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RESUMEN: Objetivo: Un hidrogel preparado por la
polimerizacion del monémero metacrilato de 2-hidro-
xietilo P(HEMA) fue administrado localmente al ten-
dén de Aquiles del conejo parcialmente seccionado con
el objeto de evaluar su influencia y compatibilidad en
el proceso de cicatrizacién.

Diserio experimental: Se estudiaron un total de 40 ten-
dones distribuidos de forma uniforme en dos grupos,
control y experimental, a los cuales se aplicé el hidro-
gel. Los animales fueron sacrificados a los 3, 7, 14 y
28 dias para llevar a cabo una evaluacién histolégica.
Después de 28 dias de la lesion los especimenes fueron
también estudiados con microscopio electrénico y se re-
aliz6 un analisis biomecanico con objeto de determinar
la fuerza necesaria para el fracaso de la cicatriz.

Resultados: Se ha constatado una ausencia de reac-
cion tisular adversa al hidrogel, una limitada presencia
de adherencias peritendinosas, asi como una uniforme
proliferacion fibroblastica en los tendones tratados con
el hidrogel. A nivel ultraestructural se observo la pre-
sencia de colageno intracelular, fenémeno asociado con
una sintesis acelerada de fibra colagena. El analisis
biomecanico no logré establecer diferencias estadisticas
con el grupo control.

Conclusiones: El hidrogel aplicado a un tendon pue-
de prevenir la formacion de adherencias peritendinosas
y constituir un vehiculo apropiado para la administra-
cion local de agentes farmacolégicos que faciliten la re-
paracion del tendon sin interferir con su cicatrizacion.
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ABSTRACT: Objective: A hydrogel prepared by poly-
merization of the 2-hydroxyethyl metacrylate mono-
mer P(HEMA) was administered locally to the par-
tially sectioned Achilles tendon of rabbits to evaluate
its effect on the healing process.

Experimental design: A total of 40 tendons were dis-
tributed into two groups of 20, control and experimen-
tal, to which the hydrogel was applied. Animals were
killed at 3, 7, 14 and 28 days for histological study.
Twenty-eight days after injury, specimens were studied
by electron microscopy and a biomechanical analysis
was made to determine the force required to disrupt
the healed tendon.

Results: No adverse tissue reaction to the hydrogel
was observed. Peritendinous adhesion was limited and
fibroblastic proliferation was uniform in tendons trea-
ted with hydrogel. Ultrastructurally, intracellular colla-
gen was observed, a phenomenon associated with acce-
lerated collagen-fiber synthesis. Biomechanical analy-
sis showed no statistical differences between the
experimental and control groups.

Conclusions: Hydrogel applied to a tendon may
help to prevent the formation of peritendinous ad-
hesions and could be an appropriate vehicle for lo-
cal administration of pharmacological agents that
facilitate tendon repair without interfering with
healing.

KEY WORDS: Tendon. Healing. Hydrogel. HEMA.

La cicatrizacién del tendén se hace en condicio-
nes de escaso aporte vascular y de necesidad de pro-
ducir gran cantidad de coldgeno. Por ello después
de cualquier reparacién o injerto tendinoso es im-
prescindible la inmovilizacién prolongada durante al
menos 6 u 8 semanas.® Sin embargo, la inmoviliza-
cién produce importantes complicaciones como la
atrofia muscular o la rigidez articular, dando lugar a
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una lenta recuperacién, incluso a una severa limita-
cion funcional para el paciente.

Con el objeto de aumentar la resistencia mecdni-
ca de la reparacion, acelerar el proceso de cicatriza-
cién y limitar la excesiva formacién de adherencias
con los tejidos que le rodean, la investigacidon bio-
médica ha evaluado la influencia de distintos facto-
res en la reparacidon del tendén. Entre ellos cabe
destacar la movilizacién precoz,' la aplicacién lo-
cal de corriente eléctrica,” de ultrasonido'® y de on-
das de choque.* También ha sido analizado el efec-
to de ciertos farmacos sobre la reparacién tendino-
sa; asf, antinflamatorios no esteroideos,?
corticoides,! esteroides anabolizantes,'® vitaminas,’
heparina® y 4cido hialurénico,' o de agentes adhe-
sivos como la fibrina" y los cianoacrilatos.>*® De
todos ellos s6lo la movilizacién pasiva ha demostra-
do que facilita la reparacién intrinseca del tend6n
flexor en localizacién intrasinovial a partir de las
células epitendinosas y disminuye la formacién de
adherencias.”® La disparidad de resultados existente
entre los distin-tos autores y la posible interferencia
en la reparacién tendinosa hace que el resto de los
agentes no hayan demostrado de forma concluyente
su eficacia, por lo cual la inmovilizacién continda
siendo necesaria.

El hidrogel es una clase de polimero sintético
que tienen la capacidad de hincharse en presencia de
agua. La estructura quimica del hidrogel estd consti-
tuida por una red tridimensional unida por enlaces
covalentes, lo que permite la transferencia de solutos
de bajo peso molecular, dotdndole asi de una carac-
teristica permeabilidad. La preparacién de geles hi-
drofilicos se realiza a partir de monémeros acrilicos
mediante un proceso quimico de polimerizacién. El
monomero base mds utilizado es el metacrilato de
2-hidroxietilo (HEMA). Ademads, el hidrogel puede
emplearse como vehiculo para la dosificacién local
de farmacos atrapados en su interior.'” Estudios pre-
vios realizados en cultivos celulares de fibroblas-
tos,”' condrocitos® y neuronas® han demostrado la
capacidad del hidrogel basado en el (HEMA) de fa-
vorecer el crecimiento celular y la organizacién del
tejido. Esta propiedad de que un tejido natural crezca
en el interior de la matriz de un hidrogel lo hace muy
atractivo desde el punto de vista biomédico.

Ante la necesaria biisqueda de agentes y mate-
riales que favorezcan la reparacién del tendén y
acorten el periodo de inmovilizacién se intenté eva-
luar desde un punto de vista histolégico, ultraes-
tructural y biomecdnico la compatibilidad en el te-
jido tendinoso del hidrogel basado en el P(HEMA)
y su posible influencia en el proceso de cicatri-
zacion.
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Material y Método
Diserio experimental

Se utilizaron un total de 40 conejos machos de la
raza Nueva Zelanda con un peso aproximado de
3 kg. Estos se distribuyeron en dos grupos: control
(n=20) y experimental (n=20), en el cual se aplicd
el hidrogel. Tres tendones de cada grupo fueron
evaluados a nivel histolégico a los 3, 7, 14 y 28 dias
de la lesién. Ocho animales més de cada grupo se sa-
crificaron trascurridos 28 dias y se destinaron dos al
estudio con el microscopio electrénico de transmi-
sién y seis al andlisis biomecdnico.

Preparacion del hidrogel

El polimero hidrofilico se obtuvo por un proceso
de polimerizacién mediante reaccién de radical libre al
mezclar el correspondiente monémero (HEMA) en
una solucién de N-N dimetilformamida (DMF)
(Mon=1 mol/l), usando azobisisobutironitrilo (AIBN)
como iniciador [(I)=1,5x 102 mol/l]. La polimeriza-
cién se realiz6 durante 5 horas, a alto vacio y tempera-
tura de 50° C. El polimero fue aislado por la precipita-
ci6én del medio de reaccién en una mezcla de dietiléter-
hexano (4:1, v/v) a baja temperatura. La muestra
precipitada fue secada a temperatura ambiente y pre-
sién reducida hasta peso constante. Se prepard una pe-
licula trasparente de 0,5 mm de grosor por lenta eva-
poracion de una solucién que contenia 0,3 g de mues-
tra de polimero en 2 ml de DMF, secdndose a
continuacidén a presion reducida. La pelicula asi obte-
nida fue el producto aplicado en nuestro estudio. El
producto fue esterilizado por exposicién durante 2 ho-
ras a irradiacién germicida ultravioleta y almacenado
en frascos estériles hasta el momento de su utilizacion.

Procedimiento quiriirgico

La anestesia se logr6 mediante una inyeccién i.m.
de 3 cc de una mezcla compuesta de ketamina
(35 mg/kg) y xilacina (5 mg/kg). El abordaje del ten-
dén de Aquiles se realizd con una incisién cutdnea
longitudinal de 3 cm. Ambos fasciculos del tendén
de Aquiles fueron seccionados transversalmente de
forma subtotal a una distancia constante de 2 cm de
su insercion en el calcdneo. En este momento se ad-
ministr el hidrogel entre ambos extremos tendino-
sos. No se realiz6 la sutura del tendén seccionado pa-
ra evitar interferencia en el proceso de cicatrizacion.
El paratendén fue cerrado de forma continua con su-
tura reabsorbible, con objeto de contener el aporte
del hidrogel. Finalmente, el miembro fue inmovili-
zado con un yeso que mantenia el tobillo en flexion
plantar completa y la rodilla flexionada a 90°.
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Microscopia optica

Los animales fueron sacrificados con una inyec-
cion letal de pentobarbital para ser destinados al es-
tudio histolégico. Se llevd a cabo una reseccidn
completa del segmento tendinoso que contenian el
tejido de reparacién y las piezas obtenidas fueron fi-
jadas inmediatamente en formol tamponado al 10%.
Siguiendo el procedimiento habitual, los cortes se-
riados fueron tefiidos con tres tipos de tinciones: he-
matoxilina-eosina, tricrémico de Masson y rojo pi-
crosirio.”” Finalmente las muestras fueron observa-
das y micrografiadas con un microscopio de luz
polarizada.

Microscopia electronica de transmision

Dos animales de cada grupo fueron anestesiados
a los 28 dias, segun la técnica anteriormente descrita,
con el objeto de llevar a cabo una fijacién in situ de
la pieza con glutalaldehido mientras se procedia a su
extraccion. Una vez extraidas, las piezas completaron
su fijacion en glutaraldehido al 4% en tampodn caco-
dilato 0,1 M durante 24 horas. Tras el lavado de las
piezas en solucién tampodn se realizé una posfijacion
de las mismas con tetradxido de osmio al 1%. Las
piezas fueron deshidratadas en soluciones de concen-
tracion creciente de alcohol etilico, se aclararon con
6xido de propileno y se incluyeron en araldita. La
seccién de las muestras se realizé con un ultramicro-
tomo provisto de cuchillas de diamante, obteniéndose
cortes ultrafinos de 50 u que fueron montados sobre
rejillas de cobre de 300 MESH. Finalmente se proce-
di6 al contrastado de las muestras con acetato de ura-
nilo y con citrato de plomo. El examen y microgra-
fiado de las muestras se hizo con un microscopio
electrénico de transmisién Zeiss EM 109.

Estudio biomecdnico

Un total de 12 animales (seis de cada grupo) fue-
ron sacrificados a los 28 dias, llevandose a cabo una
reseccion de todo el complejo miotendinoso junto
con el calcdneo. Las piezas fueron empaquetadas en
bolsas individuales y almacenadas a —70° C hasta
4 horas antes de realizar el ensayo, momento en el
cual todas las piezas fueron descongeladas a tempe-
ratura ambiente. Cada espécimen fue evaluado para
determinar la fuerza necesaria para su rotura, en
idénticas condiciones ambientales, mediante un sis-
tema servohidraulico de evaluacién de materiales
(Instron-MTS) con capacidad de generar fuerzas de
distraccion uniaxial. Se empled una célula de carga
de 50 kp y el ensayo se realizé a una velocidad cons-
tante de 1 cm/min. Se unieron ambos extremos de
cada espécimen tendinoso con gel adhesivo a dos
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piezas de madera dentada y se montaron sobre unas
mordazas especiales para permitir un correcto agarre
del tendén.

Los resultados fueron analizados sobre la curva
carga/deformacion del osciloscopio. El punto de in-
flexién de la curva en el eje de ordenadas mostro la
carga maxima necesaria para el fracaso del tenddn, y
la distancia desde este punto al inicio de la curva en
el eje de abscisas, la elongacién que soporta el mismo.
Los datos obtenidos de ambos grupos fueron compa-
rados mediante la «t» de Student para determinar la
existencia de diferencias estadisticamente significa-
tivas. El limite de confianza fue predeterminado para
un nivel de aa=0,05.

Resultados

Trascurridos los tiempos propuestos para el sa-
crificio los animales no habian sufrido significativa
pérdida de peso que pudiera indicar infeccién o into-
lerancia al tratamiento aplicado. La seccién longitu-
dinal de la pieza permitié observar una correcta cica-
trizacién en ambos grupos. En los tendones tratados
con el P(HEMA) destacé una superficie de desliza-
miento lisa, con escasas adherencias al tejido circun-
dante, lo que permiti6 su fécil diseccién (Fig. 1).

Microscopia optica

A los 3 dias de la lesion el area de reparacion es-
taba ocupado por una red de fibrina sin un patrén de-
finido en cuyo interior se encontraban dispersos eri-
trocitos y células de la inflamacion, principalmente
monocitos. De forma caracteristica, el aporte del
P(HEMA) permiti6 la organizacién de la red de fi-
brina entorno suyo y la migracidon de fibroblastos
epitendinosos, que parecian utilizarlo como soporte,
para establecer asi una temprana continuidad entre
ambos extremos tendinosos (Fig. 2).

Figura 1. Seccion sagital de un tend6n tratado con P(HEMA) después de
28 dias de la lesion. Se observa una correcta cicatrizacién con minimo in-
cremento de la distancia entre los extremos cortados.
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Figura 2. Tenddn tratado con P(HEMA) (3 dias): organizacién de la red
de fibrina en torno al P(HEMA) ocupante del area lesional y prolifera-
cion de fibroblastos epitendinosos que intentan establecer un puente de
unién entre ambos extremos del tend6n. (HE, 25x%.)

A los 7 dias el area de reparacién en el grupo
control estaba ocupado por un tejido conectivo fibro-
vascular laxo que se disponia perpendicular al eje
del tenddn, constituyendo una densa banda celular y
vascular préxima a su extremo seccionado. En el
grupo tratado con P(HEMA) se pudo observar una
importante proliferacion fibroblastica y vascular, con
presencia de abundantes mitosis en el drea central de
la cicatriz, y una tendencia de los fibroblastos a or-
ganizarse siguiendo el eje longitudinal del tendén.
Ademds, en este grupo se demostré una temprana
presencia de fibra coldgena neoformada cercana al
borde seccionado del tendén (Fig. 3).

A los 14 dias la red de fibrina habia sido sustitui-
da por una matriz extracelular coldgena desorganiza-
da en el grupo control. El elemento celular predomi-
nante fue el fibroblasto de aspecto pleomérfico, que

S i ¢ S

Figura 3. Tendon tratado con P(HEMA) (7 dias): presencia de temprana
fibra coldgena neoformada ocupando parte del drea central de la cicatriz,
asi como la zona cercana al extremo seccionado del tendén. (Rojo picro-
sirio con luz polarizada, 50x.)
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alternaba con macréfagos y monocitos en el drea
central de la cicatriz. En los tendones con P(HEMA)
el componente vascular y celular en el tejido de repa-
racién era marcadamente superior respecto del grupo
control. La cicatriz estaba ocupada en su totalidad y de
forma uniforme por una densa matriz coldgena escasa-
mente organizada. En el centro de la cicatriz persistian
pequeios restos de P(HEMA) en torno a los cuales
no se observod la presencia de células multinucleadas
que pudiera determinar reaccién a cuerpo extrafio.

A los 28 dias de la lesién en el grupo control
destacaba una importante participacion de las células
endotendinosas en el proceso de reparacién y una
abundante presencia de vasos-capilares en la cica-
triz. La fibra coldgena neoformada, aunque mantenia
una aceptable continuidad con la del tendén seccio-
nado, se mostraba poco organizada y formaba haces
de pequeiio grosor. En el grupo tratado con el P(HE-
MA), el componente celular y vascular en el interior
del tejido de reparacién habia descendido de forma
evidente. Fue posible determinar la presencia de
gruesos haces de fibra coldgena bien empaquetada,
resultado de una correcta remodelacién, principal-
mente en la zona mds préxima al borde seccionado
del tendon (Fig. 4). En este grupo destacaba ademds
una zona de cicatrizacién bien delimitada del para-
tendon que la rodea, consecuencia de una escasa pre-
sencia de adherencias entre ambas estructuras.

Microscopia electrénica

Las caracteristicas morfoldgicas del fibroblasto
responsable de la regeneracion tendinosa no fue dis-
tinta en relacién con el grupo estudiado. En el inte-
rior de la célula destacaba un nicleo en interfase, un
desarrollado reticulo endopldsmico rugoso y abun-

Figura 4. Tend6n tratado con P(HEMA) (28 dias): tejido de reparacion
formado por gruesos haces de fibra coldgena y presencia de fibroblastos
fusiformes (flechas) resultado de una correcta remodelacién en el drea
mas cercana al tendén seccionado. (HE, 400x.)
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Figura 5. Micrografia electrénica obtenida de tendén tratado con P(HEMA).
Fibroblasto que muestra un niicleo en interfase y un desarrollo RER. Pre-
sencia de espacio bien delimitado con fibra coldgena en el interior del ci-
toplasma (7.000x).

dantes ribosomas, todo ello indicativo de una célula
en activa sintesis proteica. El espacio extracelular
estaba constituido por fibra coldgena neoformada, de
un didmetro aproximado de 30 nm, distribuidas de
forma irregular. Sin embargo, en los tendones trata-
dos con P(HEMA) se pudo determinar la presencia
de espacios bien delimitados en el interior del cito-
plasma, en los que existia un nimero variable de fi-
bras coldgenas con su caracteristica estriacién, y de
un didmetro similar a las del espacio extracelular
(Fig. 5). Ademas, en estos espacios también se ob-
servé la presencia de microfilamentos dispersos de
10 nm de didmetro, que parecian incorporarse por
aposicion a la fibra coldgena preexistente.

Estudio biomecdnico

Durante el andlisis biomecénico todos los tendo-
nes presentaron su rotura por la zona de reparacién
(Fig. 6), a excepcion de dos pertenecientes al grupo

Figura 6. Rotura del tendén por la zona de separacion durante el andlisis
biomecdnico.
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Tabla 1. Fuerza necesaria para la rotura del tendén
en cada uno de los tendones estudiados y su correspondiente
elongacion.

Control Experimental
Muestra Fuerza  Elongaciéon Fuerza  Elongacién
) (mm) ™) (mm)
88,2 1,6 76,4 1,4
80,3 1,3 89,2 1,3
72,5 1,4 88,2 2,2
74,5 0,85 86,3 1,7
73,5 0,95 77,5 2,1
84,2 1,35 83,3 2
78,8 1,24 83,5 1,78
59 0,2 12,2 0,4

No existen diferencias significativas (o.=0,05).

experimental, que lo hicieron por la unién miotendi-
nosa. La evaluacién de los resultados ha permitido
determinar que la mayor fuerza necesaria para el fra-
caso del tendon, expresada en Newton (N), corres-
pondié a los tendones tratados con el P(HEMA)
(83,5+12,2 N) en comparacion con el grupo control
(78,8+£5,9 N), si bien no se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos
(Tabla 1).
Discusion
Si bien las investigaciones realizadas con el hi-
drogel basado en el (HEMA) en modelos experimen-
tales in vivo son muy escasas, los estudios desarro-
llados después de su implantacién en tejido subcuta-
neo,* en cartilago articular de la rodilla'? o en el
interior del hueso" han podido demostrar que éste es
biocompatible. El objetivo de nuestro estudio fue
analizar la influencia de este hidrogel en un tejido
con alto contenido coldgeno y pobremente vasculari-
zado. Su administracién no parecié interferir con el
proceso general de reparacién del tendén. No cons-
tatamos signos de reaccidn tisular adversa dada la
limitada respuesta inflamatoria local similar a la del
grupo control. No detectamos zonas de necrosis an6-
mala que pudiera indicar fendmeno de encapsula-
cion del implante. Por el contrario, observamos una
restauracion mas anatémica del tendon, caracteriza-
da por una respuesta celular ordenada, asi como tem-
prana aparicién de nueva fibra coldgena. Sin embar-
go, en algunas muestras se detect6 la presencia de
restos del polimero en la profundidad de la lesién al
final del periodo de estudio, con lo cual la biodegra-
dabilidad no ha podido ser claramente establecida.
Estos hallazgos son similares a los observados
por otros autores cuando macromoléculas ocupantes
de espacio, como la fibrina" o el 4cido hialurénico,"
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se aportaron de forma tépica a un tendén secciona-
do. Todas estas sustancias actuarian como soporte
para permitir una rdpida reorganizacién del tejido de
reparacién. El mecanismo por el cual el P(HEMA)
es capaz de facilitar la reparacién del tendén no es
conocido. Cabe pensar que, al tratarse de una sustan-
cia hidrofilica con capacidad para absorber agua,
tendria la propiedad de generar un gradiente de pre-
sién osmdtica que arrastraria hacia si a los fibroblas-
tos tendinosos y facilitar, por tanto, su organizacién.

La aplicacion local del P(HEMA) dio lugar a un
tendon escasamente adherido a planos superficiales
bajo vision directa y a una limitada presencia de ad-
herencias del tejido cicatricial con el paratendén que
lo cubre a nivel histolégico. Varias hipétesis pueden
explicar el limitado desarrollo de adherencias peri-
tendinosas. La propiedad del hidrogel de neutralizar
productos de degradacién procedentes de la fagoci-
tosis podria interferir en el necesario estimulo bio-
quimico para la presencia de células de la inflama-
cién en la zona de cicatrizacién. También la presen-
cia del polimero podria bloquear, a modo de barrera
fisica, la migracién de neutréfilos periféricos, crean-
do asf las condiciones 6ptimas para la respuesta ce-
lular intrinseca del tendén. Un reciente estudio pare-
ce confirmar este hecho al poner de manifiesto la ca-
pacidad del (HEMA) de limitar la formacién de
adherencias cuando es utilizado como plastia de la
duramadre’.

Nuestros resultados biomecdnicos no han demos-
trado de forma concluyente una mayor resistencia a
la rotura en los tendones tratados con el hidrogel.
Enwemeka® no encontré diferencias significativas en
el grupo sometido a carga precoz y analizado a los
28 dias de la tenotomia, lo que atribuy6 a una sufi-

ciente remodelacidn desarrollada en los tendones in-
movilizados trascurrido este tiempo. La realizacion
del anélisis biomecdnico a los 28 dias de la lesién
también ha podido condicionar nuestros resultados.
Sin embargo, las observaciones histolégicas en los
tendones tratados con el P(HEMA) han permitido
constatar una temprana aparicién de fibra coldgena
y un aparente mejor empaquetamiento de la misma
en el tejido de reparacién durante las etapas iniciales
de la cicatrizacioén.

A nivel ultraestructural, la presencia de coldgeno
intracitoplasmadtico observada en los tendones trata-
dos con el P(HEMA) podria implicar un incremento
de la actividad sintética de proteina coldgena por el
fibroblasto. Para algunos autores, el coldgeno intra-
citoplasmatico representa una sobreproduccién de
precursores del coldgeno que excede la capacidad de
transporte al exterior por el fibroblasto, de tal forma
que su polimerizacion se realizaria en el interior de
la célula.”" Por tanto, son necesarios futuros estu-
dios que evalden desde un punto de vista bioquimico
e inmunohistoquimico la concentracidon de coldgeno
formado tras el empleo del P(HEMA).

Podemos concluir que la aplicaciéon de un P(HEMA)
a un tendo6n no interfirié en su proceso de cicatriza-
cién, permitié una correcta organizacién de la res-
puesta celular y limité la formacién de adherencias
peritendinosas, si bien no contribuyé a incrementar
de forma evidente su resistencia. Pensamos que el
P(HEMA) puede constituir en un futuro un sistema
idéneo como vehiculo de administracién local de
factores especificos de crecimiento que tengan la ca-
pacidad de acelerar el proceso de cicatrizacién con
objeto de acortar el periodo de inmovilizacién nece-
saria para la reparacion del tendon.

10.
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