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Resumen

Objetivo: Estudiar, en rata, la rotura completa del tendon del m. supraespinoso (SE) y su reparacion mediante una
membrana de colageno tipo I con células mesenquimales pluripotenciales (MSCs).

Material y método: Seccionamos unilateralmente el tendon SE, en ratas Sprague-Dawley de nueve meses de edad. Un
mes después de la intervencion, se realizd una segunda cirugia para reparar el tendén segin tres grupos de trata-
miento: cirugia convencional usando una sutura (n=30); con membrana de coldgeno tipo I sin células (n=30) y con
membrana de coldgeno tipo I con 1x106 MSCs alogénicas (n=30; grupo MSC-Membrana). La reparacion se evalud
al mes (n=30), a los dos2 meses (n=30) y a los nueve meses (n=30) mediante criterios biomecdnicos e histoldgicos.
Resultados: Las matrices de coldgeno con MSC en los defectos creados mejoraron la resistencia y la rigidez del
tendon SE a los tres meses comparado con las otras dos cirugias reparadoras. Ningtn tratamiento logré un patrén
histolégicamente organizado.

Conclusion: El tratamiento con MSC es seguro en los desgarros del manguito rotador.
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Abstract

Objective: To study, in a rat model, the supraspinatus tendon (SE) rupture with isolated MSCs or combined with
collagen membranes

Material and method: A chronic rotator cuff tear injury model was developed by unilaterally detaching the SE ten-
don of aged Sprague-Dawley rats (9 months). One month post-injury, a second surgery was then performed to repair
the tears by: 1. single suture (n=30), 2. suture and type I collagen membranes (n=30) and 3. suture and type I colla-
gen membranes with 1x106 allogeneic MSCs; (n=30). Lesion restoration was evaluated at one month (n=30), two
months (n=30) and three months (n=30) post-injury by biomechanical, histological and inmunohistological criterias.
Results: All experimental conditions were well tolerated and no adverse effects were observed. Implantation of
collagen type I membrane with MSCs into surgically created tendon defects improved strength and stiffness of SE
tendon three months after treatment compared with the other two repair surgeries. No treatment achieved a his-
tological organized pattern.

Conclusion: The therapeutic use of allogenic MSCs in collagen type I membrane in the rotator cuff tears seems to
be the most promising treatment in our experimental model.
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I Introduccion

El manguito de los rotadores estd formado por un grupo
de musculos y tendones que estabilizan la articulacion gle-
no-humeral, permitiendo los movimientos de abduccion del
hombro. Aunque los desgarros del manguito rotador pue-
den ocurrir debido a una lesién traumadtica, la mayoria de
ellos se producen por la degeneracion gradual del tendén, lo
que explica que sea mads frecuente y cronica en ancianos.
Tanto de forma parcial como total, estos desgarros son la
causa mas comun de dolor y discapacidad de la articulaciéon
del hombro.

Los procedimientos quirtrgicos que se utilizan para tratar
este tipo de lesiones incluyen el uso de la sutura [1-3] para in-
sertar el tendon desgarrado en el hueso. Sin embargo, la efica-
cia de esta técnica no es plenamente satisfactoria, debido a la
elevada frecuencia de rerroturas [5]. Del conjunto de los ten-
dones que conforman el manguito rotador, el tendén supraes-
pinoso (SE) es el mds afectado debido a la debilidad de sus fi-
bras de colageno en la zona de insercion. Este fracaso clinico
en lesiones degenerativas se ha asociado a distintos factores
preoperatorios como la edad [6], la reduccion de la distancia
acromio-humeral [7], el tamafio del desgarro [8], la atrofia y
degeneracion grasa muscular [9], la retraccion del tendén
[6][10] u otros factores quirtirgicos, como son la elevada ten-
sion a la que se somete el tendon una vez reinsertado [10-13].
Conjuntamente, estos factores influyen en la curacién y re-
modelacion final que determina en ultima instancia el resulta-
do clinico. Entre las personas de edad mas avanzada que pre-
sentan una rotura total del tendén SE, tanto la capacidad de
curacién natural como la resistencia a las fuerzas mecanicas
estan reducidas y, por tanto, afectan a la reparacion natural
del tendén durante la cicatrizacion postoperatoria.

En este contexto clinico, es necesario adoptar nuevos enfo-
ques que mejoren el proceso de curacion que se asimile a un
tipo de curacion mds natural, especialmente en la zona de in-
sercion. Con esta finalidad, se han investigado diferentes al-
ternativas terapéuticas en el campo de la regeneracion del ten-
don, la inyeccion local de MSC [14], el uso de factores de
crecimiento [15][16] o la ingenieria de tejidos mediante el uso
de membranas bioldgicas bioactivas [17][18], aunque ningu-
na de las propuestas ha conseguido la reparacion completa
del mismo.

A pesar de que la investigacion experimental en este campo
es intensa, la mayor parte de los resultados obtenidos provie-
ne de la experimentacion con animales jovenes, en los que las
lesiones traumdticas son de tipo agudo, que no afectan ni a la
calidad del musculo ni a la calidad del tenddn, como ocurre,
sin embargo, en las lesiones de tipo cronico, presentando de
este modo un mejor resultado clinico. En el presente estudio

se utilizan distintas estrategias reparadoras en un modelo ani-
mal en rata de lesion cronica con rotura completa del tendon
SE. El objetivo es realizar una comparacion de las caracteris-
ticas biomecdnicas e histologicas del tendon SE suturado me-
diante tres estrategias reparadoras diferentes. El estudio apor-
ta una comparativa clara entre distintos tipos de estrategias
reparadoras quirargicas, dado que la mayoria de los estudios
in vivo se basan en la comparativa entre lesiones tratadas con
el andamiaje correspondiente y lesiones no tratadas, no apor-
tando una evidencia real del alcance de las ventajas que apor-
ta la técnica empleada en cada estudio.

I Material y métodos

Se emplearon 90 ratas Sprague-Dawley envejecidas (nueve
meses) a las que se les realizo un defecto en el tendon SE del
hombro izquierdo (seccion-desinsercion) y reparacion, al
mes, en un segundo tiempo quirtrgico. El animal elegido pa-
ra desarrollar el modelo fue la rata por presentar similitudes
anatomicas con el humano.

Los animales se agruparon de la siguiente forma:

Grupo 1. Procedimiento quirurgico utilizando sutura. Se re-
aliz6 la insercion del tendon SE mediante tunel transoseo hu-
meral con un hilo de sutura prolene 6.0 simulando la cirugia
convencional.

Grupo 2. Procedimiento quirargico empleando una matriz
de coldgeno tipo 1, autorizada para uso humano, que une el
tejido tendinoso a la cabeza humeral mediante puntos de su-
turas.

Grupo 3. Procedimiento quirtrgico empleando la misma
matriz con células mesenquimales pluripotenciales (MSC) ob-
tenidas previamente de ratas de la misma edad (alogénicas) y
que fueron expandidas hasta 1x106 y embebidas en la matriz
de colageno tipo L.

Las MSC se obtuvieron del canal femoral de ratas de nueve
meses de edad. Para ello se extrajo el fémur y en condiciones
de esterilidad se aisl6 la médula 6sea. Las células se cultivaron
bajo condiciones estandares en placas de 100-mm, seleccio-
nandolas por su adhesion al plastico hasta llegar a confluen-
cia. Una vez confluentes, las células se contaron, se analiz6 su
viabilidad mediante el método de exclusion Azul Trypan y se
prepararon las alicuotas resuspendiendo 1x106 células en
200 pl de suero salino. La membrana se rehidrat6 en condi-
ciones estériles y se cortaron piezas de 3 mm de membrana de
colageno tipo I en condiciones estériles. Se depositaron 1x106
células en la membrana durante cinco minutos, antes del
evento quirargico.

La reparacion del tendon SE, segtin los distintos grupos de
tratamiento, se evalud en las piezas obtenidas (humero-esca-
pula) al mes (n=30), a los dos meses (n=30) y a los tres meses

Trauma Fund MAPFRE (2012) Vol 23 Supl 1:70-75

71



Tabla 1. Comportamiento biomecanico del tendon SE para cada una de las tres estrategias reparadoras, evaluadas a uno,

dos y tres meses

Sutura mediana

Membrana mediana MSC— Membrana mediana

[percentil 25%— 75%]

Carga a fallo (N) 1 32,7 [29,61—42,20]
2 30,4 [19,03—39,91]

3 28,3 [7,00—32,20]

Rigidez (N/mm) 1 4,80 [3,97—5,70]
3,45 [1,97—3,65]°

3 2,80 [1,50—3,60]"

Deformacién (mm) 1 7,73 [5,24—9,52]
2 10,53 [7,75—11,96]

3 7,86 [4,67—11,50]

[percentil 25%— 75%]
22,15 [10,68—37,41]
30,09 [19,15—48,54]
28,64 [25,60—38,65]

[percentil 25%— 75%])

26,95 [20,08—31,60]"
28,80 [19,15—36,10]
43,95 [32,95—46,35]

2,80 [1,97—3,97]
4,00 [3,40—7,75]
3,90 [1,65—4,97]

2,40 [1,75—3,42]
2,50 [1,80—4,00]
4,40 [3,95—5,00]"

5,70 [4,17—8,67]
8,78 [6,35—11,64]
4,10 [2,70—9,15]

8,18 [3,05—15,03]
7,03 [4,19—12,09]
7,81 [4,70—11,16]

(a) Diferencias significativas en el mismo grupo de reparacion a 1-3 meses, (b) Diferencias significativas entre el grupo Sutura vs MSC-
membrana, (c) Diferencias significativas en el mismo grupo de reparacion a 1-2 meses, (d) Diferencias significativas entre el grupo

Membrana vs MSC-Membrana a 1-3 meses) p<0,01.

(n=30) de producida la lesion, por criterios biomecanicas e
histoldgicos. Para cada alternativa quirtrgica se emplearon
15 piezas para realizar el andlisis biomecdnico y otras 15 para
el estudio histolégico.

Evaluacion biomecanica

El ensayo biomecanico consistié en un sistema de traccion
hasta fallo utilizando una mdquina de ensayos universal (Ins-
tron®). Los especimenes, humero-escapula, se colocaron en
la mordaza de manera que la direccion de aplicacion de la
carga coincidiese en paralelo al eje longitudinal del tendén
SE, para simular su posicién anatémica. Tras el correcto posi-
cionado, y antes de proceder al ensayo estatico de traccion, se
sometio al conjunto a una precarga, que después se revirtio
(descarga) hasta llegar al punto inicial de nuevo. Posterior-
mente, los especimenes se cargaron a 10 N hasta llegar al
punto de fallo.

Durante la realizacion del test la velocidad ascendié a 1,8
mm/min. En el transcurso de cada uno de los ensayos el espé-
cimen se hidrat6 manualmente, cada minuto, con una jeringa
con solucion salina. Cada 10 milisegundos, a través de un
software especifico, se registraron los datos de fuerza (N) y de
desplazamiento (deformacion) hasta el punto de rotura (mm).
El fallo o carga maxima se definié como el valor maximo de
carga necesario para producir la rotura del tendon SE de for-
ma permanente. El pardmetro rigidez se definié como la pen-
diente de la carga maxima dividida por el desplazamiento del
tendo6n en el punto de rotura.

Evaluacion histologica

El analisis histologico se realizo a los dos y tres meses tras
ser efectuada la reparacion para cada una de las estrategias
quirargicas. Las piezas extraidas (humero-escapula) se fijaron
en paraformaldehido al 4% vy tras descalcificacién en 14% de
EDTA se embebieron en parafina. Posteriormente se realiza-
ron cortes de 4 pm, y se tifieron con hematoxilina- eosina y tri-
croémico de Masson. El examen histoldgico evalu6 los siguien-
tes parametros: orientacion de las fibras de colageno, nimero
de vasos y elementos celulares. Se estableci6 una escala entre
los valores 0 (indice de normalidad) y 3 (indice de mayor cam-
bio) (Tabla 2). Cada pieza se analizé por dos patologos inde-
pendientes y el resultado es una combinacion de ambos valo-
res, dando lugar a uno solo para cada categoria y grupo.

Analisis estadistico

Se calcul6 la mediana con el rango intercuartilico (IQR) pa-
ra cada analisis. Para realizar las comparaciones estadisticas
se empled el test no-paramétrico Mann-Whitney U. Los valo-
res de p<0,05 se consideraron significativos. El analisis esta-
distico se realizo utilizando el soffware GraphPad Prism 5.01.

I Resultados

En los animales reparados por tratamiento quirtrgico con
sutura, la carga maxima y la rigidez disminuyeron con el
tiempo de reparacion. La disminucion en los pardmetros bio-
mecanicos con el tiempo de evolucion alcanzé diferencias sig-
nificativas para la rigidez (p<0,05). Por el contrario, en los
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Tabla 2. Escala de valoracion histologica

GRADO DE ORGANIZACION DE LAS FIBRAS

0 Fibras de coldageno paralelas, vasos paralelos a las fibras,
buena tincion

1 Tincién mds transparente, estructura mds difusa

2 Ondulaciones regulares

3 Patrén irregular de fibras, metacromasia

GRADO DE VASCULARIDAD

0 Arterias paralelas a las fibras de colageno

1 Patrén hipervascular irregular

2 Vasos gruesos en tejido hipercelular

3 Vasos de apariencia nodular o perpendiculares a las
fibras

GRADO DE CELULARIDAD

0 Hilera de células con nucleo delgado

1 Hilera de células con nucleo redondeado
2 Incremento de la celularidad

3 Areas focales con celularidad reducida

animales reparados con la membrana de coldgeno, con o sin
MSC, la carga médxima vy la rigidez aumentaron con el tiempo
de reparacion. En el caso de reparacion mediante MSC-mem-
brana la resistencia mecanica alcanzada a tres meses de trata-
miento fue significativamente superior (p=0,04) que la mem-
brana sin células. No se observaron diferencias en cuanto a la
deformacion.

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 3. Los
animales tratados con sutura presentaban un tejido de repa-
racion fibroso con alto grado de desorganizacion fibrilar que

se mantuvo con el tiempo. En cuanto a la celularidad, se ob-
servaron dos morfologias celulares: células con nticleo delga-
do, similar a las células residentes de tendon, y células con nu-
cleo redondeado que expresan activamente matriz
extracelular. La vascularidad mostré valores altos que se
mantuvieron en el tiempo.

Los tendones reparados solo con la membrana mostraron
inicialmente un incremento en todos los parametros histologi-
cos, que disminuian en el tiempo, alcanzando casi valores
normales a los tres meses. Con respecto a los tendones repa-
rados con membrana y MSC no se observé mejoria en el pa-
tron de organizacion de las fibras, ni siquiera a tres meses de
ser producida la reparacion. El aspecto morfoldgico de las cé-
lulas revel6 un mayor nimero de células con nticleo redonde-
ado en comparacion con las células con nucleo delgado.

A lo largo del estudio no existieron evidencias de osifica-
cion heterotopica, ni de presencia de células gigantes, ni nin-
gun tipo de reaccion corporal adversa a la membrana o a las

MSC.

I Discusion

El objetivo del presente estudio fue reparar la rotura com-
pleta del tendon SE asociada a lesion cronica en un modelo
animal, en rata, mediante diferentes estrategias quirtrgicas.
Para reproducir, en la medida de lo posible, las condiciones
observadas en los pacientes afectos por este tipo de lesiones,
en el desarrollo del modelo de lesion-reparacion animal se tu-
vieron en cuenta aspectos clave como la edad (lesion asociada
al envejecimiento) y la situacion clinica (lesion cronica).

El modelo animal de lesion cronica del manguito rotador es
similar al propuesto por Gimbel et al. en 2004 [12]. En este
modelo, a diferencia de otros, los animales empleados eran

Tabla 3. Valoracion histoldgica de la reparacion del tendon SE en un modelo de rata evaluadas a uno, dos y tres meses

Sutura mediana

Membrana mediana MSC— Membrana mediana

[percentil 25%— 75%]

[percentil 25%— 75%] [percentil 25%— 75%])

1 1,00 [0,75—1,25]
Vascularidad 2 1,00 [0,00—1,25]
3 1,00 [0,75—1,25]
1 2,50 [2,00—3,00]
Orientacion de las fibras 2 2,00 [2,00—2,25]
3 2,00 [0,75—3,00]
1 1,50 [0,75—2,25]
Celularidad 2 1,50 [0,75—2,00]
3 1,50 [0,75—2,00]

2,00 [2,00—2,75]
1,00 [0,25—1,75]
0,50 [0,00—1,00]

3,00 [2,25—3,00]
2,00 [1,25—3,00]
1,50 [1,00—3,00]

2,00 [2,00—2,00]
2,00 [1,00—2,00]
0,50 [0,00—1,75]

1,50 [1,00—2,25]
1,00 [1,00—2,00]
1,00 [0,00—1,25]

2,00 [1,75—3,00]
3,00 [2,00—3,00]
3,00 [3,00—3,00]

2,00 [0,75—2,00]
2,00 [2,00—2,00]
2,00 [2,00—2,00]
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viejos, lo que implica peor calidad del tejido tendinoso y de
los tejidos circundantes, reproduciendo mejor algunas de las
caracteristicas de lesiones cronicas del manguito rotador aso-
ciadas a la edad.

En este modelo se estudié el comportamiento mecénico y
las caracteristicas histoldgicas del tendén SE tras rotura de es-
pesor completo a distintos tiempos de evolucion. Los andlisis
histoldgicos mostraron que el tendon SE aparecia retraido, fi-
brético y con degeneracion de los bordes tendinosos, obser-
vandose a su vez, un «espacio» localizado entre el final del
tendon y la zona de insercion al hueso. El ensayo biomecani-
co mostr6 una pérdida de la fortaleza y rigidez del tendon SE
en comparacion con los tendones sanos. Estos resultados in-
dicaban que nuestro modelo reproducia las caracteristicas ob-
servadas en pacientes afectos por lesiones en el tendon SE del
manguito rotador y que, por lo tanto, podia servir como mo-
delo para comparar distintas estrategias terapéuticas.

Para la realizacion de este estudio utilizamos el modelo de
lesion crénica desarrollado previamente para comparar dis-
tintas estrategias quirdrgicas. Los resultados revelaron dife-
rencias en cuanto al comportamiento biomecdnico e histolé-
gico del tendon SE segun el tipo de reparacion empleada. En
los animales reparados con sutura se detectd una pérdida de
las propiedades biomecanicas con el tiempo de evolucion. Es-
ta pérdida, provocada en parte por la excesiva tension que so-
porta la sutura, podria reproducir la elevada tasa de re-rotu-
ras observadas en la practica clinica en este tipo de lesiones.
Sin embargo, en los animales reparados con MSC-membra-
na, el comportamiento biomecanico del tendéon SE mejord
con el tiempo de evolucion, registrandose a tres meses de la
reparacion unos valores de fortaleza y rigidez significativa-
mente superiores a los de la reparacion utilizando exclusiva-
mente membrana o sutura.

No obstante, la mejoria observada en el comportamiento
biomecdnico del tendén SE a los tres meses de reparacion con
MSC-membrana no se tradujo en una mejoria en la calidad
del tejido tendinoso. Por el contrario, a los tres meses de pro-
ducir la reparacion, las fibras de coldgeno no presentaban la
organizacion alineada caracteristica de un tendon sano, sino
que el tejido reparado presentaba un patrén de fibras desor-
ganizado y con elevada celularidad. Adicionalmente, la pre-
sencia de una elevada formacion de vasos y la existencia de
un elevado numero de células con nicleo redondeado podria
indicar que el proceso de remodelacion se esta llevando a ca-
bo aun a los tres meses de evolucion, por lo que se deberian
realizar estudios futuros en los que se analizara la calidad del
tejido tendinoso a tiempos mas largos.

Los resultados del presente estudio sugieren que el proceso
de regeneracion del tendon SE mediante MSC es un proceso

de lenta evolucion, y podria explicarse en parte por el modelo
animal de reparacion utilizado en este estudio. En primer lu-
gar, para reproducir las caracteristicas de la reparacion de le-
siones cronicas de manguito rotador en humanos, en nuestro
modelo animal la reparacion se realizo un mes después de
provocar la lesion, y aunque todavia no se han podido escla-
recer las razones, se sabe que estas condiciones son peores pa-
ra la reparacion que en los casos de la lesion aguda en las que
la reparacion se realiza en el momento de ser producida la le-
sion. Ademas, las MSC se aislaron de animales envejecidos,
que poseen una capacidad mermada en la reparacion natural
de los tejidos.

Aunque la funcién de las MSC en la reparacion del tendon
no es totalmente conocida, se sabe que las MSC tienen capa-
cidad para diferenciarse a tenocitos y también poseen la capa-
cidad de secretar factores de crecimiento [19] o de producir
efectos antiinflamatorios [20] en el sitio de la lesion, lo que
podria proporcionar un ambiente mds favorable para la repa-
racion vy, finalmente, para la regeneracion del tejido dafiado
[21]. Teniendo en cuenta la edad de las ratas utilizadas en el
presente estudio, la tasa de diferenciacion de las MSC podria
ser menor o incluso la liberacion de los factores de crecimien-
to podria verse alterada en comparacion con MSC aisladas de
animales de menor edad.

Por lo tanto, pensamos que conviene estudiar el efecto de la
MSC en periodos de evolucién mas largos y teniendo en
cuenta la edad del donante, especialmente en el caso de ani-
males de edad avanzada.

En un modelo de lesion del manguito rotador realizado en
animales jovenes, Gulotta et al. [22] no observaron diferencias
en la resistencia del tendén o en el alineamiento de las fibras
de colageno en animales tratados con MSC en comparacion
con animales tratados solo con el vehiculo a un mes de la re-
paracion, pero nunca examinaron un periodo mas largo. Por
otro lado, Nourissat ef al. [14] constataron que en un modelo
animal de tendon de Aquiles, mostré mejoria de las propieda-
des, biomecanicas y morfoldgicas 45 dias después de la inyec-
cion de MSC en comparacion con la cirugia convencional.
Ambos estudios muestran cémo el tiempo de andlisis influye
en el comportamiento biomecanico o histoldgico, mds atn si
tenemos en cuenta nuestro modelo animal realizado en ratas
envejecidas, en las que la reparacion no se realizo en el mismo
tiempo que la lesién como ocurre en estos dos estudios.

Nuestros hallazgos demuestran que el tratamiento con
MSC es un tratamiento seguro, en el que no ocurre formacion
de hueso ectopico. Ademads, propone que el uso terapéutico
de MSC en una membrana de coldgeno tipo I en la repara-
cion del tendon SE lesionado constituye un tratamiento pro-
metedor. No obstante, debido a la pobre organizacion de las
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fibras de coldgeno, se necesitan realizar otros estudios en los
que se optimicen aspectos como la edad del donante, la dosis
de MSC, el tiempo de evaluacion para la efectividad del trata-
miento y el uso de diferentes tipos de matrices. |
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