
ligamento. Tienen diversidad de terminaciones nerviosas especializadas (dolor,

propicepcion y nocicepcion)
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V. 4. ZONA DE UNION TENDON-HUESO

Las fibras de insercién de un tendén o ligamento al hueso se dividen en superficiales y
profundas. Las fibras superficiales se contintian con el periostio y las profundas se dirigen
al hueso. El paso de tendén o ligamento a hueso se realiza de manera progresiva. En la
zona de unién hueso-tendén encontramos de forma caracteristica fibrocartilago, con un
componente macromolecular abundante que es el colageno tipo 11'87,188,
Microscépicamente estd formada por 4 zonas: tendon, fibrocartilago no mineralizado,
fibrocartilago mineralizado, y hueso'8°. En las zonas no mineralizadas y mineralizadas del
fibrocartilago, las células se disponen en hileras constituyendo columnas. La “marca de
agua” (en ingles “tidemark”)™? es una linea basofila que senala el limite externo de la
zona mineralizada, y aparece entre el fibrocartilago mineralizado y no mineralizado. La
progresion de las distintas capas histolégicas permite una transmisiéon armoénica de las
fuerzas entre el musculo, de bajo médulo de elasticidad, y el hueso, de alto médulo de
elasticidad, que puede alcanzar valores de hasta 1800 Kg. / cm? 14,

Existe una forma de insercion directa y otra indirecta. En la directa, la mas frecuente, las
fibras llegan al hueso de forma casi perpendicular, con variaciones, pero nunca con un
angulo agudo, y podemos ver las cuatro zonas anteriormente descritas. En la insercién
indirecta las fibras llegan de forma casi paralela al hueso; las fibras superficiales se
contindan con el periostio, y las profundas se insertan directamente en el hueso, fibras de

Sharpey, con una transicién menos definida'®’.
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La incorporacion de un injerto tendinoso dentro de un tdnel 6seo es crucial para obtener
un buen resultado tras la reconstruccion del LCA. Se logra por la formacién de tejido

fibrovascular, por crecimiento 6seo interno y la formacion de fibras de coldgeno (fibras de

Sharpey) entre tendén-hueso”?.

El proceso de cicatrizacion de un tenddn tras una lesion aguda sigue un patrén similar al
de la curacién de otros tejidos blandos, aunque no se reproduce la histologia normal de
su insercion. El momento de aparicién y desaparicion de cada uno de estos elementos en
condiciones normales, ha sido ya observado'#3191.192 Tras injertar un tendén en el interior
de un tdnel 6seo, los fibroblastos intrinsecos del tendén sufren un proceso de necrosis
isquémica, iniciandose un proceso bioldgico de reparacion en el intervienen diversos
elementos tisulares, celulares y moleculares'?-192, La respuesta inflamatoria proporciona
la Illegada de células extrinsecas al foco de lesion y a continuacién tiene lugar una
proliferacion de células e incremento de la vascularizacién, con aumento de la sintesis de
coldgeno a medida que va madurando el tejido. Con la progresiéon del proceso de
cicatrizacion del tendén en el interior del tinel 6seo aparece una interfase fibrovascular y
se inicia el crecimiento 6seo. Aproximadamente entre las ocho y doce semanas de la
lesion la interfase hueso-tendén estard mas organizada, y las fibras de colageno atraviesan
la interfase, produciéndose una insercién indirecta de las fibras de colageno del tendén en
el hueso, orientadas en la direccion de traccion del tendén sobre el hueso, sin presentar

ninguna ventaja sobre la reparacion directa en el hueso cortical'?3.
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Sano et al.'? describieron la histologia del proceso reparativo en conejos, tras realizar un
injerto de fascia lata en una trinchera 6sea en el himero, determinando en el tiempo las
siguientes etapas tras la agresion quirdrgica:

- Del 4° dia a la 1% semana postintervencion, el injerto es rodeado de tejido de
granulacién y aparecen células mesenquimatosas.

- A la 2% semana, el nimero de células mesenquimales aumenta y aparecen células
de linaje 6seo y algunos condrocitos.

- A la 32-4* semanas, el nimero de condrocitos ha aumentado considerablemente,
sin embargo, estan desorganizados. Las fibras de colageno no estan ancladas en el
hueso.

- A la 6 semana, los condrocitos se organizan en columnas de forma gradual,
perpendicularmente al hueso trabecular. El tejido de granulacién con las células
mesenquimales no es grande.

- A la 8* semana, las columnas de fibrocartilago son parecidas a las existentes en la
insercion tendinosa normal en el hueso. Ademas, ya se pueden observar fibras en
continuidad entre injerto tendinoso y trabéculas dseas.

Existen evidencias que sugieren que la curacion de un tendén en un hueso depende de

factores como son el hueso donde se produce 6 las fuerzas mecénicas en la interfase

hueso-tend6n. En este sentido, Grassman et al'®* demostraron que la incorporacion y

remodelado son mds extensos y rapidos en un tinel 6seo femoral que en un tinel 6seo

tibial; Yamakado et al'®> observaron que las fuerzas de traccién aumentan y promueven el
proceso de cicatrizaciéon de un tendén en un tlnel éseo, mientras que las fuerzas de

compresion favorecen la formacién de tejido condroide.
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Aunque el coldgeno tipo | constituye mds del 95% del total de coldgeno de un tendén en
los individuos adultos normales, el estudio inmunohistoquimico de la zona de unién del
tendon al hueso ha demostrado que es el colageno tipo Il el mas abundante en el
fibrocartilago de este area'?”.188.19 tanto en el fibrocartilago mineralizado como en el no
mineralizado. El colageno tipo Ill puede visualizarse intensamente en el fibrocartilago no
mineralizado, y el coldgeno tipo | es escaso en cualquier zona de este fibrocartilago. Estos
hallazgos, nos hacen suponer que el tendén injertado solo actia como soporte o
andamiaje en el proceso de cicatrizaciéon de esta zona, siendo el tinel 6seo, el principal

contribuyente como fuente de células.

Tras la insercién de un tendén en el interior de un tlnel 6seo, inmunohistoquimicamente,
el colageno tipo Il no es observado en la unién hueso-tendén hasta después de la 22
semana tras la cirugia concomitantemente con la apariciéon de los condrocitos.
Posteriormente, entre la 3% y la 4* semana, el area positiva para el coldgeno tipo Il
aumenta rapidamente, de forma proporcional al aumento del nimero de condrocitos. A
partir de la 8 semana la distribuciéon del colageno tipo Il es similar a la del tendén

normal190.191
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V. 5. FACTORES DE CRECIMIENTO

Se denominan Factores de Crecimiento (FC) a aquel subgrupo de citoquinas que
estimulan especificamente la proliferacion celular controlando la evoluciéon de los

procesos de regeneracion y reparacion de los tejidos.

Los FC tienen capacidad para regular funciones celulares importantes como la
proliferacién, migracién y diferenciacion celular, y sintesis de la matriz extracelular, todos
ellos esenciales en la reparacién y regeneracion tisular. Pero, como cualquier molécula
con actividad biolégica, no todo consiste en administrar un principio activo, ya que estos
pueden ejercer una funcion moduladora positiva, no tener eficacia alguna o incluso
desarrollar acciones negativas dependiendo del modo en que se verifique su uso; incluso
un mismo FC puede desarrollar acciones contrapuestas modificando su concentracién en
el medio extracelular. Asi se ha ido descubriendo su baja biodisponibilidad via oral y
transdérmica, su inestabilidad fisica y quimica, y su corta vida media biolégica in vivo'?7,
que hace que sus efectos queden en su mayoria limitados al sitio de su liberacién, aunque
sabemos que su administracion por via sistémica puede no estar exenta de efectos

indeseables'80.
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Figura 8: Esquema de la composicién molecular de los Factores de Crecimiento (reproducido de Hinck AP et al. Transforming growth

factor beta 1: three-dimensional structure in solution and comparison with the X-ray structure of transforming growth factor beta 2.
Biochemistry 1996;35(26):8517-34; y modificado con el programa Cn3D)

Los FC son péptidos grandes o glicoproteinas (Figura 8) que estimulan la proliferacién
celular, solos o en asociacién, actuando como mitégenos y afectando todos los aspectos
del fenotipo celular. La interaccion de estas proteinas con receptores celulares'8, da lugar
a complejos mecanismos bioquimicos que introducen cambios en la expresién génica y
producen una nueva sintesis proteica, provocando cambios en la actividad, metabolismo,

crecimiento, proliferacion y diferenciacion celular'®'. (Figura 9).
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@ Dactor de Crachuiento

Dominio extracelular

Region transmembrana

Figura 9: Los FC ejercen su accion a través de la interaccion con receptores celulares especificos, activando enzimas intracelulares, que
a su vez producen cambios en la expresién genética y sintesis proteica.

Trabajos de investigacién demuestran que la expresién de los FC y de sus receptores se
encuentra modulada después de una lesion tisular y las células de los tejidos en proceso
de regeneracion son sensibles a la interaccién con los FC. La unién de un FC a su
receptor celular conduce a largo plazo a cambios en la expresién genética y sintesis
proteica que alteran el fenotipo de células individuales y tejidos, teniendo efectos

profundos sobre el crecimiento y desarrollo completo del animal'>0.181,

Asi mismo, influyen en la cicatrizacién'® por varios mecanismos, poseen actividades
quimiotacticas atrayendo células inflamatorias y fibroblastos al foco, son mitégenos

estimulando la proliferacion celular, pueden estimular la angiogénesis, tienen efecto
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importante en la produccién y degradaciéon de la matriz celular, e influyen en la
produccion de FC y citoquinas en las células vecinas.

Los factores mas importantes para los objetivos del presente trabajo, son el Factor de
Crecimiento Derivado de las Plaquetas (PDGF, platelet derived growth factor), el Factor de
Crecimiento Fibroblastico (FGF, fibroblastic growth factor), el Factor de Crecimiento
similar a la Insulina (IGF-1 y IGF-1l insulin-like growth factor), el Factor de Crecimiento
Transformador beta (TGF-B, transforming growth factor 3) y el Factor de Crecimiento
Epidérmico (EGF, factor epidermic growth factor), este ultimo tal vez el menos relevante
desde el punto de vista de la reparacion 6sea, pero uno de los primeros en ser

identificado.

V.5.1. Tipos de Factores de Crecimiento

® Factor de Crecimiento Derivado de las Plaquetas (PDGF).

Es una proteina dimérica compuesta por 2 subunidades A y B, que tienen una similitud
del 60% en su estructura, y estan codificadas por genes situados en cromosomas
diferentes (gen A en el cromosoma 7 y B en el cromosoma 22). La combinacién de estas
dos cadenas originan tres formas: PDGF-AA, PDGF-BB, y PDGF-AB, cuyos receptores
presentan distinta afinidad para cada dimero, y como ocurre con muchas de las

citoquinas, varian sus efectos?90201, Se le [lamé asi porque se encontré por primera vez
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dentro de los granulos a de las plaquetas?®?, aunque también es sintetizado y secretado

por macrofagos, células endoteliales?® y otros tipos celulares?%4.

Es el primer FC en actuar en proceso de cicatrizacion?®>. Su funcién principal es estimular
la mitogénesis y la angiogénesis?®. Es quimiotactico para los fibroblastos, células del
musculo liso, macréfagos, monocitos y neutréfilos??’. Induce la proliferacion de las
células madre de la médula 6sea, osteoblastos enddsticos, fibroblastos y células del
musculo liso?%. Favorece la formacién de coldgeno tipo I. Incrementa la regeneracion
6sea en conjuncién con otros FC, tales como IGF-1 y TGF-R, ya que no tiene propiedades
osteogénicas por si mismo. Favorece la divisién de los osteoblastos e inhibe la aposicion
de matriz 6sea, estimulando la reabsorcion 6sea. Produce la liberacién secundaria de

nuevos FC, como el IGF-1, al estimular la accion de los macréfagos?©?.

Factor de Crecimiento Transformador beta (TGF-R).

El TGF-R tiene 6 receptores celulares, | a VI?19, y 3 isoformas: TGF-R1, TGF-$2 y TGF-133.
Su sintesis se debe a un gen localizado en el cromosoma 19.

Los TGF se llaman asi porque se aislaron por primera vez en los tejidos transformados
(sarcomas). Son una mezcla de dos proteinas TGF-a y TGF-R, y en la practica constituyen
una superfamilia de FC dentro de las cuales encontramos a las Proteinas Morfogenéticas
Oseas?%3,

EI TGF-R1 es producido principalmente por las plaquetas, linfocitos y neutréfilos, mientras
que el TGF-B2 se encuentra principalmente en hueso, linfocitos, plaquetas vy

neutrofilos21T,
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En la matriz 6sea son abundantes en forma latente y al activarse influyen en la
cicatrizacién y eventualmente en la remodelacion sea?!?.

El TGF-B tiene dos efectos sobre las células indiferenciadas, a altas dosis suprime la
proliferacion y diferenciacién osteobldstica, mientras que a bajas concentraciones no. Es
un potente osteogénico?'3, parece ser quimiotactico y mitégeno para los precursores de
los osteoblastos y condroblastos, e inhibidor de los osteoclastos, disminuyendo la
reabsorcién 6sea y estimulando la formacién ésea. Estimula a los fibroblastos, favorece la
deposicion de colageno e inhibe su degradacién al destruir a sus proteasas?'*. También
tiene una importante funcion en la regulaciéon y modulacion la respuesta inflamatoria?'>, e

induce la angiogénesis?'®.

( Factor de crecimiento similar a la insulina (IGF 1 y II).

Grupo de potentes FC que presentan unas proteinas de unién que incrementan o
disminuyen su accién?'”. Son producidos por las plaquetas, células éseas, asi como otros
tipos celulares?10.217,

El IGF-1 actGa sobre el crecimiento, especialmente el secundario, caracteristico de la
adolescencia (el efecto anabdlico de la hormona de crecimiento se produciria por
incremento de los niveles de IGF-1)2'8. Por el contrario, el IGF-Il actuaria principalmente
en el crecimiento fetal?!”.

Estudios en animales han sugerido que pueden acelerar y mejorar la cicatrizacién de
lesiones tendinosas y musculares?29221. En el tejido 6seo estimulan la sintesis proteica???,
asi como de colageno tipo | y matriz 6sea por los osteoblastos?!>217. Asociada al PDGF o

FGF estimulan la proliferacion de miltiples tipos celulares, especialmente los
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fibroblastos?2%; disminuye la degradacién del colageno??3; activa la mitogénesis de los
precursores de los osteoblastos?’” y posee un gran potencial osteogénico?'?, asi como

estimulador de la regeneracion 6sea?!>.

M Factor de crecimiento fibroblastico (FGF).

Son un grupo de al menos 9 isoformas, de los cuales los mejor conocidos son el FGF
acido (@aFGF o FGF-1) y el FGF basico (bFGF o FGF-2)?'4. El gen que codifica al factor
bésico estd localizado en el cromosoma 4 y el acido en el 5. Solo poseen un Unico
receptor celular. Son producidos por fibroblastos (principalmente), macréfagos,
osteoblastos, plaquetas, células endoteliales y matriz 6sea.

La forma basica es mas potente que la acida. Son mitégenos generales?!”, con potente
potencial osteogénico?'® y capacidad de estimular la replicacion de osteoblastos?'?,

fibroblastos y sus células precursoras?!’, asi como estimular la angiogénesis?!4224,

@ Factor de crecimiento epidérmico (EGF)

Posee una gran similitud con el TGF-a, incluso se unen al mismo receptor. Es producido
principalmente en las glandulas salivales, aunque también por las plaquetas, fibroblastos y
células endoteliales. Tiene accién mitogénica, y favorece la migracion y diferenciacion de
células epiteliales, fibroblastos, células renales, células gliales y también de osteoblastos,

aunque inhibe la sintesis de la matriz osteoide.
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V.5.2. Mecanismo de Accion de los Factores de Crecimiento

Inicialmente, se descubrié que los FC peptidicos eran capaces de estimular la mitosis
continua de células quiescentes, en un medio nutricionalmente completo que carecia de
suero'0.

Los FC son los mediadores del crecimiento y reparacion celular, fisiolégico y patolégico,
que incluye los procesos de embriogénesis, reparacion tisular y carcinogénesis. Una
interrelacion compleja de lazos de retroalimentacion 6 feedback surge en el
medioambiente tisular, donde los FC se regulan a si mismos durante el crecimiento
tisular'?.

Los FC son producidos localmente a nivel del tejido lesionado, y sistematicamente desde
diferentes fuentes, siendo sintetizados por muchos tipos celulares que intervienen en la
reparacion de los tejidos.

Actian sobre la célula productora de diversas formas'*®: endocrina, paracrina,
yuxtacrina, autocrina e intracrina. Un modo de accién endrocrino acontece cuando
ejerce su accion sobre células distantes a través del torrente sanguineo. El modo de accién
paracrino ocurre cuando un FC que es secretado por una célula, tiene su efecto sobre las
células adyacentes. El modo de accién yuxtacrino es similar, aunque el FC cuando ejerce
su efecto sobre las células adyacentes permanece unido a la membrana celular de la
célula que lo secret6 o en la matriz extracelular. Las acciones autocrinas estin mediadas
por FC que actidan sobre la propia célula de origen, tras su secreciéon al medio
extracelular'®'. Una variacion de la accion autocrina ha sido denominada intracrina y fue

descrita por primera vez en una variante oncogénica del factor de crecimiento derivado
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de las plaquetas (PDGF) denominada v-sis??>. La accion intracrina ocurre dentro de la

célula de origen, y es asi independiente de la secrecion del FC'8!.

Un Unico FC puede dar lugar a importantes y diferentes respuestas, inhibitorias y/o
estimulatorias, dependiendo de sus interacciones con otros factores y con el medio
ambiente celular donde son liberados. Los FC liberados desde macréfagos, neutréfilos,
linfocitos, plaquetas y fibroblastos se unen a células diana por una via especifica a través
de los receptores de superficie celulares, induciendo a las células a migrar, dividirse o

producir otras proteinas o factores requeridos para la reparacion tisular.

Los FC tienen también efectos sobre la migracién, contractibilidad y diferenciacién
celular, que son tan esenciales para la reparacion de los tejidos como para el crecimiento.
Ademas, los FC también tienen efectos sobre la sintesis de la matriz extracelular. Estas
propiedades demostradas in vitro llevaron a la conclusién de que los FC desempefan un
importante papel en la reparacion tisular'>°.

Algunas hormonas peptidicas cumplen funciones especificas en el proceso de reparacion.
Las hormonas regulan el crecimiento y desarrollo de células y tejidos, pudiendo ser
clasificadas en este sentido como FC. Las hormonas son producidas en glandulas
endocrinas, secretadas en la corriente sanguinea y actian en localizaciones distantes a su
lugar de sintesis. Aunque este modo de actuacién endrocrino es compartido por algunos
FC, como por ejemplo el IGF, existen diferencias especificas entre estos dos tipos de
moléculas. Los FC son sintetizados por muchos tejidos del cuerpo, y por lo tanto, no son

exclusivamente sintetizados por unas glandulas especificas. Los FC son proteinas, mientras
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que las hormonas pueden ser proteinas, péptidos pequenos o derivados lipidicos. Los FC
también emplean modos de accién que los distinguen de las hormonas, denominados

paracrino, yuxtacrino y autocrino.

Las citoquinas son proteinas producidas por linfocitos, macréfagos y precursores de las
células sanguineas, y regulan la funcién del sistema inmune y hematopoyético, con un

modo de accidn similar al de los FC tradicionales.

Los FC también pueden interactuar con otras células asociadas o proteinas transportadoras
secretadas, que modulan la disponibilidad o estabilidad de los FC'>9.

Los efectos de los FC estan mediados por la activacién de receptores celulares
especificos'?. Los receptores son modulos de proteinas transmembrana que pueden unir
FC a sus dominios extracelulares de alta afinidad y especificidad, transmitiendo la
informacién generada por la unién para producir cambios intracelulares. Los receptores
de los FC constan de por lo menos, tres dominios: una region extracelular que se une al
FC con alta afinidad y especificidad, un segmento intramembrana y uno o mas dominios
intracelulares que interactdan con sefiales moleculares dentro de la célula.

Los receptores ejercen su accién uniéndose a enzimas intracelulares y activandolas. A
excepcion del TGF-i, todos los receptores de los FC estudiados tienen actividad sobre la
tirosina kinasa'’?, que fosforila proteinas citoplasmaticas, algunas de las cuales
permanecen en el citoplasma y otras pasan al nicleo donde causan una activacién
genética'®. Los receptores de la TGF- y moléculas relacionadas fosforilan sustratos de

serina y treonina en lugar de tirosina'’®.
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Varios principios generales gobiernan los pasos a través de los cuales los FC activan sus
receptores, aunque hay detalles especificos que difieren para cada combinacién FC-
receptor. La unién de un FC al dominio extracelular de su receptor, primero conduce a
una dimerizacién u oligomerizacién del receptor'®'. La dimerizacién de los receptores
sucede bien porque el FC existe como un dimero y se une a dos receptores (TGF-8, PDGF,
factor de crecimiento neurotréfico [INGF]), o porque un FC monomérico tenga dos sitios
de unién para su receptor (EGF), o bien porque el receptor sea un dimero preformado
(IGF-1). Los cambios conformacionales inducidos por la unién al ligando activan el
dominio intracelular kinasa del receptor, lo cual conduce secuencialmente a una
fosforilacion del receptor, por un mecanismo de transfosforilacion, y entonces a la
fosforilacion de otros sustratos. La autofosforilacion, particularmente sobre residuos de
tirosina, crea una serie de sitios cercenados para otras proteinas intracelulares que
contienen moédulos denominados dominios SH2, por su similitud con una regién de
aproximadamente 100 aminodcidos que fue primero identificada en el oncogén celular c-
src?2°. Posteriormente se ha identificado otra clase de lugar de unién a la fosfotirosina,
denominado dominio PTB. Aunque estructuralmente es distinto del dominio SH2,
funcionalmente es equivalente para mediar interacciones entre una tirosina fosforilada y
una proteina de senalizacion. Asi, los receptores de FC activados con mdltiples tirosinas
fosforiladas en diferentes contextos de aminoacidos, vuelven al punto focal para la
agregacion intracelular transitoria de muchas proteinas que contienen SH2- o PTB-. Estas
proteinas incluyen una variedad de intermediarios en sendas de transduccién de senal,
con los ultimos efectos amplificados y diversificados respecto a la sefal inicial inducida

por la unién del FC a su receptor??”.
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En el contexto de las acciones sobre el nicleo de los FC, los cambios a largo plazo que se
dan en las células inducidas por FC son secundarios a alteraciones en la expresion de
genes. Estos cambios no son sino un resultado de las mdltiples rutas de sefiales inducidas
después de la unién de proteinas sobre el receptor activado. Asi, hay sendas que reflejan
una respuesta primaria a los FC, de la que dependen una serie de interacciones proteina-
proteina y pasos enzimaticos, en los que intervienen miembros de la familia MAPK
(proteina activada mitogénica), que no requieren una nueva sintesis de proteinas
celulares. La proteina c-fos se combina con c-jun como componentes de la proteina-1
activadora del factor de transcripcion, el cual a su vez, regula la actividad de una variedad
de genes??8. Asi, la expresién de genes y la biosintesis de proteinas estan alteradas
después de ser estimuladas las sefiales del FC.

Una senda relacionada mediada por la activacion de receptores de FC, conduce a la
estimulacién de otros miembros de la familia MAPK denominados kinasa c-jun N-terminal
(JNK). Las JNK fosforilan c-jun sobre dos residuos de serina, que son criticos para su
activacion como un factor de transcripcién??. Asi, c-jun y c-fos pueden ser inducidos a
través de la ruta de senales estimuladas por el FC. Hay también otras cascadas de MAPK

con diferentes efectos sobre el nlcleo que son activadas por los receptores de los FC228.

En resumen, la accion de los FC a través de diversas rutas tiene una gran repercusion en la

biologia de la célula, y por ende, en la del tejido donde se localiza.
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V. 6. PROTEINAS MORFOGENETICAS OSEAS

Se denominan Proteinas Morfogenéticas Oseas (PMO) (Bone Morphogenetic Protein—
BMP en inglés) aquella subfamilia del TGF celular, también denominadas morfégenos,
capaces de iniciar el desarrollo de tejidos y sistemas organicos estimulando a células
indiferenciadas para convertirlas fenotipicamente en células de las lineas osteoblastica y
condroblastica.

La secuencia histérica que llevé al descubrimiento de las PMO se inici6 con el estudio de
la osteogénesis y calcificacion heterotdpica. Levander?3?, en 1938, planted la existencia
de un factor extraible del hueso. Lacroix?3! (1945) describié la existencia de un factor
obtenible del cartilago que Ilamé osteogenina. Urist?*? (1960) indujo hueso heterotépico
implantando extractos proteicos que denominé proteinas morfogenéticas 6seas. Wang y
Wozney?33 (1988) aislaron las formas monoméricas; a través de clones recombinantes
para cada una, obtuvieron PMO 1, 2A y 3 humanas y revelaron sus caracteristicas
bioquimicas y biolégicas, incluyendo sus secuencias de aminodcidos. Wozney?34 (1992)
produjo PMO-2 recombinante por clonacién, lo cual permiti6 acceder a cantidades
significativas mas facilmente accesibles, permitiendo en consecuencia ampliar
significativamente las posibilidades de investigacion. Posteriormente, se aislaron vy
caracterizaron cinco PMO mds (PMO 4 a 8), la 2B se redenominé 4 y la 2A, 2. Song?3°
(1995) identific6 la PMO-9 y posteriormente las PMO 10 a 15; con todo, sélo las siete

primeras tienen capacidad osteoinductiva.
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Las PMO (PMO-1, PMO-2, PMO-3 u osteogenina, PMO-4, PMO-5, PMO-6, PMO-7,
PMO-8 y PMO-9) tienen capacidad para actuar sobre células indiferenciadas o
pluripotenciales e inducir su diferenciacién hacia condroblastos y osteoblastos. Si se
aplican sobre condrocitos y osteocitos adultos refuerzan su expresién fenotipica, y
ademads, en los osteocitos activan la mitogénesis.

Las PMO-2 a 9 forman por si mismas una subfamilia claramente identificable dentro de la
superfamilia TGF, basdndose en sus secuencias de aminoacidos, y por sus actividades
biolégicas bien diferenciadas. La PMO-1, por su estructura, no s6lo puede ser clasificada
dentro de la superfamilia TGF, sino que recientemente ha sido identificada como una
procolageno-C-proteinasa200.217,

Debe considerarse, ademas, que las PMO son activas en forma dimérica, por lo que la
posibilidad de existencia de homo y heterodimeros amplia el espectro de posibles
acciones bioldgicas diferentes para esta familia de proteinas?!”. A diferencia de los FC,
que no son capaces de inducir formacioén 6sea ectépica y necesitan la preexistencia del
tipo celular que se pretende estimular o sus precursores, modulando o estimulando
células osteoprogenitoras preexistentes, las PMO no sélo tienen mayor efecto sobre la
direccion de diferenciacion celular (excepto la PMO-1, que no induce formacion ésea,
pero podria tener una actividad sinérgica con otras PMO), sino que también actdan como
signos de posicién y proveen de la informacién necesaria para la formacion del patron.
Por ello se deben denominar, apropiadamente, antes que inductores, morfégenos, ya que
si bien ambos proveen de sefial de posicion, sélo éstos especifican el patrén; tal vez las
PMO actien como verdaderos morfégenos durante el periodo embrionario y s6lo como

inductores en el adulto.
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La incorporacién del injerto 6seo es un proceso secuencial. Las células madre
indiferenciadas y FC estan, en mayor o menor medida, en todos los injertos aunque son
mas faciles de encontrar en el injerto autélogo fresco. Los FC y las proteinas contenidas en
los injertos estimulan la migracion y fijacion de las células en el lugar de la reparacién, la
proliferacion y la sintesis celular, y la diferenciaciéon condro y osteoblastica. Hay tres tipos
de factores que afectan la formacién 6sea, los factores mitogénicos, los que inducen la
diferenciacion de células hacia la linea osteoblastica y los que aumentan la funcién
diferenciadora de los osteoblastos. Las PMO son los Unicos factores conocidos que
estimulan la diferenciacion de las células madres mesenquimales en las lineas
osteoblastica y condroblastica.

Tres o cinco dias después de colocar un injerto aparece el blastema de reparacién, en la
unién entre el hueso receptor y el injerto, con los vasos y células, fibroblastos y
macréfagos, ademas de las fibras de coldgeno que constituyen el substrato clave para las
células indiferenciadas sobre las que acttan los factores de crecimiento (TGF B; FGFb;
PDGF y PMO). Por su parte, los FC liberados de los granulos a de las plaquetas estimulan
a los leucocitos polimorfonucleares, linfocitos, monocitos y macréfagos. Simultdneamente
la sangre extravasada del hueso receptor se coagula y forma el hematoma que por la

accion de las plaquetas efectda la hemostasia liberando PDGF; TGFR y FGF-b.
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V.7. PLASMA RICO EN PLAQUETAS

Los pegamentos de fibrina se vienen utilizando desde hace dos décadas en la Cirugia Oral
y Maxilofacial con el fin de promover una funcién osteoconductora. Posteriormente se
observé que ademas del efecto osteoconductor que aportaba la fibrina, existia un efecto
beneficioso para la curacién 6sea derivado de los FC existientes?'®. Su aplicacién en
Cirugia Ortopédica y Traumatologia comenzé a principios de esta década junto a injertos

6seos con el fin de favorecer la fusién espinal y la consolidacion de fracturas. Aunque su

utilizacion es todavia discutida, su potencial mejoria del proceso de cicatrizacién?3¢237 y

el aumento del ndmero de estudios que confirman sus beneficios?*%239, ha hecho que su

aplicacion siga creciendo.

El PRP se define como una fraccion de plasma de sangre autéloga con una concentracién
de plaquetas superior a la existente en la sangre normal. Aunque se ha sugerido que el
PRP debe contener una concentracién de plaquetas de al menos 4 veces la concentracién
plasmatica normal (es decir mas de 1 millén de plaquetas por ml)?4%, su eficacia clinica ha
sido demostrada con menores concentraciones?41242,

En condiciones normales, tras una lesion tisular, las plaquetas forman un codgulo estable
y posteriormente liberan su contenido de FC, acumulados en sus granulos a. Este coagulo
natural esta formado en un 95% por hematies, un 4% de plaquetas, y un 1% de
leucocitos; sin embargo, el analisis de un coagulo de PRP muestra una composicion

diferente, existiendo un 95% de plaquetas, un 4% de hematies y un 1% de leucocitos. El
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efecto de los leucocitos presentes en el PRP también es causa de polémica, pues a pesar
de ser un elemento habitual del area de la lesion, in vitro se ha demostrado que las
metaloproteinasas y los radicales de oxigeno liberados por los neutréfilos pueden
exacerbar las lesiones de los tejidos existentes?43. Otros autores también desaconsejan su

presencia porque pueden interferir la agregacién plaquetaria?#+.

El uso tépico de los geles formados tras la agregacion plaquetaria promueve el aporte
exogeno e in situ de FC. Una vez depositadas las plaquetas comienza la secrecion activa
de los FC presintetizados en los primeros 10 minutos desde su activacion, liberando el
95% de su contenido dentro de la 1? hora, y posteriormente seguira la liberacién mientras
las plaquetas sean viables (aproximadamente 7 dias)*4°.

Una ventaja tedrica de la utilizacién del PRP respecto a la de FC purificados individuales
es la aplicacién de distintos FC y en proporciones fisiolgicas, consiguiendo un equilibrio
natural de los procesos biol6gicos?4°. Esto distingue al PRP de los FC recombinantes, los
cuales se aplican en solitario y en dosis habitualmente suprafisiolégicas. Esta combinacién
fisiolégica de FC ha demostrado ser mas efectiva que la accién independiente de cada

uno ellos por separado en el proceso de curacién?4>-247,

V.7. 1. Sistemas de Obtencion del Plasma Rico en Plaquetas

Existen diversos sistemas comercializados para la obtencién de FC a partir de plasma rico

en plaquetas. Estos, obtienen los concentrados plaquetarios (PRP) mediante dos
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procedimientos fisicos: separacién gravitacional (centrifugacion) vy filtracion. Uno de los
problemas de estos procesos de separacién es la aparicion de fragmentacion vy lisis
plaquetar, que conlleva una liberacién precoz de FC y citoquinas, comprometiendo la

bioactividad del PRP248249,

La concentracién de plaquetas estd aumentada hasta 8 veces en la fraccién plasmatica
rica en plaquetas (PRP) respecto del recuento en sangre total, incrementandose

consecuentemente la concentracién de FC con el aumento del nimero de plaquetas?#?.

Lopez-Oliva et al**? revisaron 4 sistemas frecuentemente utilizados para la obtencién de
PRP y concluyen que las diferencias entre ellos estriban en pequefios matices, pero que
todos ellos comparten la eficacia a la hora de obtener estos concentrados plaquetarios. De
todas formas, sabemos que el contenido de estos FC en las plaquetas, recuento plaquetar,
recuento de leucocitos... puede variar de un individuo a otro?*?, por lo que se necesitan
nuevas investigaciones que precisen el nimero 6ptimo de plaquetas necesarias para

obtener un efecto biol6gico determinado?>'2>2,

La recogida del PRP debe realizarse antes de la cirugia, algunos consideran que incluso
antes de inhalar agentes anestésicos, para evitar la activaciéon plaquetar. Antes de su
aplicacion, el concentrado debe ser activado por la adiciéon de trombina o cloruro célcico
al 10%. La liberacién del PRP sin activador exégeno también puede ser realizada,

produciéndose una lenta activacion plaquetar al ser expuestas a derivados del coldgeno

del tenddn?53.254,
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V.7.2. Mecanismo de Accion del Plasma Rico en Plaquetas

Los FC contenidos en diferentes tipos celulares y en la matriz extracelular (MEC), regulan
diversos procesos celulares, como son la mitogénesis, quimiotaxis, diferenciacion y el
metabolismo celular?'®. Numerosos estudios han mostrado que el PDGF, VEGF, TGF-R,
bFGF e IGF-1 se hallan en el PRP y su aplicacién local es usada para promover la
curacion de los tejidos?>®. Los FC liberados de las plaquetas activadas inician y modulan
la curacién de lesiones tanto 6seas como de partes blandas?*?, induciendo una
diferenciacion celular acelerada y produciendo un tejido bien organizado, incluso en

lesiones que previamente eran consideradas como intratables?>®.

V.7.3. Problemas y Limitaciones en los Sistemas de Obtencion

del Plasma Rico en Plaquetas

No se han descrito problemas de salud tras la utilizacién de esta técnica, aunque si
existen algunos factores limitantes, tales como discrasias sanguineas (anemias,
hematocrito  elevado, trombocitopenia, hipofibrinogenemia), tratamientos con
anticoagulantes, infecciones activas, tumores, embarazo y motivos religiosos.

Una potencial complicacion local de la administraciéon de factores de crecimiento es la

induccion de una fibrosis excesiva en el tejido de cicatrizacién. Con el fin de abordar este
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posible problema se estan estudiando distintas sustancias que podrian limitar este
efecto?”.

El riego de aparicién de alergias o de la introduccién de una infeccién se considera
insignificante si la técnica se realiza en condiciones estériles al tratarse de una muestra
autéloga?>”-2>9. Incluso se ha sugerido que el PRP puede tener un efecto
antimicrobiano?0,

Las técnicas de produccién de PRP iniciales utilizaron trombina bovina para la activacién
plaquetar?*?, que contiene contaminantes como el factor Va de la especie bovina, lo que

di6 lugar a la aparicién de coagulopatias?®8, y por esta razén dejé de utilizarse.

V.7.4. Efectos Conocidos de los Factores de Crecimiento

Obtenidos del Plasma Rico en Plaquetas

a) En el hueso

Los FC pueden estimular la formacion y curacién 6sea, y por ello son buenos candidatos
para su uso en cirugia ortopédica. En la regeneracion 6sea, PDGF y TGF-[8 son los factores
mas importantes?'®.

Marx et al?®! observaron la aceleracién de la reparacion ésea tras la administracion de
PRP como fuente de altas concentraciones de PDGF, TGF- y otros FC. Slater et al>#’,
usaron PRP para estimular la actividad proliferativa y funcional de células similares a

osteoblastos fetales humanos. Zhang et al?%? usando compuestos de bioceramicas porosos
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con PRP para reparar defectos 6seos en conejos, demuestran que la adicién de los mismos
acelera la formacion de hueso nuevo y la curacion 6sea a las 12 semanas.

En la practica diaria se han descrito diversos efectos beneficiosos tras la administracién de
FC plaquetarios. Asi, se ha visto un descenso en la necesidad de drenajes e incidencia de
complicaciones (reducciéon en la tasa de infecciones) y en el ndmero de dias de
hospitalizacién en pacientes de cirugia plastica. Se han descrito también ciertas
propiedades antiinflamatorias con reducciéon del edema y equimosis, y hemostaticas,
siendo efectivo para detener el sangrado difuso capilar en las heridas. En heridas de
extremidades inferiores se demostré una correlacién directa entre la cicatrizacién de las

mismas y el inicio de la terapia con estos FC?62-264,

Esta técnica esta siendo usada en pacientes que son sometidos a una fusion espinal
lumbar. Tras observar regeneracion 6sea alrededor de los implantes de titanio, se
hipotetiza que las plaquetas liberan multiples FC, los cuales poseen efectos quimiotacticos
y mitogénicos sobre las células madre mesenquimales y sobre los osteoblastos,
acelerando con ello la curacién 6sea?®>.

En cirugia de rodilla la inyeccién de PRP autélogo puede facilitar la reconstruccion del
LCAZ26¢, Varios investigadores han evaluado los resultados de la utilizacién de PRP en la
cicatrizacion del injerto tendinoso dentro de los tdneles 6seos tras la reconstruccién del
LCA. Orrego et al?'® evaluaron mediante la intensidad de la sefial de RNM el proceso de
cicatrizacion del injerto en 108 pacientes aplicando PRP y pastillas 6seas autélogas. El
uso de PRP produjo un efecto potenciador del proceso de cicatrizaciéon del injerto en

comparacion con el grupo control, sin embargo, a los 6 meses, el grupo con PRP no
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demostr6 un efecto significativo en la interfase osteo-ligamentosa o en el ensanchamiento
del tdnel. Silva y Sampaio?®” tampoco encontraron diferencias en la intensidad de la
sefial de la RNM en la interfase hueso-tendén a los 3 meses de la cirugia en comparacién
con el grupo control.

Sanchez et al?®® utilizaron el PRP en la fijacién de un fragmento de cartilago articular
grande (>2 cm) con una aguja de Kirschner en un joven jugador de fatbol, obteniendo un
excelente resultado a pesar del pobre pronéstico inicial, volviendo al ritmo de
competicion previo y evidenciando en la RNM una consolidacion completa de la lesién a

las 18 semanas.

Senalar que el uso del PRP puede ayudar a favorecer las fusiones, pero no elimina la
necesidad de la realizacion de una técnica quirdrgica meticulosa o el uso de un injerto
estructural cuando sea necesario?®?270. Ademas se ha observado que la eficacia del PRP
puede verse modificada e incluso inhibida dependiendo del vehiculo de administracion

utilizado?37.271,

b) En tendones y musculos

La investigacion clinica en lesiones musculares y tendinosas es limitada pero los estudios
existentes sugieren que el PRP puede ser Gtil para mejorar el proceso de cicatrizacion de
tendones y ligamentos in vivo?>7259:272,273,

Anitua et al, estudiando el efecto del PRP sobre células de tendén cultivado, encuentran
un incremento en la proliferacion de estas células, las cuales, ademas, sintetizan VEGF, y

éste, en un sistema in vivo, presumiblemente promovera la neoangiogénesis?’*. Ademas,
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Kajikawa et al?”> al inyectar PRP han observado una la movilizacién de derivados
celulares circulantes hacia la zona de la inyeccién y la estimulacion de la produccion de
colageno tipo I.

Virchenko y Aspenberg?’® observaron una mayor regeneracion inicial de lesiones del
tendén de Aquiles en ratas al ser tratadas con PRP y un aumento del 30% de su resistencia
a la traccion tras la 1* semana. Los autores concluyeron que el PRP puede acelerar la fase
de inflamacion inicial de la reparacion del tendén, haciendo a las células mas receptivas a
una carga mecanica precoz.

En el musculo esquelético, se ha demostrado que los factores de crecimiento del PRP
regulan la fase de inflamacién y mejoran la curaciéon. Lefaucheur et?”” examinaron
lesiones musculares en ratén con anticuerpos para neutralizar al bFGF, IGF-1 y TGF-b1,
observando una atenuacién de la respuesta de curacién, lo que demuestra que la
eliminacién de estos factores conduce a pobres procesos de reparacion.

Sanchez et al?’® aplicaron el PRP tras la cirugia de reparacion de una lesién del tendén de
Aquiles de un jugador de baloncesto y otro de fatbol profesional, retornando a una
actividad deportiva completa a las 14 semanas de la cirugia.

Mishra et al?®3 investigaron el uso del PRP para el tratamiento de epicondilitis. Realizaron
un estudio prospectivo, no ciego, sobre dos grupos de pacientes; el primer grupo se
componia de 15 pacientes con epicondilitis cronica (15 meses como media) donde habia
fracasado el tratamiento conservador y el segundo grupo de 5 pacientes de caracteristicas
similares. En el primer grupo se realizé una Unica inyeccién de PRP (GPS [Gravitational
plaquetar separation] Ill Sistema, Biomet, Varsaw, IN), y el segundo grupo recibié una sola

inyeccion de bupivacaina. A las 4 semanas después de la inyeccién, los pacientes tratados
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con PRP presentaban una mejoria media de un 46% en la puntuacién de la escala visual
analégica del dolor (EVA), frente a la mejoria del 17% en el grupo control. A las 8
semanas, existia un 60% de mejoria en el EVA y del 54% en el Mayo Elbow Performance
en el grupo tratado con PRP, frente al 16% de mejoria del EVA y del 14% en el Mayo
Elbow Performance del grupo control, diferencias estadisticamente significativas. A partir
de este momento, tres de los cinco casos del grupo control abandonaron el estudio para
realizar un tratamiento alternativo. A los 6 meses la puntuacién del dolor se redujo un
81% en el grupo de tratamiento, y al concluir el seguimiento (2 afios) existia una mejoria
del 93% del dolor, y el 94% de los pacientes regresaron al deporte o trabajo en el grupo
con PRP.

Estos autores?” también han informado sobre los resultados preliminares de un estudio
aleatorio, doble ciego, de 100 pacientes divididos en 2 grupos de tratamiento, uno recibié
una inyeccion de PRP y el otro de cortisona. El grupo tratado con PRP obtuvo mayores
mejorias del EVA y del Disabilities of the Arm, Shoulder, and Hand questionary score a los
6 meses de seguimiento.

Kon et al?8? han publicado recientemente los resultados de 20 atletas afectos de tendinosis
patelar crénica tratados con tres inyecciones de PRP intratendinosas realizadas en
intervalos de 15 dias. Todos los participantes presentaron una mejoria en los resultados de
la EVA, Medical Outcomes Study SF-36 y Tegner activity scores a los 6 meses de
seguimiento. El 80% de los participantes estaban satisfechos, y el 70% mostré una
completa o marcada recuperacién funcional.

En la serie presentada por Barrett y Erredge?8!, los autores demuestran que el PRP puede

ser inyectado de forma segura bajo control por ultrasonidos en el tratamiento de la fascitis
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plantar. Siete de nueve pacientes presentaron una resolucién completa del dolor al 1° afio

de seguimiento.

Solo existe un informe clinico en la actualidad que evalta los resultados del PRP en las
lesiones musculares. Sdnchez et al evaluaron de forma prospectiva el resultado de la
aplicacién de PRP mediante inyeccion guiada por ultrasonidos en 22 lesiones musculares
de 20 atletas profesionales con pequefnas lesiones musculares, observando una
recuperacion funcional en la mitad del tiempo previsto, sin evidenciar una fibrosis
excesivaZ®2,
En un estudio retrospectivo (nivel 1V), Sanchez et al?®® administraron de forma intra-
articular inyecciones de PRP a 30 de pacientes de forma semanal durante 3 semanas y
compararon los resultados con los de 30 pacientes que se les habia administrado
inyecciones de 4cido hialurénico. Los autores observaron la mejora de los Index Western
Ontario y McMaster Universities Osteoarthritis y puntuaciones del dolor al utilizar PRP a
las 5 semanas de seguimiento.
Varios estudios describen la utilizacién intraoperatoria del PRP.
a) Un estudio caso-control realizado por Sanchez et al**' evalGa a 12 atletas
sometidos a una reparacion quirdrgica de una lesion aguda de tendén de Aquiles.
A 6 pacientes se les aplicé PRP (SCLP [Plasma Rico en Factores de Crecimiento]
System 1l, BTI [Instituto de Biotecnologial, Victoria, Espaia) en el sitio de la
reparacion. Este grupo present6 una restauracion del balance articular (7 frente a
11 semanas, P = 0,025), un retorno a la carrera (11 frente a 18 semanas, p = 0,042)

y al entrenamiento (14 frente a 21 semanas, p = 0,004) mds precoz, sin observar la
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aparicion de complicaciones de la herida. En este grupo también se observé una
menor area de seccion transversal del tendén de Aquiles tras un periodo de tiempo
de 18 meses, en comparacién con los sujetos control (P = 0,009), lo que
posiblemente indica una menor formacién de tejido cicatrizal.

Randelli et al?®* aplicaron PRP activado con trombina (GPS Il Sistema de
concentrado de plaquetas, Biomet) en 14 pacientes tras cirugia artroscopia
reparadora del manguito rotador. No hubo complicaciones, y a los 2 anos de
seguimiento todos los pacientes tenian mejoras estadisticamente significativas en la
EVA, Constant, y University of California Los Angeles shoulder scores en
comparacién con los valores preoperatorios.

Everts et al?®> observaron una recuperaciéon mas rapida, menor uso de analgésicos,
mayor balance articular, y mayor capacidad para realizar las actividades de la vida
diaria al aplicar PRP tras descompresion subacromial abierta en comparacién con

el grupo control sin PRP.

V.7.5. Relacion entre Plasma Rico en Plaquetas y Carcinogénesis

Se sabe que los FC se hallan sobreexpresados en los tumores, pero la revision de la
literatura no ha permitido aportar evidencias cientificas que relacionen la aplicacién
terapéutica de PRP o de FC recombinantes con la transformacién carcinomatosa de

tejidos normales o displasicos donde son aplicados?>” .
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La formaciéon de tumores humanos es un proceso muy complejo que necesita de la
acumulacién de numerosas alteraciones moleculares para que estas células escapen a los
sistemas de control normal existentes. Las concentraciones terapéuticas de FC podrian
actuar, mas que como iniciadores, como promotores en la carcinogénesis, favoreciendo la
division 'y promociéon de células previamente mutadas. Ademds, el fenémeno
carcinogénico necesita de dosis mas continuadas en el tiempo que las que se aplican en
la terapéutica con PRP, teniendo en cuenta ademds que los FC extracelulares se degradan
a los 7-10 dias.

Shih et al?8¢ realizaron un estudio experimental en el que observaron la repercusion de la
aplicaciéon terapéutica de PDGF-BB e IGF-1 sobre la mucosa de mejilla donde
previamente se habia inducido una displasia. Observaron que la aplicacién de los FC no
producia un efecto exacerbado sobre el tejido displdsico para su transformacion en

carcinomas, en comparacién con las muestras donde no se aplicaron FC.
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Material y Método
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VI. MATERIAL Y METODOS

El presente estudio experimental fue presentado y aprobado por el CEEA (Comité de Ftica
en Experimentacién Animal) de la Universidad de Barcelona (ley 5/1995 con posterior
modificacion en el Decreto 214/1997 del departamento de Agricultura, Ganaderia y Pesca
de la Generalitat de Catalunya) que estd relacionado con la FELASA (Federation European
of Laboratory Animal Sciences Associations).

Diseflamos un estudio de investigacién de tipo experimental, longitudinal y prospectivo.

Animal de Experimentacion
Utilizamos como animal de experimentacion el conejo de raza albina de Nueva Zelanda
(Oryctolagus cuniculus), esqueléticamente maduros, machos, con un peso entre 4.000 y

4.500 gr. (Figura 10).

Figura 10: Conejo de raza albina de Nueva Zelanda (Oryctolagus cuniculus)
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La utilizacién del conejo (lagomorfo) como animal de experimentacién en estudios del
aparato locomotor es muy frecuente, dado que el tamano del animal es adecuado para la
realizacion de intervenciones quirdrgicas y administracion sistémica de farmacos, buena
tolerancia a la cirugia, el coste de estabulacién es moderado y el proceso de cicatrizacion
(aceptando las diferencias entre las diferentes especies) sigue los principios basicos del ser

humano?87.288,

Macroambiente
Los animales estdn ubicados en el estabulario de la Ciutat Sanitaria i Universitaria de

Bellvitge de la Universidad de Barcelona y en las siguientes condiciones:

Jaulas individuales de suelo perforado con espacio sélido donde apoyarse
(especificas para el conejo). (Figura 11).

- Temperatura: entre 15°y 21°C.

- Humedad Relativa: 50-60.

- Ciclo Luz / Oscuridad: 12/12 (blanca artificial).

- Comida racionada para evitar la obesidad, con un contenido en fibra entre el
10-20%, 1.25% de calcio y 0.65% de fésforo, con un complemento de heno para
prevenir trastornos intestinales por ingesta de bolas de pelo.

- Acceso AD LIBITUM a agua potable no contaminada.
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Figura 11: Jaulas del estabulario

Manipulacién de los Animales
En todo momento se siguieron las recomendaciones del Comité Etico de Experimentacién

Animal (CEEA).

El tipo de intervencién a realizar no priva al animal de su anatomia normal, pudiendo
deambular correctamente en el postoperatorio inmediato, y a parte del problema algico,
que se trata médicamente, solo preveiamos la aparicién de problemas derivados de la

herida quirdrgica (infeccion, déficit de cicatrizacion...)
Nuestro estudio experimental pretende confirmar la existencia de un efecto de interés
biolégico en una muestra homogénea, con el objetivo de establecer una base cientifica

s6lida. Como no existian estudios previos similares al nuestro, se realiz6 un estudio piloto

100



(2 animales) que puso de manifiesto la existencia de grandes diferencias histolégicas entre
las extremidades experimentales y controles. Posteriormente se calcul6 el tamafo
muestral utilizando el programa estadistico PC-SIZE, determinando la desviacién tipica

(2.6), nivel de significacion (5%) y potencia de la prueba (90%).

Los 10 conejos son intervenidos en sus 2 extremidades traseras, en una tibia se realiza la
técnica quirdrgica experimental aplicando PRP vy la otra tibia sirve de control, realizando
la misma técnica quirirgica pero sin aplicar PRP. La asignacion de una u otra extremidad
a la técnica experimental o control se realiza de forma aleatoria. Los animales son
divididos en 2 grupos de 5 animales de forma aleatoria, segtin el tiempo de estabulacién
antes del sacrificio. Un grupo de conejos es sacrificado a la 2* semana postintervencién y
el otro a la 4* semana postintervencion.
Las extremidades traseras de cada animal son identificadas de acuerdo al ndmero de
semanas estabulado (2 6 4) y al tipo de intervencion realizada (C: tibia control, PRP: tibia
donde se aplica FC). Dado que la muestra no es excesivamente grande, para nombrar a
los conejos individualmente hemos preferido asignar un ndmero a cada animal del 1 al
10, teniendo en cuenta que los 5 primeros (del 1 al 5) son los sacrificados a las 2 semanas
y los otros 5 (del 6 al 10) a las 4 semanas. Cada extremidad es identificada con el ndmero
asignado al conejo seguido de:

“C": si se trata de la tibia control.

- “PRP”: si se trata de la tibia donde se aplicé el PRP.

De este modo tenemos identificada cada extremidad trasera de cada animal:

101



- 22 semanas de estabulacion: 1 (C) y 1 (PRP)

2 (C) y 2 (PRP)
3(C) y 3 (PRP)
4 (C) y  4(PRP)
5 (C) y  5(PRP)
- 4% semanas de estabulacién: 6 (C) y  6(PRP)
7 (C) y 7 (PRP)
8 (C) y  8(PRP)
9 (C) y  9(PRP)
10 (C) y 10 (PRP)
VI. 1. PROCEDIMIENTO QUIRGRGICO

Siguiendo la normativa vigente, los animales llegan al estabulario como minimo una
semana antes de la intervencién quirdrgica. Durante este periodo de tiempo permanecen
en cuarentena.

Todos los animales admitidos para cirugia experimental se evaldan rigurosamente, para
corroborar que se encuentren en buenas condiciones generales antes de la cirugia.

Tras extraer al animal de su jaula, y transportarlo a la sala de operaciones, se deja unos 30

6 40 minutos libre para minimizar todo factor estresante.
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Los animales son premedicados mediante la administracion por via intramuscular,
repartida entre los dos gliteos, de una combinacién de los siguientes farmacos: Xilacina
(Rompun® 25 ml, 2%) en dosis de 5 mg/kg; Ketamina (Ketolar® 10 ml, 50 mg) en dosis de
35 mg/kg y 1 ml de suero salino fisiol6gico. Con estas dosis se consigue una buena
relajacion del animal al cabo de unos 15 minutos y el efecto dura aproximadamente 60

minutos289.

VL. 1. 1. Obtencion del PRP

El plasma autélogo rico en FC se obtiene de la sangre del propio animal mediante un
procedimiento descrito por Anitua et al?*?, antes de la realizacion de la intervencion

quirdrgica.

Se rasura el area quirdrgica y la oreja del conejo con una maquina eléctrica. En
condiciones asépticas se extraen 3 ml de sangre venosa de la vena auricular, y introducen
en un tubo sanguineo estéril con citrato sddico al 3.8% (1:10) como anticoagulante.

(Figura 12).
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Figura 12: Extraccion sanguinea de la vena auricular del conejo

A continuacion el tubo sanguineo se introduce en la centrifugadora “GPS™" (Biomet,
Varsaw, IN). (Figura 13). Es una centrifugadora compacta de gama alta disefiada para
multiuso en laboratorios médicos, industriales y cientificos. La centrifugadora consiste en
una Centra-CL2 disefiada y manufacturada por International Equipment Company (IEC)
Needham Heights, MA (n° de registro FDA 1250014). La centrifugadora GPSTM es una
Centra—CL” que ha sido modificada por IEC removiendo la funcién de frenado del rotor.
Esta disponible a 120 voltios con ndimero de serie 7426 y a 220/240 voltios con ndimero
de serie 7427. La centrifugadora se utiliza con un cubo rotor deslizante de cuatro plazas
(cat. N°.2361) adaptadores nimero de catalogo 2083SF y 50776F. Al igual que todos los

productos producidos por IEC, ha sido desarrollado y manufacturado segtn la ISO 9001.
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Figura 13: Centrifugadora GPS™

Se centrifuga la sangre venosa obtenida a 3.200 p.m. durante 12 minutos y se observa la
calidad del centrifugado, apreciandose tres niveles en el tubo de ensayo. (Figura 14). Un
sedimento profundo de hematies, por encima un halo blanco que corresponde a la capa
de leucocitos y por encima de ésta, el plasma con las plaquetas, que corresponde
aproximadamente a unos 1,5 ml. El plasma es separado en fracciones mediante una
extraccion muy meticulosa para no crear turbulencias en las fracciones obtenidas. El
centrifugado divide la fracciéon plasmdtica en capas con diferente concentracion de
plaquetas, asi, la primera toma corresponde al plasma menos concentrado y la ultima, al
plasma mas concentrado, situado inmediatamente encima de la capa de leucocitos. Se
preparan 5 jeringas de 0.5 ml, y 2 tubos de ensayo estériles numerados. Con las jeringas
se extraen 0.3 ml del plasma, y se depositan en los diferentes tubos de ensayo estériles por
orden de concentrado: los mas diluidos (primera, segunda y tercera capa) en el tubo 1°y
los mds concentrados (cuarta y quinta capa) en el nimero 2°. Diez minutos antes de la

aplicacion del PRP, se vertia cloruro célcico al 10% en la proporcién de 0.05 ml por cada
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ml de plasma. EI C1.Ca rompe las plaquetas, liberandose los FC. La mezcla de mas
concentracion (tubo 2°) se utilizaba para infiltrar el tendén y el tdnel perforado en el

hueso. El resto se aplicaba en los tejidos perincisionales.

Figura 14: Tubo sanguineo tras su centrifugado. Se aprecia el sedimento profundo de hematies, y por encima, el plasma.

VI. 1. 2. Anestesia y Técnica Quirirgica

Figura 15: Sala de quiréfano
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Se realiza en condiciones de méaxima esterilidad, en el quiréfano del estabulario (Figura
15 y 16). Las intervenciones son bilaterales (1/3 distal de tibias) para cada animal, y se

realizan de forma aleatoria.

Figura 16: Animal de experimentacion en la mesa de quiréfano

El material quirdrgico utilizado es el basico, y consta de: bisturi frio, pinzas, tijeras de
diseccién, porta, separadores manuales y autoestdticos, gubia, broca, cuchara,
periostotomo y tornillos biorreabsorbibles, todos ellos acordes con el tamano de la

articulacién que abordamos y esterilizados en autoclave. (Figura 17).
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Figura 17: Instrumental quirdrgico utilizado

Durante el acto quirdrgico los animales son anestesiados mediante inhalacién de
halotano, oxigeno y oxido nitroso a través de mascarilla (para prolongar el efecto sedante),
a la vez que se mantiene una via venosa permeable localizada en la oreja. La via venosa
permeable permite el mantenimiento de un aporte de fluidos durante la anestesia de
aproximadamente 10 ml/Kg/h de una solucién de suero salino al 0,9%. Este aporte de
liquido también permite contrarrestar parcialmente la depresién cardiovascular provocada
por los anestésicos. Ademas permite la posibilidad de administrar farmacos por esta via si

fuese necesario.

El drea quirdrgica se prepara mediante desinfeccion de la piel con una solucién de
alcohol yodado y entallamiento estéril del campo quirdrgico. Se realiza un abordaje
posterointerno longitudinal de la extremidad trasera de unos 2-3 cm de longitud. Se

diseca por planos, aislando el paquete vasculonervioso interno, y el tendén distal del
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musculo gemelo interno de unos 3 mm de didmetro que se inserta en calcaneo,
procediendo a seccionarlo a nivel de su insercién. En el conjunto 6seo de tibia-peroné se
realiza un tdnel 6seo de unos 3 mm de didmetro, en zona metafisaria posterointerna y

perpendicular al eje longitudinal del hueso. (Figura 18).

e) f)

Figura 18: (a) Esqueleto de El de conejo. (b) Radiografia de la tibia-peroné de un conejo. (c) Esquema de la localizacién del tinel 6seo
realizado en la tibia del conejo, a nivel de zona metafisaria distal. (d) Imagen intraoperatoria del tdnel 6seo tibial. (e y f) Esquema de
la introduccién del injerto tendinoso en el tdnel éseo tibial y fijacién con un tornillo biorreabsorbible (g)
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En la tibia perteneciente al grupo Experimental, el tenddn se infiltra en su interior con PRP
y se introduce en el tinel 6seo relleno con gel de PRP. Posteriormente el tendén es fijado
con un tornillo biorreabsorbible de 3 mm de diametro (Bio-FASTak® Suture Anchor de
Arthrex) (Figura 18). En la tibia perteneciente al grupo Control se realiza el mismo
procedimiento, pero el tendén se introduce en el tinel 6seo y se fija con un tornillo
biorreabsorbible sin utilizar PRP.

Este modelo experimental reproduce el ambiente habitualmente encontrado en la
interfase hueso-tendén de una ligamentoplastia reconstructiva de LCA utilizando tendones
isquiotibiales y tornillos interferenciales reabsorbibles como dispositivo de fijacion, con la
salvedad de la inclusién en el grupo Experimental de PRP como fuente de aporte de FC,

Gnica condicién variable entre los dos grupos del estudio.

Para terminar la intervencién, se cierra la piel con sutura intradérmica Dexon ® 2(0), y se
coloca un apésito y vendaje compresivo. A continuacién administramos Doxiciclina en
dosis de 4 mg./Kg. via intramuscular como profilaxis antibiética postoperatoria.

No se utiliza ningiin medio de inmovilizacién postoperatoria de la extremidad. La herida
se cubre con un apdsito y el animal se coloca en la jaula inmediatamente después de la
intervencion, con libertad para moverse sin restriccion 6 inmovilizacion de sus
extremidades.

Se identifica la jaula con el nimero de conejo pertinente (también identificamos la fecha

de la intervencién y el dia previsto de sacrificio).
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En el postoperatorio se realiza la siguiente pauta de analgesia: Buprenorfina, en dosis 0,05
mg/Kg/12 h. durante las primeras 48 h., primera dosis intraoperatoria, y Meloxicam 3 ml/

24 h. via sc. durante 1 semana.

VI. 1. 3. Control Clinico Postoperatorio

Los animales permanecen enjaulados individualmente después de la cirugia, teniendo

libre acceso a comida y agua. (Figura 19).

Figura 19: Conejo enjaulado

Todos los animales son revisados fisicamente cada dia y pesados cada tres. En todos los

animales intervenidos quirdrgicamente aplicamos un protocolo de supervisién y se
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establece un criterio de punto final, si en algin momento se alcanza la puntuacién

indicada (> 12 puntos) se procede al sacrificio inmediato del animal. (Tabla I).

Frecuencia
Peso 72h
Secreciones 24h
Pelaje 24h
Automutilacion 24h
Herida quirdrgica 24h
Chillidos 24h
Postura de ocultacion 24h

Tabla I: Protocolo de supervisién. Criterio de punto final > 12 punto

VI. 1. 4. Sacrificio de los Animales

Los animales son sacrificados en dos grupos de cinco, a la 2* y 4* semana tras la cirugia
con una sobredosis de Tiopental sédico via intravenosa (100 mg/ Kg peso). Este farmaco se
disuelve en concentraciones menores al 5%, pues de lo contrario precipita y requiere
alcalinizar mas el medio, siendo mas irritante y doloroso para el animal. Para reducir las
molestias de la venopuncién en la vena auricular marginal, se aplica crema de lidocaina
al 25% de forma tépica. Los barbitiricos son los eutandsicos mds empleados porque
producen la muerte sin sufrimiento, siendo ademas baratos. Producen la muerte en pocos

segundos por depresion del SNC y de los sistemas cardiovascular y respiratorio.

112



Una vez sacrificado al animal, se reinterviene realizando una diseccion cuidadosa de los
tejidos y extrayendo una Unica pieza que contenga la tibia distal ( extraccion en bloque de
la tibia con integridad de la zona donde se realizé la tunelizacién ).

Las muestras se identifican y se realiza una fotografia y una placa radiografica de cada
pieza. A continuacién las muestras son fijadas en una solucién de paraformaldheido al

4% y conservadas a 4° C.

VI. 1. 5. Complicaciones

No hemos tenido ningln tipo de complicaciones intraoperatorias, postoperatorias, ni
durante el tiempo que los animales han estado en el estabulario hasta su sacrificio.

No hemos tenido infecciones de la herida, tampoco lesiones vasculonerviosas, ni muertes.
En ningln caso se ha llegado a una puntuacién superior de 12 en el protocolo de
supervision realizado, por lo que nunca hemos tenido que aplicar el criterio de punto

final.
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VI. 2. METODOS DE VALORACION

Para el estudio del proceso de cicatrizaciéon del tendén en el interior de un tinel éseo
valoramos las piezas obtenidas desde el punto de vista radiografico, macroscépico e

histolégico.

VI. 2. 1. Método Radiografico

Practicamos una radiografia en proyeccion AP de la tibia distal, donde se localiza el tdnel
Oseo con el tendon en su interior, valorando la reaccién dsea existente.

Para mejorar la calidad de la imagen, las radiografias se realizan con placas de grano fino.
Hemos utilizado unas caracteristicas de 45KV, 5 mAs y 1 metro de distancia foco-placa.
La imagen radiogréfica es digitalizada y tratada con el programa Image) 1.39I para el

calculo del area de la reaccion dsea.

VI. 2. 2. Estudio Histologico e Inmunohistoquimico

El estudio histolégico se ha realizado en el Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital

Universitario de Bellvitge.
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Las muestras son sometidas a un proceso de descalcificacion mediante inmersiéon en
solucién de d&cido nitrico al 7% durante 72 a 82 horas. Una vez finalizada la
descalcificacion se efectia la seccién de las muestras perpendicularmente al eje mayor
del hueso, se realiza una osteotomia proximal y distal al tornillo colocado durante la
cirugia y luego es retirado. La pieza se incluye en parafina y posteriormente los bloques
obtenidos son seccionados en cortes de 7 micras de espesor. Se realizan 4 cortes
histol6gicos de cada una de las piezas, siendo coloreados 3 de ellos con hematoxilina-

eosina y el restante con tricromico de Masson. (Figura 20).

Figura 20: tinciones histoldgicas

También se obtienen cortes de 4 micras de grosor de cada bloque, para efectuar técnicas

de tinciéon inmunohistoquimica para coldgeno tipo Il utilizando anticuerpo policlonal

anti-colageno tipo Il (NCL-Coll-llp; Novocastra).
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Tinciones:

* Hematoxilina Fosina

La hematoxilina es una sustancia natural capaz de colorear, extraida de la madera de un
arbol conocido como édrbol de Campeche, originario de Centroamérica. Fue utilizada por
primera vez en 1983. La hematoxilina se expende en polvo, el cual es cristalino, casi
incoloro o algo amarillento a veces mas oscuro.

La hematoxilina, como tal, aunque esté disuelta en agua o en alcohol de 96° o de 100°, es
incapaz de colorear, para poder hacerlo, debe sufrir una oxidacién. La hematoxilina
oxidada es hemateina y bajo este cambio fisico-quimico y la unién con una base es capaz
de colorear. La base es conocida como mordiente, hay muchas bases que actian como
tal, la mas conocida es el alumbre que puede ser de potasio, hierro o cromo. El mordiente
es un intermediario entre el colorante y el tejido y en general entre dos cuerpos que
quimicamente carecen de afinidad. De alguna manera activa las moléculas del tejido y
forma con ellas una unién firme y estable. Con el colorante forma un precipitado que
presenta una fuerte coloracion y es, ademas insoluble en agua y otros liquidos. Este tipo
de precipitado coloreado se Ilama “laca”. Los mordientes deben ser acidos nunca bdésicos.
Utilizamos el método de Harris. Este método tifie todas las estructuras tisulares, ntcleos,
citoplasma, tejidos conectivos... y continda con una decolorizaciéon controlada vy

“azulamiento” hasta llegar a una tincién nuclear éptima.

Fijacion: Formalina neutra al 10% estabilizada, fijadores de Bouin o de Zenker.

Secciones: en parafina de 7 micras.
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Soluciones: Alcohol acido al 1%, agua amoniacal, solucién saturada de carbonato de

litio, solucion de Eosina-Floxina, Hematoxilina de Harris (5 g de hematoxilina, 50 ml de

etanol al 100%, 100 g de alumbre de potasio o de amonio, 1000 ml de agua destilada y

2,5 g de 6xido rojo de mercurio).

Procedimiento:;

9.

Desparafinazacion e hidratacion de las [dminas hasta Ilegar al agua destilada.
Tincién en hematoxilina de Harris durante 5 minutos.

Lavado en agua corriente.

Diferenciacion en alcohol 4cido al 1%.

Lavado en agua corriente.

Colocacion de las ldminas en una solucion de agua amoniacal.

Lavado en agua corriente (10-20 minutos).

Colocacioén en etanol al 80%.

Contraste en la solucion de eosina-floxina.

10. Deshidratacién y aclaramiento con etanol y xileno.

11.Montaje en medio resinoso. (Figura 21).

Resultados: se observan los nicleos en color azul, citoplasma y la mayoria de otros tejidos

de rosado a rojo. La tinciéon hematoxilina-eosina permite observar el osteoide de color

rosado pélido y el hueso mineralizado de color rosado oscuro.
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Figura 21: Preparacién de hematoxilina-eosina

* Tricrémico de Masson
Las fibras de colageno constituyen el elemento predominante del tejido conectivo aunque
son visibles con la tincién de hematoxilina eosina, la tincion de tricromico de Masson las

resalta con suma facilidad.

Fijacion: Formalina neutra al 10% estabilizada, fijador de Bouin
Secciones: en parafina 7 micras.
Soluciones: fijadora de Bouin, hematoxilina de hierro de Weigert, fucsina acida y
escarlata de Biebrich, 4cido fosfomolibdico-fosfotungstico, azul de anilina, dcido acético
al 1%.
Procedimiento:

1. Desparafinazacion e hidratacién de las laminas hasta llegar al agua destilada.

2. Dejar enfriar durante 10 minutos.

3. Lavado en agua corriente y enjuague con agua destilada.

4. Coloracién con la solucion de hematoxilina de hierro de Weigert durante 10

minutos.
5. Lavado en agua corriente y enjuague con agua destilada.

6. Coloracién con la solucion fucsina acida-escarlata de Biebrich.
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7. Diferenciacién con la solucién de 4cido fosfomolibdico-fosfotungstico.
8. Contrastar con la succién azul de anilina.
9. Deshidratacion y aclaramiento con etanol y xileno.

10.Montaje en medio resinoso.

Resultados: Ncleos en color negro, musculo, citoplasma y queratina en rojo y coldgeno

en azul (o verde).

* Anticuerpo Policlonal Anti-Colageno Tipo Il (Ncl-Coll-llp; Novocastra)
Anticuerpo no organoespecifico, especifico de tejido, dirigido contra antigenos
localizados en tejidos concretos que poseen fibras de coldgeno tipo Il, pudiendo formar
parte, sin embargo, de diversos érganos.
Secciones: en parafina de 4 micras
Procedimiento:
1- Desenmascaramiento antigénico introduciendo la pieza en una olla a presién durante 2
minutos, con tampon citrato pH 4.
2- Bloqueo de la peroxidasa con agua oxigenada durante 5 minutos.
3- Anticuerpo primario (Novocastra) a dilucién 1:40 durante 20 minutos
4- Sistema de visualizacion “En Vision” (DAKO) durante 20 minutos.
5- Sistema de revelado con DAB durante 5 minutos
6- Lavado con agua destilada

7-Tincién de contraste con hematoxicilina durante 7 minutos.
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8- Lavado con agua destilada.
9- Deshidratacion y aclaramiento con etanol y xileno.

10- Montaje en medio resinoso

Todos los lavados intermedios fueron realizados con tampén fosfato pH 7

Como control de la positividad de estas técnicas inmunohistoquimicas se utilizaron

tejidos cartilaginosos de conejo y humanos.

Observacion histolégica

Figura 22: Sala de estudio de las preparaciones histoldgicas.
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Se ha realizado un estudio descriptivo de la celularidad, caracteristicas de la matriz
extracelular, orientacién de las fibras de colageno, vascularizaciéon y hallazgos no
esperados. Por otro lado, se ha realizado un estudio inmunohistoquimico para determinar
la cantidad y distribucién del colageno tipo II.

El drea de estudio para observar los cambios histolégicos es la comprendida entre el
hueso y el tenddn injertado. Se registra la presencia de los siguientes cambios tisulares 6
variables:

(1) fibroblastos,

(2) vasos de neoformacion,

(3) matriz extracelular

(4) tejido de tipo condroide poco organizado,

(5) tejido cartilaginoso con células organizadas,

(6) sustancia osteoide,

(7) trabéculas 6seas,

(8) fibras de anclaje del tend6n al hueso.

Cada uno de estos cambios histolégicos es valorado por un Anatomo Patélogo, que
desconoce a que grupo pertenece cada una de las muestras, con la siguiente gradacion:

(-) no presente,

(+/-) presente en escasa cantidad,

(+) moderada cantidad,

(++) abundante cantidad y

(+++) muy abundante cantidad.
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(Tablas II'y 11I)

Cambios histolégicos

Sacrificio " -
22 o c o5 S O Q o '
g —
Semana | = = i 5 = =
1 (0 + 4 + + + + +/- +/- --
1 (PRP) b ++ | 4+ | | 4 4 + -
2(0) o & + + +/- | +/- + -
S 2 (PRP) ++ + + ++ ++ ++ ++ --
U
P 3 (O +4 + L 4t + +/- - -
0 3 (PRP) ++ + ++ ++ ++ ++ + --
4 (O) ++ + + + + + +/- 2
4 (PRP) ++ + ++ ++ ++ ++ + --
5 (C) - + + + + +/- +/- -
5 (PRP) - e o oo ++ R +4 -

Tabla 11: Cambios histolégicos en el grupo de conejos sacrificados a la 2? semana postintervencion: grupo control (C), grupo
experimental (PRP). En el eje de abscisas situamos los distintos elementos histolégicos observados en la interfase injerto tendinoso-
hueso: Fibroblastos (tejido de granulacién)=Fb, vasos de neoformacién = Vn, matriz extracelular = Mes, tejido condroide = TCo, tejido
fibrocartilaginoso organizado = TC, sustancia osteoide = SO, trabéculas 6seas = TO y anclajes tendén-hueso = aT-H. Cada uno de estos
elementos histolégicos eran cuantificados en cada preparacién mediante la siguiente gradacién: (-) no presente, (+/-) presente en escasa
cantidad, (+) moderada cantidad, (++) abundante cantidad, (+++) muy abundante cantidad. Las piezas pertenecientes al grupo
experimental (PRP), poseen un nivel superior de tejido condroide, tejido fibrocartilaginoso organizado, sustancia osteoide y trabéculas

6seas, que las piezas del grupo control
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Cambios histolégicos

Sacrificio
42 o - ; =} @) o @) J,:
- > — o - @ ot =
Semana = = =
6 (O) + o+ ++ | +++ + + + --
6 (PRP). + -+ e 4 4 et e +
7 (C) + + + + + 4 + --
G 7 (PRP). + + + + ++ | +++ | +++ +
R
U 8 (C) ++ + + ++ + + + -
= 8 (PRP) - - ++ | +++ | ++ e e --
O
9 (O) o o o + + + + --
9 (PRP) ++ ++ + ++ ++ | +++ | +++ --
10 (C) + - - + + + + -
10 (PRP) e - e o e ++ | +4++ | ++ -
Tabla I1l: Cambios histoldgicos en el grupo de conejos sacrificados a la 4* semana postintervencién: grupo control (C),

grupo experimental (PRP). En el eje de abcisas situamos los distintos elementos histolégicos observados en la interfase injerto
tendinoso-hueso: Fibroblastos (tejido de granulacién)=Fb, vasos de neoformacién = Vn, matriz extracelular = MExt, tejido condroide =
TCo, tejido fibrocartilaginoso organizado = TC, sustancia osteoide = SO, trabéculas éseas = TO y anclajes tendén-hueso = aT-H. Cada
uno de estos elementos histoldgicos estdn cuantificados en cada preparacién mediante la siguiente gradacion: (-) no presente, (+/-)
presente en escasa cantidad, (+) moderada cantidad, (++) abundante cantidad, (+++) muy abundante cantidad. Las piezas
pertenecientes al grupo experimental (PRP), poseen un nivel superior tejido fibrocartilaginoso organizado, sustancia osteoide y
trabéculas dseas.
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Resultados
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VII. RESULTADOS

VIIL. 1. ESTUDIO MACROSCOPICO

El estudio macroscépico y radiogréfico de las piezas muestra la presencia de una reaccién
6sea de mayor tamano de la zona de entrada del tendén en el interior del tdnel 6seo tibial
en el grupo Experimental, que recibi6 PRP, de los animales sacrificados a la 4° semana,

respecto al resto de grupos. (Figuras 23, 24 y 25)

Figura 23: Aspecto macroscépico del extremo distal de la tibia Experimental (con PRP) (@) y la pieza Control (b) de un mismo conejo
sacrificado a la 4® semana. Estudio radiografico correspondiente a ambas tibias, experimental (c¢) y control (d). Se evidencia la
existencia de un callo 6seo mucho més manifiesto en la tibia que recibi6 PRP.
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2 SEMANAS

Control

Figura 24: Aspecto macroscépico y radiografia del extremo distal de la tibia Experimental, con PRP (a la izquierda), y Control (a la
derecha) de un mismo conejo sacrificado a la 2* semana.
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4 SEMANAS

Control

Figura 25: Aspecto macroscopico y radiografia del extremo distal de la tibia Experimental, con PRP, (a la izquierda) y Control (a la
derecha) de un mismo conejo sacrificado a la 4* semana.
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Este hallazgo subjetivo es corroborado por los datos obtenidos en el tratamiento
informatico de las imagenes radioldgicas, donde se evidencia que el area media de la
reaccion 6sea a la entrada del tdnel tibial en las extremidades de los conejos sacrificados
a la 2* semana del grupo Control es de 1798,8 pixeles (0,48 cm2), mientras que en el
grupo Experimental es de 3924 pixeles (1,05 cm2). (Grafica 1); y las extremidades de los
conejos sacrificados a la 4* semana del grupo Control presentan un area media de
reaccion 6sea de 4324,6 pixeles (1,12 cm2) mientras que en las del grupo Experimental es

de 7336 pixeles (1,94 cm2). (Grafica 2).

AREA CALLO

sjaxid N

[ 2sC
Conejos B 2sPRP

Grafica 1: Representacion del drea de la reaccion ésea en el grupo de conejos sacrificado a la 2* semana. Rojo: grupo experimental
(2sPRP). Azul: grupo control (2sC)
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Grifica 2: Representacién del drea de la reaccion 6sea en el grupo de conejos sacrificado a la 4* semana. Rojo: grupo experimental
(4sPRP). Azul: grupo control (4sC)

Observando las medias muestrales podemos concluir que la aplicacion de PRP obtiene un
callo 6seo de mayor drea en los grupos Experimentales si se comparan con sus respectivos
grupos Control, existiendo una mayor reaccién periéstica en las piezas de los conejos

sacrificados a la 4* semana donde se aplicé PRP respecto al resto de grupos. (Grafica 3).
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Grafica 3: Representacion del drea de la reaccion ésea en el grupo de conejos sacrificado a la 2% semana y 4° semana. 2sC: piezas del
grupo Control sacrificado a la 2° semana. 2sPRP: piezas del grupo experimental sacrificado a la 2° semana. 4sC: piezas del grupo
control sacrificado a la 2° semana. 4sPRP: piezas del grupo experimental sacrificado a la 2° semana.

VILI. 2. ESTUDIO MICROSCOPICO

En ningln corte histolégico de hematoxilina y eosina, tanto de los grupos Control como
Experimental, se observa la linea de separacion basdéfila, denominada marca de agua'*

entre el fibrocartilago mineralizado y el no mineralizado.
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VIL 2. 1. Grupo de Conejos Sacrificados a las 2 Semanas

En el grupo Control se visualiza en la interfase hueso-tendén abundante tejido de
granulacién con fibroblastos jévenes, una rica sustancia extracelular y numerosos vasos
de neoformacién. Se observa tejido de tipo mesenquimatico, escasos focos de tejido
condroide con células desordenadas, tejido cartilaginoso y una proporcién similar de

sustancia osteoide y trabéculas 6seas neoformadas. (Figura 26).

a)

b)

Figura 26: Grupo Control sacrificado a la 2* semana: (a)Tincién hematoxilina-eosina. (x10). (b)Tincién tricrémico de Masson (x10). Se
visualiza una interfaz entre hueso(TO) - tenddn(Te) con abundante tejido mesenquimatico (TM), rico en fibroblastos jévenes, vasos de
neoformacién y sustancia extracelular. Figura 28: Grupo Control sacrificado a la 2* semana: (a)Tincién hematoxilina-eosina. (x10). (b)
Tincién tricrémico de Masson (x10). Se visualiza una interfaz entre hueso(TO) - tend6n(Te) con abundante tejido mesenquimatico (TM),
rico en fibroblastos jovenes, vasos de neoformacion y sustancia extracelular.
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En la interfase hueso-tendén del grupo Experimental, con PRP, se observan los mismos
elementos tisulares que en el grupo Control. No obstante, se aprecia una mayor cantidad
de focos de tejido cartilaginoso con células mas ordenadas, mayor presencia de sustancia
osteoide y de trabéculas 6seas neoformadas. Por otra parte, el tejido mesenquiméatico en

este grupo esta marcadamente disminuido. (Figura 27).

d)
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e)

Figura 27: Grupo Experimental (con PRP) sacrificado a la 2* semana: (c y d)Tincién hematoxilina-eosina. (x10). (e) Tincién tricrémico
de Masson (x10). Se observa una interfaz entre hueso (TO) - tendén (Te) con menor componente mesenquimatico (TM), mayor ndmero
de focos de tejido cartilaginoso constituido por tejido condroide y condrocitos ordenados (TC), junto a sustancia osteoide, si se
compara con las preparaciones del grupo Control.

VIL 2. 2. Grupo de Conejos Sacrificados a las 4 Semanas

En el grupo Control, se observa un predominio de los componentes mesenquimatico,
condroide y cartilaginoso en la interfaz hueso-tendén. (Figura 28)

a)
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b)

Figura 28: Grupo Control sacrificado a la 4* semana: (a)Tincién hematoxilina-eosina. (x10). (b)Tincién tricrémico de Masson (x10). Se
observa una interfaz entre hueso (SO) - tendén (Te) con predominio de los componentes mesenquimético, condroide y cartilaginoso

(TO)

En el grupo Experimental, predomina el tejido cartilaginoso organizado, la sustancia

osteoide y las trabéculas de hueso neoformado. (Figura 29)

a)
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b)

©)

Figura 29: Grupo Experimental (con PRP) sacrificado a la 4* semana: (a y b) Tincién hematoxilina-eosina (x10). (¢) Tincién tricrémico
de Masson (x10). En la interfaz entre hueso-tendén (Te) predomina el tejido cartilaginoso (TC),la sustancia osteoide (SO) y las trabéculas
de hueso neoformado. Se evidencian dreas de anclaje de las fibras tendinosas al hueso y restos de tejido condroide (TCo).

Destacar, que en dos casos del grupo Experimental se observan areas donde las fibras del
tendén muestran continuidad con las trabéculas éseas como expresién de una incipiente

zona de anclaje de las fibras tendinosas al hueso. (Figura 30)
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d

e)

Figura 30: Grupo Experimental (con PRP) sacrificado a la 4* semana: (a,b,c) Tincion hematoxilina-eosina (x10). (d,e,f) Tincién
tricrémico de Masson (x10). (c) Detalle a mayor aumento (x200) de (b). (f) Detalle a mayor aumento (x200) de (e). Se observa una zona
de anclaje tendén (Te) — hueso recientemente formado (TO), junto a sustancia osteoide (SO) y zona de anclaje directo del tendén al
hueso.
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Tanto en el grupo Control como el grupo Experimental tratado con PRP se evidencia la
presencia de escasa cantidad de células gigantes multinucleadas de tipo cuerpo extrafio
en relaciéon con restos 6seos y a particulas del tornillo insertado. En dos de las
extremidades del grupo con PRP se observa una intensa proliferacion del tejido

cartilaginoso, que involucraba restos de los tornillos implantados. (Figura 31).

a)
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b)

Figura 31: Células gigantes multinucleadas de tipo cuerpo extrafio alrededor de restos éseos y particulas del tornillo insertado. (a y b)
Tincién hematoxilina-eosina (x10).
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VII. 3. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

Se realizé un estudio control previo del patréon de distribucién de la técnica de tincién
inmunohistoquimica con Ac anti-Coldgeno tipo |Il, utilizando tejido cartilaginoso
procedente de conejo y humano, apreciando positividad para la tincién en la membrana

celular de condrocitos y una tenue tincion de trasfondo en la sustancia extracelular.

El patrén de tincion encontrado en las preparaciones procedentes de las piezas de los
animales del estudio, es de membrana citoplasmatica, existiendo una mayor intensidad de
tincion en los condrocitos del fibrocartilago mineralizado y en la sustancia osteoide.

(Figura 32, 33 y 34).

L SR

Figura 32: Técnica inmunohistoquimica para colageno tipo Il. (Anticuerpo policlonal anti-coldgeno tipo Il) (x200). Patrén de tincion
de membrana citoplasmatica
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a)

b)

Figura 33: Técnica inmunohistoquimica para colageno tipo Il. (Anticuerpo policlonal anti-colageno tipo 1) (x10). (a, b). (b) Detalle a
mayor aumento (x200) de (a). Mayor tincién de la sustancia osteoide que del tejido cartilaginoso.

Figura 34: Técnica inmunohistoquimica para colageno tipo Il. (Anticuerpo policlonal anti-colageno tipo Il) (x10). Patrén de tincién de
membrana citoplasmética. La intensidad tintorial es mayor en los condrocitos del fibrocartilago mineralizado y sustancia osteoide (SO)
y menor en los condrocitos del tejido cartilaginoso (TC) y tejido condroide (TCo).

141



Las preparaciones del grupo Control y Experimental, tanto de la 2* como de la 4* semana,
presentan positividad para el colageno tipo Il en el tejido fibrocartilaginoso no
mineralizado y mineralizado.

Aunque no se aprecian diferencias en el patrén de distribucién del colageno tipo Il entre
los dos grupos de animales, si existe una mayor area de tincién de colageno tipo Il en el
grupo Experimental, tratado con PRP, de la 2* y 4% semana, respecto sus grupos Control,
ya que la cantidad de tejido fibrocartilaginoso, en sus variadas formas de presentacion,

también es mayor en los grupos que recibieron PRP. (Figura 35y 36).

2 semanas Control

a)

2 semanas PRP

b)
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Figura 35: Técnica inmunohistoquimica para colageno tipo Il. (Anticuerpo policlonal anti-colageno tipo Il) (x10).

Grupo Control sacrificado a la 2° semana: (a) Se visualiza una interfaz entre hueso(TO) - tendén(Te) con abundante tejido
mesenquimatico (TM), rico en fibroblastos jévenes, vasos de neoformacién y sustancia extracelular. La intensidad tintorial es mayor en
la sustancia osteoide del hueso (TO) y menor en los fibroblastos del tejido mesenquimatico (TM). Grupo Experimental (con PRP)
sacrificado a la 2° semana: (b y ¢). Se observa una interfaz entre hueso - tendén (Te) con menor componente mesenquimatico (TM),
mayor nimero de focos de tejido cartilaginoso constituido por tejido condroide (Tco) y condrocitos ordenados (TC), junto a sustancia
osteoide (SO), si se compara con las preparaciones del grupo Control. La intensidad tintorial es mayor en la zona con condrocitos
ordenados (TC) y sustancia osteoide (SO) y menor en los condrocitos del tejido condroide (TCo).

4 semanas Control

a)
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4 semanas PRP

b)

Figura 36: Técnica inmunohistoquimica para coldgeno tipo IlI. (Anticuerpo policlonal anti-coldgeno tipo 1) (x10).

Grupo Control sacrificado a la 4* semana: (a). Se observa una interfaz entre hueso-tendén (Te) con predominio de los componentes
mesenquimdtico (TM) condroide (TCo) y cartilaginoso (TC).

Grupo Experimental (con PRP) sacrificado a la 4* semana (b). En la interfaz entre hueso-tendé6n (Te) predomina el tejido cartilaginoso
(TC),la sustancia osteoide (SO) y las trabéculas de hueso neoformado (TO). La intensidad tintorial es mayor en los condrocitos del
fibrocartilago mineralizado y sustancia osteoide (SO) y menor en los condrocitos del tejido cartilaginoso (TC) y tejido condroide (TCo).

VILI. 4. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Hemos realizado el estudio estadistico analizando cinco apartados diferenciados.
Analizamos por separado:
- Los resultados obtenidos seglin el tiempo de estabulaciéon de los animales
relaciondndolos con el tipo de cirugia a los que han sido sometidos.
- Los resultados obtenidos en cada tipo de cirugia en relacién con el tiempo de

estabulacion.
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Es decir:

a)

Estudio del proceso de cicatrizaciéon: comparamos las extremidades “C”, es decir
las tibias intervenidas quirtrgicamente donde no se utiliz6 PRP de los conejos
sacrificados a las 2 semanas, con las tibias intervenidas quirdrgicamente donde no
se utiliz6 PRP de los conejos sacrificados a las 4 semanas.

Estudio del proceso de cicatrizacién al aplicar PRP: comparamos las extremidades
“PRP”, es decir las tibias intervenidas quirdrgicamente donde se utiliz6 PRP de los
conejos sacrificados a las 2 semanas, con las tibias intervenidas quirdrgicamente
donde se utilizé PRP de los conejos sacrificados a las 4 semanas

Estudio de las 2 semanas: comparamos en el grupo sacrificado a las 2* semanas las
piezas C (tibias intervenidas quirirgicamente donde no se utiliz6 PRP de los
conejos sacrificados a las 2 semanas) con las piezas PRP (tibias intervenidas
quirdrgicamente donde se utiliz6 PRP de los conejos sacrificados a las 2 semanas).
Estudio de las 4 semanas: comparamos en el grupo sacrificado a las 4* semanas las
piezas “C” (tibias intervenidas quirdrgicamente donde no se utiliz6 PRP de los
conejos sacrificados a las 4 semanas) con las piezas “PRP” (tibias intervenidas
quirdrgicamente donde se utiliz6 PRP de los conejos sacrificados a las 4 semanas).
Por dltimo, comparamos los resultados obtenidos en las piezas “C” de los animales
sacrificados a las 4 semanas, con los de las piezas “PRP” de los animales

sacrificados a las 2 semanas.
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VIL. 4. 1. Analisis Estadistico de los Valores Radioldgicos

Las imagenes radiologicas tras ser digitalizadas, son tratadas con el programa ImageJ 1.39I
para calcular los resultados de la variable: “area de la reaccion 6sea” aparecida en la zona

de entrada de la plastia tendinosa en el tdnel 6seo tibial. (Figura 37) (Tabla V).

2 SEMANAS 4 SEMANAS

Control FC Control FC

-

[

—

Vv

A
.
L
J

Figura 37: Digitalizacion de las imagenes radiologicas del drea de reaccion ésea en cada una de las piezas.
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Area C Area C Area PRP | Area PRP
(pixeles) (cm2) (pixeles) (cm2)
GRUPO 2*
semana
6 750 0,20145044 3.532 0,94869729
7 3854 1,03518668 4.599 1,23529412
8 763 0,20494225 4.227 1,1353747
9 1820 0,48885308 2.631 0,70668815
10 1807 0,48536127 4.633 1,24469514
Media |1798,8| 0,48315874 3924 1,05409616
Maximo | 3854 1,04 4616 1,24
Minimo 750 0,2 2631 0,7
GRUPO 4°
semana
1 3067 0,81051797 6.313 1,66834038
2 7593 2,00660677 10.930 2,8884778
3 1812 0,47885835 7.391 1,9532241
4 4394 1,16120507 5.733 1,51506342
5 4382 1,15803383 6.313 1,66834038
Media |4249,6 | 1,12304440 7336 1,93868922
Maximo | 7593 2 10930 2,89
Minimo 1800 0,48 5733 1,52

Tabla IV: resultados de la medicion del area de reaccion 6sea

El andlisis estadistico se realiz6 con el paquete SPSS 11.0 y Statistics462.

Valores del area media de la reaccion 6sea en los distintos grupos:

a) grupo 2* semana Control: 0,48 cm2 (1798,8 pixeles) +/- 0,3
b) grupo 2? semana PRP: 1,05 cm2 (3924 pixeles) +/- 0,2

c) grupo 4* semana Control: 1,12 cm2 (4249,6 pixeles) +/- 0,51
d) grupo 4* semana PRP: 1,94 cm2 (7336 pixeles) +/- 0,5

Al realizarse el estudio en grupos pequefos (n<30) debemos comprobar si los datos
provienen de una variable normal para decidir la prueba a realizar. La prueba que

comprueba la normalidad de los datos es la de Kolmogorov-Smirnov, en la que se
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considera o = 0,05. Si el p-valor es mayor que a se puede considerar que los datos
provienen de una distribuciéon normal y utilizaremos pruebas paramétricas. Si por el
contrario el p-valor es menor que o consideramos que esos datos no provienen de una
distribucién normal por lo que utilizaremos pruebas no paramétricas.
Las pruebas estadisticas utilizadas son:
* U de Mann-Whitney (prueba no paramétrica para comparar los valores de los
grupos).
* T de Student (prueba paramétrica utilizada cuando los datos provienen de una
distribucién normal).

* Chi-cuadrado (para comparar frecuencias independientes).

El resultado de la aplicacion de la prueba de Kolmogorov-Smirnov en los cuatro grupos de
tratamiento (grupo 2* semana Control, grupo 2? semana PRP, grupo 4* semana Control y
grupo 4* semana PRP), admiten la normalidad de los datos. La prueba obtiene los

siguientes p-valor:

- grupo 2% semana Control: 0,783
- grupo 2% semana PRP: 0,937
- grupo 4 semana Control: 0,849
- grupo 4° semana PRP: 0,796

Asi pues, podemos suponer que los datos de estos grupos siguen una distribuciéon normal,
y ademas estan relacionados, por lo que utilizaremos la prueba paramétrica t de Student,

para compararlos. Las hipétesis que nos vamos a plantear son las siguientes:
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a) El area de reaccion 6sea del grupo “4* semana Control” mayor la del grupo “2°

semana Control”: 4? semana Control >

Grupo 22 sem Control

Variable 2C (numérica entera)

5 obs.

Media = 1798,8 pixels £ 1264,64 (Extremos : 750 - 3854)

Interv. de conf. de la media : 1166,48 a 2431,12 (si distrib. normal)
1

Version Demo

22 semana Control?

Grupo 4* sem Control

Variable 4C (numérica entera) Version Dema
5 obs.
Media = 4249,6 pixels + 2153,9 (Extremos : 1812 - 7593)

Interv. de conf. de la media : 3172,65 a 5326,55 (si distrib. normal)

24056 I40§6 2 40%

i

i
| L 20%_ N X 20%
........... : e e ST

| R e T

% [ N N (40 A R 0 )
o :
750 1268 1786 2304 2822 3340 _ 3858 PIXE 18122776 3740 4704 5668 6632 7506 PEIS
1009 1527 2045 2563 3081 3599 2294 3256 4222 5186 6150 7114

Media (4 sem C )= 4249,60

Media( 2 sem C )= 1798,80

Comparacion Series / Valores
10 obs.

Yersion Light

t de Student = 2,19 (DDL = 8)

Resultado N5

Series Nb Valores (pixels) Mediax+desy,
4C 5 e 3 | #| 4740 5+102551
e ———— .
750 3024,2 7593

En este caso obtenemos un estadistico t de Student igual a 2,194 con 8 grados de libertad,

y un p-valor de 0,0298, por lo que podemos afirmar que existen diferencias

estadisticamente significativas entre el area media de los dos grupos. Asi, podemos afirmar

que existen mayores reacciones 6seas a las 4 semanas que a las 2 semanas al comparar

los 2 grupos Control.
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b) El drea de reaccion 6sea del grupo “4* semana PRP” es mayor que la del grupo 2*

semana PRP: 42 sem PRP > 22 sem PRP?

Grupo 2% sem PRP Grupo 4° sem PRP
Variable 2PRP (numérica entera) Version Demo Variable 4PRP (numérica entera) Version Demo
5 obs. 5 obs.
Media = 3924,4 pixels + 847,88 (Extremos : 2631 - 4633) Medla = 7336 pleels + 2096,58 (Extremos : 5733 - 10930)
Interv. de conf. de la media - 3500.46 2 4348,34 (i distrib. normal) Interv. de conf. de la media : 6287,71 a 8384,29 (si distrib. normal)
! i
4| T 7 T
H 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
, h
H |
1 |
" |
2 ' 40%_ 2 40%
1 1
i i
i i
i |
20% 20% \ 20% 20% 20%
1 2 i ] e el
] = o T,
I D
1 L L T
1 o e
" h J \
—_— —_—
2631 2965 3299 | 3633 3967 _ 4301 4635 PClS 5733 '5599 7465 8331 9197 10063 lgozg  PeIS
2798 3132 3466 3800 4134 4468 5166 7032 7898 8764 9630 10496 11362

Media (4*semPRP) = 7336,00

Media (22semPRP) = 3924,40

Comparacion Series / Valores Version Light

10 obs.
Series Nb B} Valores (pixels) Mediatdesy,
4PRP 5 i E | . 7336=1875,23
2PRP 5 |+ zl:bj 3924 4+758,37

2631 5630,2 10930
t de Student = 3,37 (DDL = 8) Resultado S : p<0,Q1 ***
(si distrib. normales y de misma variacion)

Aplicando la prueba t de Student obtenemos un estadistico de valor 3,373 con 8 grados
de libertad, y un p-valor de 0,0049, por lo que podemos afirmar que existen diferencias
estadisticamente significativas entre el area de callo a la 4* semana respecto a la 2?
semana de los 2 grupos donde aplicamos PRP, encontrando valores mayores a las cuatro

que a las dos semanas.
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c) El drea de reaccion 6sea del grupo “2* semana PRP” es mayor que la del grupo 2°

semana Control: 22 sem PRP > 22 sem Control?

Grupo 22 sem Control

Variable 2C (numérica entera)

5 obs.

Media = 1798,8 pixels = 1264,64 (Extremos : 750 - 3854)

Interv. de conf. de la media : 1166,48 a 2431,12 (si distrib. normal)
1

4

40% 405

Version Demao

Grupo 2% sem PRP

Variable 2PRP (numérica entera)

Version Demo

5 obs.

Media = 3924,4 pixels = 847,88 (Extremos : 2631 - 4633)

Interv. de conf. de la media : 3500,46 a 4348,34 (si distrib. normal)
1

4

40%

1 - t - 20 1 2% % =
0 i X 0 .
7s0 Toes T7ee z3oh 222 3340 3ess PR 2631 2965 3299 ' 3633 3967 _ 4301 4635 PIXelE
1009 1527 2045 2563 3081 3599 2798 3132 3466 3800 4134 4468
Media (22 sem PRP ) = 3924,40
Media ( 22 sem Control ) = 1798,80
Comparacion 2PRP / 2C
5 pares
Series Nb Valores (pixels) Mediaxdesv.
2PRP 5 . [ ) =@ 3924,4+758,37
2C 5 | ( ] * 1798,8+1131,13
750 2861,6 4633

t de Student = 3,77 (DDL = 4) Resultado S : p<0,02 **

Aplicando la prueba t de Student para comparar los datos de ambos grupos obtenemos un
estadistico igual a 3,773 con 4 grados de libertad, y p-valor de 0,0089, por lo que
podemos afirmar que la aplicaciéon de PRP obtiene mayores areas de callo 6seo a las dos

semanas de la cirugia, diferencias estadisticamente significativas.
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d) El area de reaccion 6sea del grupo “4* semana PRP” es mayor que la del grupo 4*

semana Control: 42 sem PRP > 42 sem Control?

Grupo 4% sem Control

Variable 4C (numérica entera)
5 abs.

Interv. de conf. de la media: 3172,65 2 5326,55

Version Demo

Media = 4249,6 pixels + 2153,9 (Extremos : 1812 - 7593)

(si distrib. normal)

Grupo 4% sem PRP

Variable 4PRP (numérica entera) Version Demo
5 obs.
Media = 7336 pixels = 2096,58 (Extremos : 5733 - 10930)

Interv. de conf. de la media : 6287,71 a 8384,29 (si distrib. normal)

4

______g____ RS S P
)
Q
kS

5 40% 2 40%
20%
2o : 20% 20%_ 1 e s L
........
.........................
.............
o )
1812 2776 3740 4704 5668 6632 7596 CIClS 5733 '5509 7465 8331 09197 10063 10929  PXels
22047 3258 4222 5186 6150 7114 6166 7032 7898 8764 9630 10496 11362

Media ( 4* sem PRP ) = 7336,00

Media (4 sem C) = 4249,60

Comparacién 4PRP / 4C

5 pares
Series Nb Valores (pixels) Mediaxdesv.
= 3 ] '
* 3 = ] .
1812 5792,8

t de Student = 4,22 (DDL = 4) Resultado S : p<0,02**

La prueba t de Student obtiene un estadistico de valor 4,222 con 4 grados de libertad, que
corresponde a un p-valor de 0,0067, por lo que podemos de nuevo afirmar que existe una
diferencia estadisticamente significativa del area entre estos grupos, observando mayores

valores en el grupo Experimental que en su respectivo grupo Control a las 4 semanas.
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e) Comparacion del area de reaccion ésea del grupo “4* semana Control” con el

grupo “2* semana PRP”: 4% sem Control = 2% sem PRP?

Grupo 4 sem Control

Grupo 2? sem PRP

Variable 2prp (numérica entera) Version Demo
Variable 4C (numérica entera) Version Dema 5 obs.
5 obs. Media = 3924,4 pixels + 847,88 (Extremos : 2631 - 4633)
Media = 4249,6 pixels + 2153,9 (Extremos : 1812 - 7593) Interv. de conf. de la media : 3500,46 a 4348,34 (si distrib. normal)
Interv. de conf. de la media : 3172,65 a 5326,55 (si distrib. normal) 1
i 4 .
4 T |
1 1
! I
! ]
; :
H 1
' i
2 405 2 ; 40%_
1 1
1 1
1 1
1
Y - 200 _ 2o 205 : 2056 |
e ! L ] ey,
+ 1 1
1 1
1 1
o 1 o 1 -
pixels pixels
1812 2776 3740 4704 5668 6632 7596
5294 2958 322 5186 5150 2114 263 12798296531323299346536333800396?4134430l44684635
Comparacion Series / Valores Version Light
10 obs.
Series Nb Valores (pixels) Media+desv.
7‘rr_|.rp 5 L [ I [ L] 107‘4,4+7‘GRI17
Zhr = s 2dza B PR 2
4C 5 * [ + ! + ] * 4249,6+1926,51
1812 4087 7593
tde Student = 0,31 (DOL = 8) Resultado N5

La aplicacién de la prueba t de Student obtiene un estadistico de valor 0,314 con 8 grados

de libertad, con un p-valor de 0,0761 , por lo que no podemos afirmar que existen

diferencias estadisticamente significativas entre el drea de estos dos grupos: 4* semana

Control y 2* semana Experimental.
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Conclusion los resultados radiolégicos

El estudio informatico de las imagenes radiogréaficas de las piezas pone de manifiesto la

presencia de una reaccién 6sea de mayor tamano:

a)a las 4 semanas que a las 2 semanas, tanto si se comparan los dos grupos

Experimentales como Controles,

b) en los grupos Experimentales respecto a sus correspondientes grupos Control, y

c)en el grupo Experimental de los animales sacrificados a la 4* semana respecto al

resto de grupos.

No existen diferencias estadisticamente significativas del drea de reaccién dsea existente
entre las extremidades del grupo Control de los conejos sacrificados a la 4* semana al ser

comparadas con el grupo Experimental de los conejos sacrificados a la 2* semana, donde

se aplicé PRP. (Grafica 3).
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Grafica 3: Representacion del area de la reaccion dsea en el grupo de conejos sacrificados a la 2* semana y 4° semana.
2sC: piezas del grupo control sacrificado a la 2° semana.

2sPRP: piezas del grupo experimental sacrificado a la 2° semana.

4sC: piezas del grupo control sacrificado a la 2° semana.

4sPRP: piezas del grupo experimental sacrificado a la 2° semana.



VIL 4. 2. Analisis Estadistico de los Valores Microscopicos

El analisis estadistico se realizé con el paquete SPSS 11.0. El estudio comparativo de las
variables cualitativas estudiadas se realizé mediante la prueba de la U de Mann-Whitney
para variables ordinales independientes no paramétricas. Se consideré una diferencia
estadisticamente significativa una p < 0.05, en este caso se aceptaba la hipdtesis
alternativa.

Las variables estudiadas son ordinales. Asi pues, no es correcto utilizar pruebas para
variables continuas sobre la media. Tampoco hemos podido hacer una prueba de Chi-
cuadrado, al disponer de pocos elementos. En estos casos se utilizan pruebas no
paramétricas, las adecuadas cuando no se tiene una muestra suficientemente grande.
Nuestro estudio compara dos poblaciones (sacrificio a 2 semanas vs. 4 semanas, y grupo
Control vs. grupo Experimental (con PRP)) mediante muestras independientes. Asi pues,
debemos hacer una prueba no paramétrica con 2 muestras independientes. Esta prueba se

conoce como la prueba de la U de Mann-Whitney.

Partimos de dos hipétesis:
Hipdtesis nula: las dos muestras provienen de la misma poblacién.

Hipdtesis alternativa: las dos muestras provienen de poblaciones diferentes.

Se calcula un estadistico basado en rangos, y se obtiene un p-valor. Si el p-valor es mayor
que alfa, entonces nos quedaremos con la hipétesis nula. Si el p-valor es menor que alfa,

entonces nos quedaremos con la hipétesis alternativa. El valor estdndar de alfa es 0.05.
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a) Al comparar los resultados de las piezas del grupo Control en los animales sacrificados
a la 2% y 4* semana, podemos concluir que:
* Existe un nivel superior de fibroblastos en las extremidades de los conejos
sacrificados a la 2* semana del grupo Control (p=0,14)
* Existe un nivel superior de sustancia osteoide (p=0,014) y trabéculas 6seas (p=0,017)

en las extremidades de los conejos sacrificados a la 4* semana del grupo Control

Como vemos existe un predominio de elementos diferente (fibroblastos 6 sustancia
osteoide y trabéculas 6seas) segin el intervalo de tiempo de sacrificio de los animales.

(Gréafica 4).

CONTROL

I—0—2 sem —& d:cr‘]

>

n
A

:
|
)

Fibroblastosn
)

Hiswogia

Gridfica 4: representacion grafica de los resultados obtenidos en los dos grupos Control, situando en el eje de abcisas los distintos
elementos predominantes segin aparecen a lo largo del tiempo en el proceso de cicatrizacién (fibroblastos, vasos de neoformacién,
matriz extracelular, tejido condroide, tejido fibrocartilaginoso organizado, sustancia osteoide, trabéculas éseas y anclajes hueso-
tendon), y en el eje de ordenadas la cantidad de éstos.
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b) Al comparar los resultados de las piezas del grupo Experimental de los animales
sacrificados a la 2* y 4* semana, podemos concluir que:
* Existe un nivel superior posiblemente de fibroblastos (p=0,05) en las extremidades
de los conejos sacrificados a la 2* semana del grupo Experimental.
* Existe un nivel superior de trabéculas 6seas (p=0,031) y posiblemente de sustancia
osteoide (p=0,05) y anclaje hueso-tendén en las extremidades de los conejos

sacrificados a la 4* semana del grupo Experimental.

Como vemos existe un predominio de elementos diferente (fibroblastos 6 trabéculas

6seas) seglin el intervalo de tiempo de sacrificio de los animales. (Grafica 5).

PRP

——2 sem —#—4 sem |

n

Cantidad

Fibroblastos
Vasos

M.E.

t. Condroide
t.Cartilaginoso
S.0.
Trabéculas

Histologia

Grdfica 5: representacién gréfica de los resultados obtenidos en los dos grupos PRP, situando en el eje de los distintos elementos
predominantes segln aparecen a lo largo del tiempo en el proceso de cicatrizacién (fibroblastos, vasos de neoformacién, matriz
extracelular, tejido condroide, tejido fibrocartilaginoso organizado, sustancia osteoide, trabéculas 6seas y anclajes hueso-tendén), y en
el eje de ordenadas la cantidad de éstos.
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¢) Al comparar los resultados de las piezas de los animales sacrificados a la 2* semana
pertenecientes al grupo Control y Experimental, podemos concluir que:

* Las extremidades del grupo Experimental poseen una mayor presencia de tejido
condroide (p=0,015), tejido fibrocartilaginoso organizado (p=0,004), sustancia
osteoide (p=0,004), trabéculas 6seas (p=0,015) de forma estadisticamente
significativa respecto a las piezas de su correspondiente grupo Control, y
posiblemente también de matriz extracelular (p=0,065).

Asi, a la 2% semana encontramos mayor cantidad de elementos y ademas caracteristicos
de intervalos de tiempo posteriores, en el grupo Experimental, donde se aplic6 PRP,

respecto a su correspondiente grupo Control. (Grafica 6).
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Grafica 6: representacion gréfica de los resultados obtenidos en los animales sacrificados a la 2° semana, situando en el eje de abcisas
los distintos elementos predominantes seglin aparecen a lo largo del tiempo en el proceso de cicatrizacién (fibroblastos, vasos de
neoformacion, matriz extracelular, tejido condroide, tejido fibrocartilaginoso organizado, sustancia osteoide, trabéculas 6seas y
anclajes hueso-tendén), y en el eje de ordenadas la cantidad de éstos. Las extremidades pertenecientes al grupo Experimental (PRP),
poseen un nivel superior de tejido condroide, tejido fibrocartilaginoso organizado, sustancia osteoide, trabéculas dseas, que las
extremidades del grupo Control; siendo estas diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05)
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d) Al comparar los resultados de las extremidades de los animales sacrificados a la 4°

semana pertenecientes al grupo Control y Experimental, podemos concluir que:

Las extremidades del grupo Experimental poseen de forma estadisticamente
significativa un nivel superior de tejido fibrocartilaginoso organizado (p=0,003),
sustancia osteoide (p=0,005), y trabéculas 6seas (p=0,005).

La prueba estadistica no puede confirmar la existencia de diferencias
estadisticamente significativas en la variable anclaje hueso-tendén (p=0,134), pero al
ser detectada Unicamente su presencia en piezas del grupo Experimental, con PRP,

seguramente con muestras mayores si seria posible confirmar esta diferencia.

Asi, a la 4* semana encontramos mayor cantidad de elementos y ademds caracteristicos

de intervalos de tiempo posteriores, en el grupo Experimental, donde se aplicé PRP,

respecto a su correspondiente grupo Control. (Grafica 7).
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Cambios histolégicos a las 4 sem.
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Grifica 7: representacién de los resultados obtenidos en los animales sacrificados a las 4* semanas, situando en el eje de abcisas los
distintos elementos predominantes seglin aparecen a lo largo del tiempo en el proceso de cicatrizacién (fibroblastos, vasos de
neoformacion, matriz extracelular, tejido condroide, tejido fibrocartilaginoso organizado, sustancia osteoide, trabéculas Gseas y
anclajes hueso-tendén), y en el eje de ordenadas la cantidad de éstos. Las piezas pertenecientes al grupo Experimental (PRP), poseen
un nivel superior tejido fibrocartilaginoso organizado, sustancia osteoide y trabéculas dseas; siendo estas diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05). Los anclajes hueso-tendén no obtuvieron diferencias estadisticamente significativas (P=0,134), pero
seguramente con muestras de mayor tamafio, si hubiera sido posible confirmar esta diferencia.

e) Al comparar los resultados de las extremidades de los animales sacrificados a la 22
semana del grupo Experimental con las de los animales sacrificados a la 4* semana del
grupo Control, podemos concluir que:

* Las piezas del grupo Experimental de los animales sacrificados a la 2* semana
poseen valores superiores de fibroblastos (p=0,014), tejido fibrocartilaginoso
organizado (p= 0,003), sustancia osteoide (p = 0,003), y posiblemente también de
matriz extracelular (p=0,065), tejido condroide (p=0,174) y trabéculas 6seas

(p=0,134).
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Asi, las extremidades del grupo Experimental (PRP) de los animales sacrificados a la 2*
semana poseen mayor cantidad de elementos propios de su etapa y también de elementos
caracteristicos de intervalos de tiempo posteriores, que las del grupo Control de los

animales sacrificados a la 4? semana. (Grafica 8).
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Grdfica 8: representacion grafica de los resultados obtenidos en los grupos 2% sem PRP y 4* sem Control, situando en el eje de abcisas
los distintos elementos predominantes segin aparecen a lo largo del tiempo en el proceso de cicatrizacion (fibroblastos, vasos de
neoformacion, matriz extracelular, tejido condroide, tejido fibrocartilaginoso organizado, sustancia osteoide, trabéculas 6seas y

anclajes hueso-tenddn), y en el eje de ordenadas la cantidad de éstos.
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En resumen, las extremidades que recibieron PRP, tanto de los animales sacrificados a la
2% semana como a la 4* semana, presentan unos niveles superiores y de forma mas precoz
de los distintos elementos que participan en el proceso de cicatrizacién, que sus

respectivos grupos Control. (Grafica 9).
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Grifica 9: representacién grafica de los resultados de todos los grupos, situando en el eje de abcisas los distintos elementos
predominantes segln aparecen a lo largo del tiempo en el proceso de cicatrizacién (fibroblastos, vasos de neoformacién, matriz
extracelular, tejido condroide, tejido fibrocartilaginoso organizado, sustancia osteoide, trabéculas 6seas y anclajes hueso-tendén), y en
el eje de ordenadas la cantidad de éstos.
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VIIL. DISCUSION

En la practica clinica se han utilizado mdltiples tipos de plastias tendinosas para la
reconstruccion del LCA. Las mas utilizadas actualmente son el autoinjerto HTH rotuliano
y la multifascicular de TI, consiguiéndose buenos resultados funcionales en mas del
80-90% de los de pacientes??’ aunque todavia quedan cuestiones sin resolver, como la
eleccion del tipo de injerto, el lugar de insercién, su configuracién en uno o dos

fasciculos, el tipo de fijacién o la tension del mismo.

Los protocolos de rehabilitacién actual??? no limitan la extension ni la flexion de la rodilla

en las fases iniciales, permiten al paciente a caminar con carga, y a subir y bajar escaleras
desde el postoperatorio inmediato. Para que los injertos que reconstruyen al LCA puedan
aguantar las solicitaciones de traccion a las que son sometidos durante estas actividades,
son necesarios dispositivos de fijacion que proporcionen una resistencia mecanica inicial
suficiente. No obstante, es imprescindible conseguir una fijacién biolégica precoz del
injerto a la zona receptora para permitir que soporte las solicitaciones que requieren la

realizacion de las actividades de la vida cotidiana, deportiva y/o laboral.

Se ha conseguido acelerar la cicatrizacion del injerto en el interior del tinel 6seo con
diferentes métodos biolégicos, como es aplicar en la zona de unién del tendén al tinel
6seo BMP-2142143 factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF-BB)'#4, células
de la medula ésea'#, terapia génica'*?, 6 colocando periostio recubriendo al injerto
tendinoso'#®147. No obstante, no conocemos ningln trabajo que estudie el efecto y la

histologia del proceso reparativo de un tendén en el interior de un tdnel 6seo cuando se
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aplica PRP como fuente de aporte de FC, es decir, aplicar varios FC a la vez y en

proporciones fisiolégicas.

En el conejo la inserciéon de un tend6n no patolégico en el hueso se produce de una
forma muy parecida histolégicamente a la de otros modelos animales como el perro, o en
el mismo ser humano'#190193 Hemos elegido al conejo como modelo de
experimentacion animal por su facil manipulacién, requerir una escasa infraestructura
para su mantenimiento y bajo coste econémico.

La extrapolacién a la especie humana de los resultados obtenidos con animales sigue
siendo motivo de controversia. Es dificil, realizar comparaciones entre diferentes modelos
experimentales, con diferentes animales y mas realizar extrapolaciones al ser humano.
Ademas se sabe que la cicatrizacién en el conejo es un proceso mas rapido que en el
hombre. No obstante, creemos que los resultados deben acercarse a la realidad porque no
hemos sacado ninguna conclusién a partir de cifras absolutas, sino siempre con valores
relativos respecto a los otros grupos de estudio. Por otra parte el proceso de cicatrizacién
ya ha sido estudiado por otros autores en el conejo!192:293 aspecto que permite realizar
comparaciones con nuestro modelo animal a pesar de las diferencias con el mismo. Asi,
la comparacion de los resultados observados entre el grupo Experimental y Control

permite atribuir las diferencias observadas en la cicatrizacion a la aplicacion del PRP.
En este estudio planteamos un modelo experimental donde el mismo conejo sirve de
grupo caso y control, intervencién quirdrgica bilateral, lo que permite eliminar

variaciones atribuibles a factores individuales de los animales (peso, sexo, dieta,
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actividad...). El modelo experimental reproduce el ambiente habitualmente encontrado en
la interfase hueso-tendén de una ligamentoplastia reconstructiva de LCA que emplea
tendones isquiotibiales y tornillos interferenciales reabsorbibles como dispositivo de
fijacion. La Unica diferencia es que en el grupo Experimental, a diferencia del grupo

Control, se aplica PRP en el interior del tendén y del tinel éseo donde se introduce.

Realizamos un estudio cronolégico para describir los cambios radiograficos,
macroscopicos y microscopicos en el tiempo. Sabemos que entre las ocho y doce
semanas de la insercién de un tend6n en un tinel 6seo la interfase hueso-tendén estd mas
organizada, y las fibras de colageno atraviesan la interfase, produciéndose una insercion
indirecta de las fibras de colageno del tendén en el hueso, orientadas en la direccion de
traccion del tenddn al hueso, sin presentar ninguna ventaja sobre la reparacion directa en
el hueso cortical'®. El periodo de tiempo en el que se completa el proceso de
cicatrizacién puede variar en funcién de diversos factores, como son las fuerzas
mecanicas que actian en la interfase y el tipo de hueso implicado'*1%>. Por esta razén
centramos el estudio en un periodo de tiempo no superior a las 8 semanas, ya que
posteriormente la cicatrizacién ha finalizado y no es previsible encontrar diferencias entre
los dos grupos de tratamiento. También sabemos que en la zona de unién del tendén al
hueso el colageno predominante es el tipo 11818819 tanto en el fibrocartilago
mineralizado como en el no mineralizado. Tras la insercién de un tendén en el interior de
un tdnel 6seo, el colageno tipo Il no es observado en la unién hueso-tendén hasta
después de la 2* semana tras la cirugia concomitantemente con la apariciéon de los

condrocitos, por lo que era recomendable elegir un intervalo de tiempo inferior. Entre la

167



3% y la 4* semana de la inserciéon del tendén en el tdnel 6seo, el drea positiva para el
coldgeno tipo Il aumenta rapidamente, de forma proporcional al aumento del nimero de
condrocitos, y a partir de la 8* semana la distribucién del colageno tipo Il es similar a la
del tend6n normal! 4190191,

Conocidos estos intervalos de tiempo, y los elementos predominantes en cada uno de
ellos, decidimos sacrificar a un grupo de conejos a las 2* semana (tiempo de aparicién del
coldgeno tipo Il en la interfase hueso-tendén) y el otro grupo de animales a la 4* semana
postintervencion (tiempo de aparicion de la mayor cantidad de coldgeno tipo II),
intentando ver si se presentaba alguna modificacion en tiempo de aparicion o en la
cantidad de los distintos elementos histolégicos participantes del proceso de cicatrizacién

normal.

No hemos utilizado atropina durante el acto anestésico para disminuir la mortalidad
asociada a este farmaco por su efecto vagolitico, como es la produccién de taquicardia o
la reduccién de las secreciones bronquiales y salivares?®®, ademas uno de cada tres
conejos posee la enzima atropina esterasa, que explica por qué muchos son refractarios a

la administracién de atropina?88293,

Hemos realizado una técnica quirdrgica con las maximas condiciones de esterilidad,

como se utiliza en humanos, administrando antibiéticos profilacticos, y no hemos tenido

ninguna infeccion lo que ha permitido no descartar a ningiin conejo del estudio.
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El proceso de cicatrizacién de un tendén en el interior de un tinel 6seo se produce tras la
sucesion de una fase inflamatoria, proliferativa, reparadora y remodeladora, pudiendo
durar varios meses hasta completarse. Parece que la cicatrizacion se inicia por los FC
liberados en la degranulacion plaquetar??4. El PRP contiene FC como el PDGF, VEGF,
TGF-B, B-FGF e IGF-1, que favorecen la curacion de los tejidos?>>2¢" estimulando la
diferenciacién y maduracién celular?®. Se ha visto que los FC actian de forma
combinada y su efecto varia seglin la concentracién y proporcién de los mismos?4>246:295,
Los FC obtenidos de las plaquetas estdn en proporciones fisiolégicas, a diferencia de los
FC recombinantes, los cuales se aplican en solitario y a dosis habitualmente

suprafisiolégicas.

El callo 6seo de mayor tamafno observado en la zona de union del tendén al tinel 6seo
cuando se aplica PRP, pone en evidencia que la aplicacion de PRP estimula como minimo
el proceso de formacion ésea. El aumento de formacién ésea en la zona de insercién con
protusién de este tejido bajo la piel pudiera considerarse no deseable, ya que en el

humano podria ocasionar como minimo un problema estético.

En la inserciéon normal de un tend6n o un ligamento en el hueso se distinguen cuatro
zonas: tenddn, fibrocartilago no mineralizado, fibrocartilago mineralizado y hueso'8. El
fibrocartilago no mineralizado se separa del mineralizado por la “marca de agua”' . Los
injertos tendinosos sin pastilla 6sea presentan un proceso de cicatrizacion en el interior
del tdnel 6seo diferente a los que si la tienen, no se produce una cicatrizacién directa

hueso-hueso, sino que la unién se establece mediante un tejido celular fibroso, que con el

169



tiempo va aumentando, apareciendo zonas de continuidad entre las fibras de colageno
tendinosas y el hueso, y posteriormente estas se organizan y remodelan segin la direccion
de las fuerzas de traccion'#3192193  con'9?2 o sin'¥319  |a formacién de una zona
intermedia de fibrocartilago. Al igual que el estudio de Sano et al'®? observamos una zona
de fibrocartilago entre hueso y tendén, pero no se visualiza la “marca de agua”'® que
separa el cartilago mineralizado del no mineralizado. Es decir, no se reproduce la
histologia normal de la insercién indirecta de un tendén o ligamento a través de las fibras
de Sharpey que se anclan en el hueso'®.

Los tipos tisulares que observamos en la unién del tendén al tdnel 6seo en los casos de los
grupos Control sacrificados a la 2% y 4* semanas, son los mismos que se aprecian en la
insercion indirecta normal de los tendones, con la excepcién de la no presencia de la
“marca de agua”, y coinciden con los descritos por Sano et al'? en el mismo modelo
animal tras trasplantar una fascia en una trinchera 6sea en el hiimero. No obstante, Liu et
al'¥3 utilizando también al conejo como modelo experimental no observan fibrocartilago
en la unién tendinosa a la 6 semana de la implantacién experimental del tendén flexor

hallucis longus en un tdnel 6seo.

Estudios recientes sugieren que la cicatrizacién de un tendén en el interior de un tdnel
6seo es especifica del tipo de hueso, asi la incorporacién y remodelado es mas rapida en
el hueso esponjoso femoral que en el tibial'®*. Las solicitaciones a las que estd sometido
el tendon pueden intervenir en la formacién de fibrocartilago, ya que las fuerzas de
traccion favorecen la union directa del tendén al hueso' y las de compresion favorecen

la formacién de tejido condroide. Si comparamos la aparicién de fibrocartilago en la zona
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de unién hueso-tendén en los grupos control con la descrita en otros estudios que no
utilizan PRP'43192193 = vemos que aparece al mismo tiempo, mientras que si la
comparamos con su respectivos grupos Experimentales, observamos que en estos ultimos
el tejido fibrocartilaginoso aparece de forma mas precoz. Esta diferencia puede atribuirse
solo a la aplicacién del PRP, ya que si se debiera a otros factores como el diferente
modelo experimental'*3, tipo de tendén utilizado'#192193 tipo de hueso donde se
inserta' 9219 angulo de insercién del mismo, tipo de fijacion utilizado y las solicitaciones
a que estd sometido'®19>, no hubiéramos apreciado diferencias entre los dos grupos,

Experimental y Control.

Asi pues, en este estudio la aplicacién de PRP estimul6 la formacién y maduracién de la
zona de fibrocartilago respecto al grupo Control a partir de la 2* semana y estimulé la
formacién de tejido 6seo a partir de la 4* semana, como también se ha descrito en otros
estudios que utilizan un solo FC como la BMP-2'42. La administracién de PRP en nuestros
grupos Experimentales, tanto de los animales sacrificados a la 2* como a la 4® semana, dio
lugar a una mayor cantidad de los elementos tisulares fibrosos, cartilaginosos y osteoides,
y un mayor grado de ordenacién celular en el fibrocartilago y sustancia osteoide, respecto
a sus respectivos grupos Control. Ademas se observan zonas de union directa del tendén
al hueso (zonas de anclaje) en dos extremidades del grupo Experimental de los animales
sacrificados a la 4* semana, no encontradas en ningln caso Control, y solo evidenciadas

en estudios que no utilizan PRP en intervalos de tiempo superiores'92:193,
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La proporcién vy tipo de fibras de coldgeno de la zona de unién hueso-tendén, muestra
una secuencia y patron especifico que refleja la progresion del proceso de
curacion'8>190192 - aymentando la cantidad de fibras tipo I y Il, y disminuyendo el tipo
"3 a medida que progresa la cicatrizacién en el tiempo. La cantidad, el tipo y la
disposicion del coldgeno influyen en la capacidad del tendén o ligamento para soportar
las cargas que se le aplican en su insercién. El colageno tipo Il aparece en la interfase de
unién hueso-tendén a la 2* semana tras su implantacion, concomitantemente a la
aparicion de los condrocitos, y su drea de tinciéon aumenta progresivamente en relacion
con el aumento del nimero de éstos. No apreciamos diferencias en el patrén de
distribucién del colageno tipo Il en la zona de unién del tendén al tinel éseo entre la 27 y
la 4* semana, ni entre el grupo Control y Experimental. La aplicacién de PRP, por tanto,
no varié el inicio de la sintesis ni el patrén de distribucion del colageno tipo Il, pero si
incrementd la cantidad sintetizada, ya que en el grupo Experimental, con PRP, la cantidad

de tejido cartilaginoso era cualitativamente mayor que en el grupo Control.

Este estudio presenta una serie de limitaciones, como el pequefio nimero de animales por
grupo, no evaluar los resultados a largo plazo después de la cirugia, la valoracion
cualitativa de los resultados de la observacion microscopica, no valorar las propiedades
mecanicas del injerto, y no reproducir ni el ambiente intraarticular, ni las solicitaciones
exactas a las que es sometido un injerto utilizado para la reparacion del LCA. Ademas, a
pesar de no haber observado efectos perjudiciales con el uso del PRP, no debemos
descartar su existencia??%2%7. Tal vez su aplicacion una sola una vez durante la cirugia, y

directamente en tenddn y tlnel éseo, sean las razones de no haberlos encontrado.
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A pesar de estas limitaciones, creemos que este estudio es valido porque al utilizar la
extremidad contralateral del mismo animal como control, podemos afirmar que las
diferencias histolégicas observadas no se deben a diferencias genéticas, de nutricion, o

alteraciones en la carga o peso de los animales, sino al tratamiento realizado.

Estos datos permiten afirmar que probablemente la aplicacién de PRP en la zona de unién
del tendén al hueso estimula la actividad y proliferacion celular, la sintesis de matriz
extracelular, y la maduracién de los diferentes tejidos que intervienen en el proceso
reparativo de un autoinjerto tendinoso en el interior de un tinel 6seo, como confirma el
hallazgo de una mayor cantidad de elementos y la presencia elementos caracteristicos de
intervalos de tiempo posteriores del proceso de cicatrizacion en el grupo Experimental,
tratado con PRP, respecto a su respectivo grupo Control.

Probablemente, la utilizacién de PRP en la practica clinica en humanos, podria reproducir
estos resultados, estimulando la actividad y proliferacion celular, y acelerando la
maduracién celular del proceso de integracion de la plastia tendinosa en el interior de un
tinel 6seo. No obstante, no se ha realizado ningin estudio histolégico en humanos que
pueda demostrar los cambios que se producen a este nivel. Los estudios clinicos existentes
con la aplicacion de PRP para favorecer la incorporacion del injerto utilizado para la
reconstruccion de LCA muestran resultados contradictorios a favor?'® y en contra?®” de su
utilizacién, probablemente debidos al diferente método utilizado en la técnica quirirgica,

método de evaluar la incorporacion del injerto, o tiempo de evaluacion.
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IX. CONCLUSIONES

El analisis de los resultados y valoracion de la comparacién creada entre los grupos de

investigacion concluye:

a).- Estudio microscépico:
1°.- El grupo Experimental de los animales sacrificados a la 2% semana presenta niveles
superiores de tejido condroide, tejido fibrocartilaginoso organizado, sustancia osteoide y

trabéculas 6seas neoformadas que su respectivo grupo Control.

2°.- El grupo Experimental de los animales sacrificados a la 4* semana presenta niveles
superiores de tejido fibrocartilaginoso organizado, sustancia osteoide, trabéculas éseas y

posiblemente de zonas de anclaje hueso-tendén que su respectivo grupo Control.

3°.- El grupo Experimental de los animales sacrificados a la 2* semana presenta valores
superiores de fibroblastos, tejido fibrocartilaginoso organizado, sustancia osteoide, y
posiblemente también de matriz extracelular, tejido condroide y trabéculas 6seas que el

grupo Control sacrificado a la 4* semana.

4°.- El momento de aparicion y el patron de distribucion del coldgeno tipo 1l no muestra
diferencias entre los dos grupos a estudio, pero si se aprecia una mayor area de tincion
para el coldgeno tipo Il en los grupos Experimentales, tanto a la 2* como 4* semana, al ser

comparados con sus respectivos grupos Control, debido a la mayor cantidad de tejido
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fibrocartilaginoso existente.

b). Estudio radiografico y macroscopico:

5°.- Presencia de una reaccion 6sea de mayor tamafio en la zona de entrada del tend6n en
el interior del tinel 6seo tibial en los grupos Experimentales, que recibieron PRP, respecto
a sus correspondientes grupos Control, y en el grupo Experimental de los animales

sacrificados a la 4* semana respecto al resto de grupos.

Consecuentemente, microscopica, radiografica y macroscopicamente, este estudio
demuestra que la administraciéon de PRP como fuente de FC afecta al proceso de
reparacion del autoinjerto tendinoso dentro de un tinel 6seo en nuestro modelo
experimental. EI PRP aceler6 la curaciéon, anticipando en el tiempo la aparicién de
elementos celulares y tisulares propios de fases posteriores del proceso de cicatrizacion, y

ademas incremento de la cantidad éstos.

Asi, las tres cuestiones inicialmente planteadas son respondidas afirmativamente, por lo
que podemos confirmar nuestra hipétesis alternativa o de trabajo:

“La presencia de PRP aut6logo como aporte de FC en la interfase injerto tendinoso-hueso
estimula y acelera la reparaciéon de los tejidos locales mediante un mecanismo que

reproduce las etapas fisiol6gicas de la cicatrizacion tisular”.
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