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INVESTIGACION

Aplicacion de periostio en un modelo experimental
de cicatrizacién tendinosa en conejo*

M. Pajares-Lopez y P. Hernandez-Cortés

Servicio de Cirugia Ortopédica y Traumatologia. Hospital Universitario San Cecilio.Granada.

Objetivo. Evaluar la formacién de adherencias, labiomeca-
nica y la calidad de la cicatriz tendinosa en un modelo expe-
rimental de lesidn tendinosa en conejo tras la aplicacién de
periostio en comparacién con dcido hialurénico y politetra-
fluoroetileno (PTFE).

Material y método. Seccién y sutura del tendén de Aquiles
del conejo de Nueva Zelanda con interposicion de dcido
hialurénico, PTFE y periostio. Periodos de sacrificio: 1, 3 y
6 semanas. Intervencién de 72 conejos. Se realizé analisis
macroscopico de la adherencia, andlisis biomecdnico (fuer-
za de ruptura), andlisis histolégico (colageno) y andlisis di-
gital de imagen (calidad de cicatrizacion).

Resultados. Los tendones tratados con periostio mostraron
menos adherencias que los tratados con dcido hialurénico o
PTFE (p < 0,05). En la primera semana aumenté la fuerza
de ruptura con respecto al control, excepto en el grupo del
PTFE. Los tendones tratados con periostio presentaron una
mayor fuerza de ruptura (p < 0,001). También mostraron
una mayor supetrficie de coldgeno en la cicatriz (p < 0,05).
El perimetro de coldgeno en la cicatriz fue menor en los tra-
tados con PTFE. La menor dispersién del coldgeno se ob-
servo en los tratados con periostio (p < 0,01).

Conclusiones. El periostio disminuyé la formacién de adhe-
rencias con respecto a los otros grupos de tratamiento. Las
sustancias empleadas aumentaron la fuerza de ruptura, y el
periostio atin mas con respecto a los otros grupos de trata-
miento. El andlisis digital de imagen puso de manifiesto di-
ferencias en la calidad de la cicatrizacion de las heridas, de
forma que los tendones tratados con periostio mostraron una
mayor colagenizacién que los tratados con 4cido hialuréni-
co o PTFE.
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Use of periosteum in tendon healing;
an experimental model in rabbits

Purpose. To assess the formation of adhesions, the biome-
chanics and the quality of tendon healing, at the repair site
of a tendon lesion, in an experimental rabbit model, compa-
ring the use of periosteum, Hyaluronic Acid (HA) and Poly-
tetrafluoroethylene (PTFE).

Materials and methods. Transection and suture of the Achi-
lles tendon in New Zealand white rabbits through the appli-
cation of Hyaluronic Acid, Polytetrafluoroethylene and pe-
riosteum. The rabbits were put down at: 1, 3 and 6 weeks.
We studied the adhesions macroscopically, carried out a
biomechanical analysis (rupture strength), studied the histo-
logy (collagen), and analysed digital images (quality of hea-
ling).

Results. The tendons treated with periosteum had fewer ad-
hesions than those treated with HA or PTFE (p < 0.05). Du-
ring the first week rupture strength increased in all groups
when compared to the control group-with the exception of
the PTFE group. The tendons treated with periosteum sho-
wed a higher rupture strength (p < 0.001), they also had a
larger area of collagen at the repair site (p < 0.05). The peri-
meter of the collagen area at the healing site was smaller in
cases treated with PTFE. The smallest dispersion of colla-
gen was seen in cases treated with periosteum (p < 0.01).
Conclusions. The use of periosteum decreased the forma-
tion of adhesions when compared to other treatment groups.
All three substances increased rupture strength, but perios-
teum did so most of all, compared to the other treatment
groups. The analysis of digital images clearly showed diffe-
rences in the quality of wound healing, tendons treated with
periosteum showed a greater deposit of collagen than those
treated with HA or PTFE.

Key words: periosteum, tendon healing, morphometrics.

Las actuales lineas de investigacién en cirugia tendino-
sa estan enfocadas hacia la reduccion de la formacion de ad-
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herencias, asi como al desarrollo de técnicas de reparacion
mads resistentes biomecanicamente, que permitan una movi-
lizacién postoperatoria precoz con un riesgo de re-ruptura
minimo. La biologia de la cicatrizacién tendinosa ha sido
desde antiguo el sustrato de numerosos trabajos experimen-
tales'”, y siempre analizada basdndose en pardametros histo-
16gicos descriptivos y escalas semicuantitativas para la eva-
luacién de las adherencias peritendinosas'®!'?. Estas escalas
valoran las adherencias sobre la base de criterios semicuan-
titativos y cualitativos. Estos tdltimos estan condicionados
por la subjetividad del investigador que realiza la evalua-
cién, y pueden dar lugar a variabilidad intra e interobserva-
dor. Estos métodos producen evaluaciones subjetivas, poco
precisas para las adherencias y no son lo suficientemente
sensibles como para detectar pequefios cambios en la fibro-
sis y en la madurez de la cicatriz'>'.

El andlisis digital de imagen ha permitido en los ulti-
mos afios evaluaciones cuantitativas de la fibrosis en distin-
tos campos de la Medicina, con altos niveles de objetividad
y reproducibilidad, no alcanzados por los sistemas semi-
cuantitativos'>'8, Al mismo tiempo, ofrece una potencia es-
tadistica mds grande en el andlisis de los datos obtenidos.
Sin embargo, no tenemos constancia de su empleo en la me-
dicién de la cicatrizacién tendinosa. S6lo Norris et al'® apli-
caron técnicas de andlisis de imagen digital a la cirugia de
los tendones flexores, para estudiar el volumen producido
por distintos tipos de sutura en caddveres.

La ingenieria tisular ortopédica afecta de forma prima-
ria a la regeneracién de los tejidos conectivos, los cuales
poseen un sistema de células madre definido®. Algunas de
estas células son pluripotenciales, y pueden diferenciarse a
hueso, cartilago, tejidos fibrosos, grasa o musculo.

El periostio contiene progenitores mesenquimales o cé-
lulas madre capaces de diferenciarse dependiendo del me-
dio de cultivo®" 2. El cambium (capa interna) contiene prin-
cipalmente células precursoras indiferenciadas con matriz
granular. Como el periostio, se puede trasplantar como un
tejido completo, puede servir como su propio andamio o
una matriz sobre la que se pueden adherir otras células y/o
factores de crecimiento®.

El periostio retine tres requisitos primarios para la inge-
nierfa tisular: una fuente de células, un andamio para la li-
beracién y retencién de éstas y una fuente de factores de
crecimiento®,

La aplicacién de periostio en el tratamiento de defectos
cartilaginosos estd produciendo buenos resultados®?, pues
se observa una diferenciacion y proliferacioén hacia cartilago
en el defecto que cubre. Esta circunstancia hace pensar que
el periostio puede diferenciarse en diferentes sentidos, se-
gin el ambiente tisular en el que se implante.

El propésito de este trabajo ha sido estudiar las adhe-
rencias producidas tras la tenorrafia de los tendones flexo-
res, puesto que sigue siendo uno de los problemas de mds
dificil solucién en la cirugfa de la mano. Se han probado

sustancias biolégicas (peritoneo, membrana sinovial, fascia,
vena, etc.) y materiales sintéticos (celofan, polietileno, si-
lastic, politetrafluoroetileno [PTFE], etc.) para disminuir su
formacién.

El periostio contiene progenitores mesenquimales o cé-
lulas madre con capacidad de diferenciacion pluripotencial,
dependiendo del medio en que se cultiven. Dado que se
puede trasplantar como un todo, el propdsito de este trabajo
consiste en comprobar que el periostio, por su condicién de
barrera mecdnica, puede aislar la herida tendinosa de la re-
accion fibrosa peritendinosa y, a la vez, contribuir como an-
damio a una cicatrizacién mas sélida y precoz del tendén le-
sionado, mediante la aportacion de células precursoras
indiferenciadas y fibroblastos.

MATERIAL Y METODO

Realizamos un estudio experimental de tipo aleatorio
controlado, para analizar la calidad de la cicatriz en la sutu-
ra tendinosa del tendén de Aquiles del conejo, y su modifi-
cacién con la aplicacién de periostio autégeno. Utilizamos
un control intrinseco constituido por la pata contralateral del
animal, en la que se realiz6 el mismo procedimiento quirdr-
gico sin la aplicacién de material o sustancia de refuerzo, y
controles extrinsecos formados por animales de las mismas
caracteristicas en los que aplicamos sustancias ya conocidas
y evaluadas como el 4cido hialurénico y el PTFE.

La calidad de la cicatriz tendinosa se valoré mediante
la graduacién macroscépica de las adherencias, analisis
histolégico mediante microscopia dptica, andlisis de resis-
tencia a la ruptura mediante dinamdémetro analdgico y estu-
dio del coldgeno por andlisis digital de imagen (morfome-
tria).

La serie definitiva estaba constituida por 72 conejos,
distribuidos en grupos de 4 animales para el an4lisis histold-
gico y morfométrico, y 4 para el andlisis biomecdnico por
cada periodo de sacrificio y para cada grupo de tratamiento.
Los periodos de sacrificio de los conejos fueron: a la sema-
na, a las 3 semanas y a las 6 semanas (tabla 1).

Se utilizaron conejos blancos machos de la raza Nueva
Zelanda, con un peso comprendido entre 2,3-3,6 kg. Los
animales fueron acondicionados 2 semanas antes de ser
operados en jaulas individuales de 65x50x40 cm, y se les
permitié comer y beber ad libitum.

Los conejos fueron tratados de acuerdo con las reco-
mendaciones recogidas en las disposiciones legales del
Consejo de Europa (Directiva 86/609/CEE) y Real Decreto
223/1988 de 14 de marzo.

Los animales fueron anestesiados con atropina (0,1
mg/kg), diacepam (0,5 mg/kg), ketamina (50 mg/kg) y me-
pivacaina (2%). Se aplic6 profilaxis antiinfecciosa preope-
ratoria con cefuroxima (30 mg/kg). Una vez conseguida la
anestesia se rasuraron las 2 patas traseras del conejo. Para el
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Tabla 1. Distribucién de los conejos entre los periodos de seguimiento y los grupos de estudio

Primera semana

Tercera semana

Sexta semana

Andlisis Andlisis Andlisis Andlisis Andlisis Andlisis
histolégico biomecédnico histolégico biomecéanico histolégico biomecéanico
AH 4 4 4 4 4 4
PTFE 4 4 4 4 4 4
Periostio 4 4 4 4 4 4

AH: 4cido hialurénico; PTFE: politetrafluoroetileno.

sacrificio de los conejos se empled suxametonio (succinil-
colina) a dosis letal.

Rasuradas las patas posteriores del conejo, se prepara-
ron de forma estéril aplicando povidona yodada y pafios es-
tériles, y se realiz6 una incisién transversal en bloque que
incluy6 la piel y el tendén a 10-15 mm de su insercion en el
calcdneo. Se amplio la incisién en sentido proximal y distal,
se abrid el paratendén de ambos cabos tendinosos y se iden-
tificé el tendon plantaris longus, el cual se extirpo.

Tanto para los tendones control (pata derecha) como
para los problema (pata izquierda) se realiz6 una sutura cen-
tral de tipo Kessler, modificada con propileno (Surgilene®)
de 4/0 y una sutura peritendinosa continua con el mismo
material de 6/0. No tratamos el paratendén. Se descargd de
tension la sutura mediante una incisién en la unién miscu-
lo-tendinosa. La piel se suturé con monofilamento de nailon
de 4/0, y se vendaron las patas. Realizamos 3 grupos segin
los materiales que pretendiamos analizar. Grupo del dcido
hialuronico: se aplicaron 0,2 ml de 4cido hialurénico sobre
la sutura antes del cierre cutdneo, y otros 0,2 ml de suero fi-
sioldgico en la pata control. Grupo del PTFE: la tenorrafia
fue cubierta con una membrana de PTFE de 0,5 mm de gro-
sor, y se anclé al tend6n con un punto proximal y otro distal

de Kocher para transmitir la tension. Se determind la fuerza
en kg a la que se produjo la ruptura de la sutura (fig. 1). El
andlisis histolégico se llevé a cabo de modo siguiente: tras
la evaluacién macroscépica, los tendones fueron sumergi-
dos inmediatamente en una solucién de formol tamponado
al 4% durante 48 horas, y luego se colocaron en una solu-
cion de alcohol de 80° para su conservacion hasta el proce-
samiento que a continuacién se describe.

Cada muestra fue dividida longitudinalmente en dos
partes. Una de ellas se destind para el andlisis de la cicatri-
zacion tendinosa en los cortes longitudinales del tendon. De
la otra mitad se tomé un bloque transversal que inclufa la
zona de sutura, y dos bloques proximal y distal a dicha zona
para el examen transversal de la cicatriz tendinosa. Luego
se incluyeron en parafina.

De los bloques del material incluido en parafina se to-
maron 4 secciones histolégicas de 4 Um, una para tincién de
hematoxilina y eosina (microscopia éptica), una para tincién
de rojo sirio (andlisis digital de imagen) y las dos restantes
quedaban como reserva. De los cortes tefiidos con hematoxi-

Tabla 2. Escala de Tang et al’ para la evaluacion de las adherencias

de polipropileno de 6/0 para evitar su migracién. Grupo del
P p P B P . & . P . Puntos Caracteristicas de las adherencias. Longitud (cantidad)
periostio autdlogo: se abordd la parte posterior de la tibia
desde la misma incision quirdrgica y extrajo una tira de pe- 0 No adherencias
riostio que se aplicé circunferencialmente a la zona de la su- 1 Menos de S5Smm
tura; el periostio se suturé sobre s mismo con un punto dis- 2 Entre 5'y 10 mm
. . . 3 Mais de 10 mm

tal y otro proximal de polipropileno de 6/0; en la pata
control se extrajo otra tira de periostio de similares caracte- Puntos | Densidad y tolerancia para la movilidad (calidad)
risticas para asemejar la agresion quirirgica. ]

Tras el sacrificio de los conejos se extrajeron los tendo- 0 No adherejmflas .

. . . L. R . 1 Suelta, eldstica, movil

nes, aborddndolos por la cicatriz quirtirgica, y se desinsert6 ) Movilidad moderada
el tendon de Aquiles de la unién musculo-tendinosa con el 3 Rigida, densa, inmévil
uso de un bisturi y del calcdneo.

El andlisis de las muestras se hizo mediante la gradua-
cién macroscépica de las adherencias con la aplicacién de Tabla 3. Graduacién de las adherencias
la escala de Tang et al®, que evalia pardmetros semicuanti- . -

X ~ i R Puntuacion Graduacién
tativos de tamaiio y calidad de la adherencia (tablas 2 y 3).
El anélisis biomecdnico se realizé de la siguiente forma: los 0 Ausente
tendones fueron atravesados con alambre del n° 2 a 0,7-1 1-2 Infeﬁior
cm del sitio de la sutura. El extremo proximal se unié a un gg IS\/[ed‘a
. z z . Py . - evera

dinamoémetro analégico, y en el distal se colocé una pinza
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Figura 1. Andlisis biomecdnico de la fuerza de ruptura de la sutura
tendinosa.

lina-eosina se hizo un andlisis descriptivo histolégico de ca-
da muestra por un anatomopat6logo experimentado, y se ca-
lificaron de forma semicuantitativa de 0 a 3 los siguientes
pardmetros: madurez del tejido conjuntivo cicatricial, hiper-
plasia del epitenddn, vascularizacion de la cicatriz, presencia
de infiltrados inflamatorios y obliteracion del espacio sino-
vial como traduccidn histoldgica de las adherencias.

Morfometria y analisis de imagen

El estudio de morfometria se realiz6 mediante el andli-
sis digital de imagen sobre cortes longitudinales tefiidos con
rojo sirio, estudiando 10 campos tomados al azar de la zona
de sutura, mediante el programa Visilog 4.1, que evalud: su-
perficie o drea de la cicatriz ocupada por coldgeno, perime-
tro del colageno en la cicatriz y dispersion del coldgeno o
nimero Euler, como estimadores de la calidad de la cicatriz
tendinosa. No se analizaron las adherencias.

El procedimiento de andlisis de imagen consta de: a)
Captura y preelaboracion de imagen. Se captura en blanco y
negro por la videocamara y se depura de las influencias in-
herentes al sistema de captura y de iluminacién (fig. 2). b)
Normalizacién de la imagen. Elimina la falta de uniformi-
dad de iluminacién presente en la imagen digital y normali-
za los niveles de gris (fig. 3). ¢) Segmentacion. Se aislan los
elementos de interés presentes en la imagen, que en nuestro
caso son representados por las dreas de tejido fuertemente
tefiidas por el rojo sirio. El resultado final es una imagen bi-
naria en dos tonos (fig. 4).

Una vez procesada la imagen se mide automdticamente
el drea de coldgeno eventualmente presente en la imagen, y
se almacenan en ficheros de datos que permiten una ficil

Figura 2. Morfometria: captura de la imagen digital.

Figura 3. Morfometria: imagen normalizada.

clasificacién y utilizacién de los datos. El analisis estadisti-
co de los resultados se realiz6 con el programa informadtico
SPSS para Windows, versiéon 11.0.1 (SPSS Inc., Chicago,
Illinois).

Para valorar la normalidad de las variables se aplico la
prueba de Kolmogorov-Smirnov. Para las comparaciones
multiples de medias de variables normales, o en su defecto
de las transformadas por medio de la funcién logaritmo de-
cimal de esas mismas variables, tras la realizacion del andli-
sis de la varianza de dos vias (ANOVA), se utilizé el méto-
do de Student-Newman-Keuls. Para la comparacion de
variables cualitativas se utilizé la prueba y?; para las mues-
tras apareadas se usé la prueba de McNemar.
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Figura 4. Morfometria: segmentacion (imagen binaria).

Para la comparacion de los resultados del andlisis de
imagen para muestras pareadas se realizé el andlisis de la
varianza para muestras repetidas (ANOVA). El estudio de
la correlacién entre variables cuantitativas se hizo mediante
el coeficiente de correlacion de Pearson, y con andlisis uni-
variante para variables cualitativas y cuantitativas. En gene-
ral se asumié como maximo error alfa en todas las pruebas
anteriores el 5% (p < 0,05).

RESULTADOS

Resultados quirurgicos

En el grupo del dcido hialurénico se produjo la muerte
de un conejo a la semana de la operacion. Se observo infec-
cién macroscépica con presencia de exudado purulento en
la pata experimental de un conejo perteneciente al periodo
de sacrificio de las 6 semanas. Ambos conejos fueron ex-
cluidos de los andlisis y se reemplazaron por otros dos ani-
males. En todos los casos en los que fue aplicado el acido
hialurénico, se observé una solucidén de continuidad en la
sutura, de longitud variable y ocupada por un tejido fibroso
(figs. 5SA,By C).

En el grupo del PTFE se produjo la muerte de un animal
a las 2 semanas de la operacion por causas ajenas a la ciru-
gia. Se sustituyé por otro animal que fue sacrificado a las 3
semanas. En el grupo del periostio se apreci6 la presencia de
calcificaciones macroscépicas en la zona de la sutura en 2 de
los 4 animales del periodo de las 3 semanas y en uno perte-
neciente al periodo de las 6 semanas (figs. 6A y B).

Resultados y descripcion macroscépica (tabla 4)
Grupo del acido hialurdnico

En la mayoria de los casos y los periodos, los tendones
problema habian sufrido una dehiscencia al nivel de la sutu-
ra en diferente cuantia. No encontramos diferencias en la
cantidad, calidad o valor total de adherencias entre los ten-
dones control y problema segtn los criterios de Tang et al

Figura 5. Solucion de continuidad en la sutura de tendones tratados con
dcido hialuronico. (A) I semana. (B) 3 semanas. (C) 6 semanas.
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A

Figura 6. Calcificaciones macroscdpicas en tendones tratados con periostio. (A) 3 semanas. (B) 6 semanas.

pasadas 1, 3 y 6 semanas (¥ p=0,625). Aunque durante la
primera semana el 75% de las adherencias eran >5 mm,
después de la tercera semana el porcentaje de adherencias
>5 mm baja al 25% de los casos.

Grupo del PTFE

Los tendones cuya zona de sutura habia sido cubierta
con PTFE mostraban un mayor nimero de adherencias y
mas densas. No encontramos diferencias en la cantidad, ca-
lidad o valor total de adherencias entre los tendones control
y problema en los 3 periodos de sacrificio (%% p=1.000). De
nuevo, las adherencias >5 mm predominaban en la primera
semana (75% de los controles y problema) y disminuian su
incidencia conforme se prolongaba el seguimiento (25% a
las 6 semanas para controles y tendones tratados).

Grupo del periostio

En los tendones tratados con periostio se advirti6 la pre-
sencia de calcificaciones macroscdpicas en la zona donde se
deposité la membrana de periostio. No encontramos dife-
rencias estadisticamente significativas en la cantidad, cali-
dad y puntuacion global de las adherencias en los tendones
control y problema para los periodos de seguimiento estu-
diados (% p=0,625).

Resultados macroscopicos comparativos

El grupo problema, que en su conjunto desarrollé una
menor reaccion adherencial, fue el grupo al que se interpuso
periostio sobre la sutura. La mayor reaccién adherencial co-
rrespondié al grupo de la vaina de PTFE. Las diferencias
fueron estadisticamente significativas (}2 p < 0,05), y las
observamos entre los distintos grupos de tratamiento y no
dentro del mismo grupo (tabla 4).

Resultados biomecanicos (fig. 7)

Grupo del acido hialurénico

Se realiz6 andlisis de la varianza de 2 vias para compa-
rar los tendones control con los problema y a través de los 3

periodos de sacrificio, constatindose diferencias estadistica-
mente significativas (ANOVA; p < 0,001) a favor de los
tendones tratados con 4dcido hialurénico con respecto a los
controles. Hubo diferencias entre los periodos de segui-
miento, siendo las cicatrices tendinosas mds fuertes las que
correspondian al periodo de las 6 semanas.

Grupo del PTFE

El andlisis estadistico (ANOVA) mostré diferencias
significativas (p < 0,001) tanto entre los periodos de segui-
miento como entre los controles y los problemas. En esta
ultima comparacion, las diferencias se obtuvieron a favor de
los tendones control en la semana 1, y a favor de los tendo-
nes tratados en las semanas 3 y 6.

Grupo del periostio

La realizacion del ANOVA para muestras repetidas
mostrd diferencias significativas (p < 0,001) a favor de los
tendones tratados con periostio y en los distintos periodos
de sacrificio.

Comparacion de los resultados del anélisis
biomecanico de los tres grupos experimentales

La aplicacién de la prueba del andlisis de la varianza de
2 vias mostré diferencias estadisticamente significativas
(p < 0,001) tanto entre los distintos tipos de tratamiento, co-
mo entre los periodos de sacrificio y entre los tendones pro-
blema, a favor de los tratados con acido hialurénico y pe-
riostio, pero sin que hubiera diferencias significativas entre
estos dos dltimos.

Resultados histolégicos descriptivos
Grupo del acido hialurdnico

Controles. Semana 1. Los cambios més relevantes a la se-
mana de la operacién fueron la presencia de invasién del te-
jido conjuntivo de la vaina tendinosa con fusién con el para-
tendon, a expensas de abundante tejido conjuntivo laxo, con
presencia de células mononucleadas inflamatorias dispersas
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Tabla 4. Evaluacion comparativa de las adherencias en los tres grupos de tratamiento

Andlisis macroscépico comparativo

Periodos Conejos Acido hialurénico

Politetrafluoroetileno Periostio

Cantidad Calidad Valor

Cantidad

Calidad Valor Cantidad Calidad Valor

Control
Problema
2 Control

Problema
3 Control

Problema
4 Control
Problema
Control
Problema
6 Control

Problema
7  Control

Problema
8 Control
Problema
Control
Problema
10 Control

Problema
11 Control

Problema
12 Control
Problema

1*Semana 1

3* Semana 5

6* Semana 9
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junto a ocasionales granulocitos y marcada hiperplasia capi-
lar. En las zonas mds proximales se advirtié hiperplasia de

25+
Tratamiento
20 Periostio
PTFE
Acido hialurénico
o 157
S
<
Q
o
S
o 10
5 -
Semana 1 Semana 3 Semana 6
Tiempo sacrificio

Figura 7. Resultados biomecdnicos comparativos. PTFE: politetra-
Sfluoroetileno.
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la sinovial de revestimiento e incluso poliestratificacion del
mismo.

Semana 3. El infiltrado inflamatorio tendia a estar cons-
tituido por células mononucleadas, predominantemente his-
tiocitos y células plasmaticas y, en algin caso, granulocitos
eosindfilos.

Semana 6. A las 6 semanas, se observaron quistes epite-
liales en torno a los trayectos del hilo de sutura en los cortes
transversales. Se advirti6 maduracién casi total del tejido
conjuntivo cicatricial hacia tejido conjuntivo denso, con
tendencia a la fasciculacidn, aunque por zonas se identificé
fasciculacidn transversal en relacién con los puntos de sutu-
ra. Hubo disminucién de la celularidad inflamatoria y de la
proliferacién vascular. Se seguian observando zonas de
obliteracion del espacio sinovial como traduccién histolégi-
ca de las adherencias peritendinosas. En algunos animales,
junto a proliferacién del tejido conjuntivo denso en fase de
reorientacion fibrilar, se observé depésito intenso de cola-
geno, practicamente acelular, dispuesto concéntricamente
en torno al hilo de sutura.

Casos. Semana 1. Se observé un retraso en la cicatrizacion
con respecto al control a la semana de la operacién. Se pre-
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senciaron cimulos de fibrina en el seno de una red fibrinosa
laxa que estaba siendo invadida por tejido conjuntivo inma-
duro. En la zona central del tend6n se aprecié persistencia
de fibrina con tejido conjuntivo inmaduro que la invadia
desde la periferia. Este aspecto inmaduro del tejido conjun-
tivo lo identificé como tejido de granulacién.

En algunos casos, se presenté dehiscencia de la sutura,
asociada a la presencia de abscesos microscépicos. En
aquellos conejos que presentaron este tipo de complicacion
se realizo el estudio histoldgico, demostrandose la presencia
de fasciculos tendinosos y tejido conjuntivo con fendmenos
de necrosis, infiltraciéon masiva por granulocitos neutréfilos,
los cuales se transformaban por piocitos y constituian mi-
croabcesos. La capa de revestimiento de la vaina tendinosa
mostrd hiperplasia focal asociada a infiltracién granulociti-
ca, asi como ulceracion.

En la zona de sutura se observé sustitucion de los fasci-
culos tendinosos de tejido conjuntivo denso por tejido con-
juntivo mds inmaduro, con mayor celularidad y desorgani-
zacién de su patrdn fascicular. Ocasionalmente, se advirtié
la presencia de células gigantes multinucleadas, asi como
espacios artefactuales vacios que previamente al corte eran
ocupados por el hilo de sutura. En la vecindad de estos es-
pacios se observaron extensas dreas de calcificacion distro-
fica en algunos conejos.

Se distinguieron dos grupos de cicatrizacién entre los
tendones: aquellos con cicatrizacién similar a los controles,
y aquellos con una cicatrizacién deficiente constituida por
tejido de granulaciéon mas laxo y que se extendia hasta la
tercera semana.

Semanas 3y 6. A las 3 semanas de la cirugia, se apre-
cia, en general, una maduracién progresiva del tejido cica-
tricial que comienza a recuperar la estructura fascicular. Al
igual que en los controles, conforme aumentaba el tiempo
de evolucién disminufa la vascularizacién y desaparecian
los infiltrados inflamatorios. La obliteracién del espacio si-
novial en la zona de la seccién tendinosa era la norma, sien-
do casi imposible distinguir aquella capa de células aplana-
das, dispuestas en pocos estratos, y que limitaban el
paratendon.

No encontramos diferencias estadisticamente signi-
ficativas en cuanto a la madurez del tejido conjuntivo y
disposicion de las fibras del coldgeno, hiperplasia del epi-
tendon, vascularizacidn, presencia de infiltrados inflama-
torios y obliteracion del espacio sinovial entre la pata pro-
blema y la pata control por cada uno de los periodos de
sacrificio.

Grupo del PTFE

Controles. Los resultados histoldgicos fueron similares a
los descritos para los tendones control del grupo del acido
hialurénico.

Casos. Semana 1. Una semana después de la operacion, se
identifica perfectamente la estructura de la membrana inter-
puesta, la cual es colonizada por capilares y células inflama-
torias de tipo macrofagico procedentes del huésped. En con-
tacto con ella, se aprecia tejido de granulacién con fibrosis
incipiente y rico en vasos capilares. Se aprecian también are-
as de hemorragia y dreas de tejido conjuntivo mixoide inma-
duro. Existen cimulos de granulocitos neutréfilos por zonas.
Exteriormente a la membrana, hay macréfagos fagocitando
hilo de sutura y material procedente de la membrana.

En algunos, a diferencia de lo descrito anteriormente,
no se observd persistencia de la estructura del PTFE, sino
que donde ésta se ubicaba se apreciaba infiltracién masiva
granulomatosa, con presencia de macréfagos que fagocitan
el material extrafio. Restos de este material se encontraban
dispersos entre el infiltrado inflamatorio, aunque se identifi-
caba una apariencia vagamente laminar.

En un conejo, los cambios eran mds evidentes. En los 2
tendones se aprecié una marcada hiperplasia de la intima
con proliferacién conjuntiva subintimal que sugeria la pre-
sencia de una sinovitis serosa. Los animales con mayor res-
puesta cicatricial mostraron una degradacion casi total del
PTFE, cuyos restos estaban delimitados por células histioci-
tarias. Se acompafiaban de proliferacién fibrosa marcada y
mayor respuesta inflamatoria.

Semana 3. A la tercera semana de la intervencion, se
apreciaba la progresion de la maduracién del tejido conjun-
tivo. Persistia la inflamacién y la infiltracién granulomatosa
en torno al PTFE mostraba una mayor proporcién de células
multinucleadas de cuerpo extrafio. La calidad de la cicatri-
zacion intrinseca era buena. Por fuera de la membrana per-
sistfa una intensa reaccion inflamatoria. La mayorfa mostra-
ban una sinovitis fibrosa.

Semana 6. El cambio mds llamativo y constante era la
presencia de una sinovitis proliferativa de intensidad media
de la superficie del tendén en contacto con la vaina de PTFE.
No encontramos diferencias estadisticamente significativas
en la madurez, hiperplasia del epitendon, vascularizacidn,
infiltrados inflamatorios y obliteracion del espacio sinovial
entre los tendones control y problema en los distintos perio-
dos de seguimientos de los conejos tratados con vaina de
PTFE.

Grupo del periostio

Controles. Los hallazgos histoldgicos fueron andlogos a los
descritos para los tendones control del grupo del 4cido hia-
lurénico.

Casos. Semana 1. En algunos casos, se observaba menor
maduracién del tejido conjuntivo denso, con presencia de
calcificaciones masivas acompafiadas de osificacién. Otros
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A

B

Figura 8. Seccion longitudinal de un tendon tratado con periostio a las 6 semanas de seguimiento. Se observa osificacion (A), y en algunos casos

presencia de médula dsea (B).

tendones mostraban distintos estadios madurativos de esta
osificacién condroide. En un caso habia tejido 6seo maduro.

Semana 3. Los hallazgos mds constantes y llamativos en
este periodo eran la presencia de hiperplasia sinovial y for-
macién de hueso maduro en las zonas cubiertas por el pe-
riostio.

Semana 6. El tejido 6seo maduro era constante y exube-
rante, pudiéndose apreciar médula ésea en el interior del
mismo (fig. 8). La reorientacion de las fibras de colageno y
la ocupacidn del espacio sinovial por tejido conjuntivo era
similar a las descripciones previas. No encontramos diferen-
cias estadisticamente significativas en la madurez, hiperpla-
sia del epitenddn, vascularizacion, infiltrados inflamatorios
y obliteracion del espacio sinovial entre los tendones con-
trol y problema en los distintos periodos de seguimientos de
los conejos tratados con vaina de periostio.

Resultados microscépicos comparativos

Se realiz6 la prueba de x? para la comparacién de la
madurez del tejido conjuntivo, hiperplasia del epitendén,
vascularizacion, presencia de infiltrados inflamatorios y
obliteracién del espacio sinovial entre los tres grupos de tra-
tamiento, y no observamos diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre ellos (acido hialurénico, PTFE y periostio)
en ninguno de los tres periodos de sacrificio.

Resultados morfométricos: analisis de imagen

Superficie (fig. 9). No encontramos diferencias estadistica-
mente significativas en el drea ocupada por el coldgeno en-
tre tendones control y problema de cada grupo de tratamien-
to (p=0,520), pero si hubo diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05) entre los tendones problema de los
grupos de tratamiento.

El grupo de tendones tratados con periostio presentaba
la mayor drea de colagenizacién y el del dcido hialurénico
la menor.

Perimetro (fig. 10). No hubo diferencias en el perimetro de la
cicatriz entre tendones control y problema del mismo animal,
ni entre distintos animales del mismo grupo de tratamiento, ni
tan siquiera para el tiempo de evolucién de la cicatriz

Hubo diferencias estadisticamente significativas en el
perimetro de la cicatriz entre los tendones problema de los
distintos grupos de tratamiento, siendo la cicatriz de menor
perimetro la que corresponde al grupo tratado con PTFE
(ANOVA; p<0,01).

130000+ Superficie
120000
110000+ Tratamiento
100000+ Acido hialurénico
.g Periostio
S 90000+
o
>
17}
80000
70000 PTFE
60000
50000 . .
Semana 1 Semana 3 Semana 6
Tiempo sacrificio

Figura 9. Resultados morfométricos: superficie de la cicatriz tendino-
sa ocupada por coldgeno. PTFE: politetrafluoreetileno.
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Figura 10. Resultados morfométricos: perimetro del coldgeno en la ci-
catriz tendinosa. PTFE: politetrafluoroetileno.

Nimero Euler (fig. 11). Como medida de mayor o menor
dispersién del coldgeno en la cicatriz utilizamos el pardme-
tro nimero Euler. A mayor niimero Euler, mayor dispersion
del coldgeno y falta de madurez en la cicatriz, y viceversa.

Hubo diferencias estadisticamente significativas en el
ndmero Euler de la cicatriz entre los tendones problema de
los distintos grupos de tratamiento, siendo las cicatrices con
mayor nimero de Euler las que corresponden al grupo trata-
do con 4cido hialurénico, y las de menor nimero y, por tan-
to, con un coldgeno mds compacto las tratadas con periostio
(ANOVA; p < 0,01). También observamos diferencias esta-
disticamente significativas en el nimero de Euler segtin la
antigiiedad de la cicatriz, siendo las de mayor nimero Euler
las que se observan en la primera semana de seguimiento,
mostrando un menor nimero y, por tanto, una mayor com-
pactacion del coldgeno la cicatriz de los tendones tratados
con periostio (ANOVA; p < 0,05).

DISCUSION

Los modelos animales experimentales empleados en el
estudio de la cicatrizacién y formacion de adherencias ten-
dinosas desde los afios sesenta han sido el conejo?-3!, el pe-
10> y el pollo o gallina®-%. Existen una serie de trabajos
en la literatura revisada® 3**? que avalan la bondad del ten-
dén de Aquiles como modelo experimental de lesiones y re-
paracién tendinosa**6, Hemos preferido experimentar sobre
secciones completas y sutura mediante técnicas habituales
por pensar que la lesion y la reaccion bioldgica a la misma
presentarian mayores similitudes con las lesiones clinicas

400 A
300 -
Tratamiento
200 ~ PTFE
5]
= 100 -
w Acido hialurénico
Periostio
0 -
-100 -
-200 : .
Semana 1 Semana 3 Semana 6
Tiempo sacrificio

Figura 11. Resultados morfométricos: niimero Euler en la cicatriz ten-
dinosa. PTFE: politetrafluoroetileno.

que habitualmente tratamos en seres humanos. Ademds,
existe un apoyo bibliografico sélido que sostiene que la sec-
cién completa se sigue de una reaccién adherencial mucho
mds intensa que las secciones parciales’*3%404247 E] corte lo
realizamos imitando las lesiones clinicas mds frecuentes, en
un solo plano desde la piel, e interesando la vaina sinovial.
En nuestro modelo, no suturamos la vaina sinovial para que
se produjeran mas adherencias, y ver si la aplicacion de las
sustancias del estudio disminuia la formacién de éstas y
aceleraban el proceso de cicatrizacion.

Se ha empleado el periostio como sustrato en ingenieria
tisular. El periostio contiene células madre mesenquimales
pluripotenciales e indiferenciadas. Al poder ser trasplantado
en su totalidad, puede servir como andamiaje o matriz sobre
las que otras células y/o factores de crecimiento se puedan
adherir. La aplicacién de periostio en el tratamiento de de-
fectos cartilaginosos es ya cldsica®*?. Se podria pensar que
el periostio puede diferenciarse en diferentes sentidos, se-
glin el ambiente tisular en el que se implante. Sin embargo,
su aplicacion sobre el tendén no modifica su diferenciacion
y sigue produciendo hueso.

Los estudios de andlisis macroscopico de adherencias
en tendones de conejo revisados son muy heterogéneos, en
cuanto al tiempo de sacrificio y obtencién de las mues-
tras**°, como para establecer comparaciones en cuanto al
proceso cicatricial macroscopico en las 6 primeras semanas.
En estas circunstancias la evolucién descrita para los tendo-
nes control la tomamos como referencia para analizar la in-
terferencia del dcido hialurénico, vaina de PTFE y periostio
en la reaccion adherencial. La evaluacion macroscépica de
las adherencias en los tendones problema sigue un compor-
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tamiento andlogo al descrito en los tendones control para
cada grupo de tratamiento. Estos resultados nos parecen de
dificil interpretacion, y nos hacen pensar en un patrén de ci-
catrizacién constitucional e individual de cada conejo o la
posibilidad de la influencia de la reaccion cicatricial de una
pata en el proceso reparativo de la pata contralateral. Esta
posibilidad se deberia tener en consideracién a la hora de
realizar estudios experimentales sobre cirugia tendinosa.

La aplicacién de técnicas de andlisis digital de imagen
en nuestro estudio ha demostrado diferencias no constatadas
por los métodos de evaluacion histoldgica clasicos de la ci-
catrizacién. La madurez de la cicatriz no mostraba diferen-
cias estadisticamente significativas entre los distintos tendo-
nes problema en la evaluacién microscépica.

El estudio histolégico del proceso de reparacién de los
tendones utilizados como control en cada grupo de trata-
miento no ha diferido en esencia de las observaciones pu-
blicada por autores previos®»'-%. El tejido de granulacién
que invade la zona de sutura desde la periferia ya fue des-
crito por Potenza’' y es la principal manifestacién histol6-
gica del mecanismo de cicatrizacién extrinseco. El estudio
de la cicatrizacién de diferentes tipos de injertos tendinosos
autdgenos intra y extrasinoviales en perro®*>® revela que la
cicatrizacién de los tendones intrasinoviales es posible sin
la formacién de adherencias fibrovasculares. En nuestro
modelo, la seccion tendinosa se practicé en bloque desde la
piel al tendon, interesando la vaina sinovial, y basdndose
en las experiencias citadas, podriamos responsabilizar a la
lesién sinovial de gran parte de la proliferacion conjuntiva
periférica. El mecanismo de cicatrizacién extrinseca podria
ser meramente una respuesta inflamatoria a la lesion tendi-
nosa, lesion de la vaina e inmovilizacién, o podria ser un
mecanismo esencial de la cicatrizacién del tend6n. La evi-
dencia cientifica actual tiende a apoyar lo primitivo —que el
mecanismo extrinseco es una respuesta inflamatoria a la le-
sién que participa en la cicatrizacion del tenddn, pero no es
esencial al proceso®. En cualquier caso, en la clinica habi-
tual es imposible aislar la lesién de la vaina sinovial de la
del tendon.

En nuestra experiencia y a diferencia de otros autores®-%
el dcido hialurénico no se ha mostrado eficaz en la preven-
cion de adherencias, y sin embargo eran frecuentes las
dehiscencias en la zona de sutura, a pesar de no estar some-
tida a tension, y fue en el dnico grupo en el que observamos
complicaciones sépticas. La presencia de estos microabce-
sos pudiera deberse a la inhibicion de la actividad de los fa-
gocitos mononucleares y otras células inflamatorias que es-
ta sustancia parece producir®®’. Ozgenel et al® apreciaron
que el dcido hialurénico inhibia la migracién, proliferacién
y quimiotaxis de los linfocitos, la degranulacién y fagocito-
sis de los granulocitos y la movilidad de los macréfagos.
Por este mecanismo se produciria una disminucién o inhibi-
cién de la respuesta inflamatoria inicial observada en los
tendones tratados con dcido hialurénico. Asi, la presencia

de infecciones subclinicas demostradas por el estudio histo-
16gico podrian achacarse a la inhibicién de la funcién de de-
fensa que produce la aplicacién del 4cido hialurénico.

La interposicién de PTFE sobre la sutura tendinosa en
nuestro estudio no se ha mostrado eficaz en la prevencién
de adherencias en contraposicién a otros estudios®”!' y se
asocia con la menor densidad de coldgeno en la cicatriz.

No tenemos constancia del empleo de periostio como
cobertura de la sutura tendinosa en trabajos experimentales
ni clinicos, y su asociacién a la mejor colagenizacion de la
cicatriz podrian hacer atractiva su aplicacién en la clinica
humana, pero no se ha mostrado significativamente ttil en
la prevencion de adherencias con respecto a los controles, y
su sistemdtica induccién de osificaciones heterotdpicas in-
terferirfa con el deslizamiento del sistema tendinoso.

Nuestras principales conclusiones son que la interposi-
cién de periostio, dcido hialurénico y PTFE sobre la sutura
tendinosa no reduce de forma significativa la formacién de
adherencias tras la cirugia reparadora del tendén con res-
pecto a los controles. Entre ellos, el periostio conduce a una
menor formacién de adherencias que el dcido hialurénico y
el PTFE.

El empleo de dcido hialurénico se asocia a la formacién
de abscesos macroscopicos o microscopicos en la primera
semana postoperatoria. Es razonable apoyar la tesis de la al-
teracion de la fagocitosis y/o de las defensas locales y que
debe justificar su limitacién en clinica humana.

La aplicacién de técnicas de andlisis digital de imagen
en nuestro estudio ha demostrado diferencias no constatadas
por los métodos de evaluacidn histolégica cldsicos de la ci-
catrizacién. La madurez de la cicatriz no mostraba diferen-
cias estadisticamente significativas entre los distintos tendo-
nes problema en la evaluacién microscépica.

La morfometria pone de manifiesto una mayor colage-
nizacién en la cicatriz de los tendones en los que se aplicé
periostio, con respecto a los tratados con dcido hialurénico
y PTFE.

No aconsejamos el uso de dcido hialurénico en cirugia
tendinosa en seres humanos. En nuestra experiencia no se
ha mostrado eficaz en la prevencion de adherencias y, sin
embargo, eran frecuentes las dehiscencias en la zona de su-
tura, a pesar de no estar sometida a tension, y fue en el tni-
co grupo en el que observamos complicaciones sépticas.

Tampoco aconsejamos la interposicion de PTFE sobre
la sutura tendinosa en clinica humana, en nuestro estudio no
se ha mostrado eficaz en la prevencién de adherencias y se
asocia con la menor densidad de coldgeno en la cicatriz y
resistencia a la ruptura de nuestra serie, ni el empleo de pe-
riostio como cobertura de la sutura tendinosa en seres hu-
manos, pues no se ha mostrado significativamente ttil en la
prevencién de adherencias, y a pesar de garantizar una bue-
na fuerza tensil y la mejor colagenizacion de la cicatriz, su
sistemdtica induccién de osificaciones heterotdpicas interfe-
rirfa con el deslizamiento del sistema tendinoso.
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