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ABREVIATURAS

ADAM: A Disintegrin And Metalloproteinase. Desintegrina metaloproteinasa.
AINEs: Antiinflamatorios No Esteroideos.

CGRP: Calcitonin Gene-Related Peptide. Péptido relacionado con el gen de la
calcitonina.

COXa: Ciclooxigenasa 2.

Ct: Ciclo umbral.

ECM: Matriz ExtraCelular.

EPI: Electrolisis Percutanea Intratisular.

GAG: Glucosaminoglicano.

MMP: Metaloproteinasa.

MTP: Masaje Transverso Profundo.

NGF: Nerve Growth Factor. Factor de crecimiento neural.

TOCH: Ondas de Choque Extracorporeas.

PGs: Proteoglicanos.

PRF: Plasma Rico en Factores de crecimiento.

PRP: Plasma Rico en Plaquetas.

RMN: Resonancia Magnética Nuclear.

SCX: Esclerasis.

SP: Substancia P.

TIMPs: Tissue Inhibitors of MetalloProteinases. Inhibidores tisulares especificos.
TENS: Electroestimulacion Nerviosa Transcutanea.

TSPC: Tendon stem/progenitor cells. Células madre / progenitoras del tendon.
UMT: Unidn miotendinosa.

UOT: Unidn osteotendinosa o entesis.

UTC: Técnica ecografica Ultrasound Tissue Characterization.

VEFG: Vascular Endothelial Growth Factor. Factor de crecimiento endotelial
vascular.

VISA-P: Victorian Institute of Sport Assessment — Patella.

VISA-A: Victorian Institute of Sport Assessment — Achilles.
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Introduccion

En las 2 Ultimas décadas se ha producido un cambio en el estilo de vida,
destacando un aumento en latendencia a la practica del deporte, al entender ésta como
un simbolo de salud y cuidado del cuerpo. Numerosas actividades deportivas, asi como
laborales, conllevan unaimportante solicitacion tendinosa, y en ocasiones la realizacion
de gestos repetitivos y/o actividades con cargas elevadas convierten al tenddn en una

estructura susceptible de lesionarse y de desarrollar una tendinopatia.

A pesar de que la primera lesion del tenddn registrada en la historia fue la de
Aquiles, lo que se conoce en la actualidad sobre las lesiones de tenddn todavia es
insuficiente, y ha sido fundamentalmente en las 3 Ultimas décadas cuando la

investigacion ha dado un vuelco importante y ha avanzado mucho en su conocimiento.

Las tendinopatias se consideran una anomalia mecanica primaria que produce
danos en la Matriz Extracelular (ECM) y que las células tendinosas intentan reparar,
pero sin éxito [1]. En la actualidad, se hipotetiza que la mayoria de las tendinopatias no
estan relacionadas con un Unico factor y que el proceso degenerativo que precede a la

ruptura tendinosa podria deberse a una variedad de mecanismos y factores causales [ 2-

4).

La estrategia terapéutica en el tratamiento de estas lesiones requiere de un
mayor conocimiento etiopatogénico e histologico ya que, a pesar de ser una de las
lesiones musculo esqueléticas mas frecuentes, con una alta incidencia tanto en el
mundo laboral como en el deportivo, actualmente no existe un tratamiento de eleccién
que esté avalado con suficiente evidencia cientifica ni éxito en su resultado clinico [5-

12].

En fisioterapia, desde el aflo 2003 se cuenta con una técnica que tiene entre sus
indicaciones el tratamiento de la patologia tendinosa; es la Electrolisis Percutanea
Intratisular (EPI), una técnica de fisioterapia invasiva que consiste en la aplicacion de
corriente continua (corriente galvanica) a través de una aguja de puncion que actia
como electrodo negativo (catodo) y que, mediante control ecografico, va a provocar
una reaccion electroquimica en la region de tejido degenerada. Segun su autor,

Sanchez-lbanez, su objetivo es producir una respuesta inflamatoria aguda que activaria
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los mecanismos fisioldgicos de regeneracion del tejido tendinoso degenerado [13]. En
la actualidad, los estudios publicados le atribuyen a esta técnica buenos resultados
clinicos en el tratamiento de las tendinopatias, con mejoria en el dolor y en la funcion
del tendon [14-21]. Sin embargo, su base experimental es escasa, ya que no han sido
aun claramente demostrados los tedricos efectos fisioldgicos que se otorgan a esta

técnica. En conclusion, falta investigacion basica al respecto.

Consideramos que la falta de evidencia cientifica actual en numerosas técnicas
usadas actualmente en fisioterapia es el talon de Aquiles de esta profesion.
Tradicionalmente la practica clinica de la fisioterapia se ha basado en la opinion
generada a partir de la experiencia clinica y no siempre con los correspondientes avales

de investigaciones cientificas basicas.

Al igual que otras disciplinas biomédicas, la fisioterapia estd en continua
evolucion. Protocolos empleados durante afos actualmente estan en desuso, o incluso
contraindicados, porque con el tiempo se ha concluido que no eran eficaces, y muchas
de las técnicas, tras estudiarse mas a fondo, se ha comprobado que no tenian mas
efecto beneficioso que un placebo. Numerosos profesionales han justificado sus
tratamientos desde sus buenos resultados, desde la “Fisioterapia basada en la
Experiencia”, pero eso no es suficiente. No se deben atribuir efectos tedricos a unas
técnicas aplicadas en personas sin tener la mayor certeza posible de que realmente esos
supuestos efectos fisioldgicos que provocan son ciertos. Construir una “Fisioterapia

basada en la Evidencia” debe ser una meta en esta profesion.

Esta tesis doctoral pretende profundizar en el conocimiento de parte de los
procesos fisiologicos que se desencadenan con la aplicacion de la técnica EPI. Para ello,
se han analizado los cambios que tienen lugar a nivel histoldgico y molecular, estos
ultimos analizando cambios de expresion génica, tras la aplicacion de esta terapia en el
tendon de Aquiles sano y con tendinopatia de la rata, buscando evidencias cientificas
que avalen parte de los resultados clinicos publicados hasta la fecha actual al utilizar

esta técnica terapéutica.
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1. EL TENDON

El tendodn es una organizada estructura anatomica de tejido conjuntivo situada
entre un musculo y un hueso, con la funcidn de transmitir de forma efectiva la fuerza
generada por las células contractiles de los musculos para provocar, o no, un
movimiento articular, dependiendo de las fuerzas ejercidas, las cargas a mover vy las

posiciones adoptadas [22, 23].

Existen 4 tipos fundamentales de tejido en el cuerpo humano: epitelial,
muscular, nervioso y conjuntivo. El tejido tendinoso pertenece a este Ultimo,
concretamente al “tejido conjuntivo denso regular” [23], y esta organizado por células
y fibras conjuntivas ordenadas en haces paralelos muy juntas con el fin de proveerle de
la maxima resistencia. Como se muestra en la Figura 1, el tenddn se divide
longitudinalmente en 3 zonas especificas: el punto de unidon musculo-tendodn,
denominado union miotendinosa (UMT), la zona media o el cuerpo, y el punto de unidn
tendon-hueso, llamado unidn osteotendinosa (UOT) o entesis, zona de transicion

gradual del tenddn al cartilago y al hueso [23-25].

Union-miotendinosa-
(UMT)

Cuerpo-deltendon:

Union-osteotendinosa-
(UOT)

Figura 1. Las tres divisiones del tendon.
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Desde el punto de vista macroscdpico, los tendones sanos (no patoldgicos)
presentan un aspecto blanquecino y brillante, firmes al tacto, pero flexibles. Varian en
longitud y tamano, de tal forma que se pueden diferenciar tendones anchos, planos,
cilindricos, en forma de abanico o en forma de cinta, en funcidn de las caracteristicas
del musculo con el que se relacionan [23, 24, 26]. Por otra parte, microscoépicamente,
los componentes que lo conforman son células (principalmente tenocitos y
tenoblastos) y la matriz extracelular (ECM), compuesta mayoritariamente por una
proteina estructural, el coldgeno y, en menor medida, por la proteina elastina, los
proteoglicanos (PGs) y las glicoproteinas de adhesién como la fibronectina y

tenascina C[23, 27].

1.1. ESTRUCTURA E HISTOLOGIA

1.1.1. ESTRUCTURAS INTRATENDINOSAS

Todos los tendones comparten semejanzas en cuanto a su microanatomia,
histologia y anatomia patoldgica. Estan compuestos por un pequefio componente

celular que produce y conserva una ECM mucho mas abundante [23, 27].
1.1.1.1. Elementos celulares

Los elementos celulares del tenddn estan constituidos aproximadamente en un
95% por tenocitos y, en menor medida, por tenoblastos, células progenitoras,

fibroblastos y otros tipos celulares [27, 28].

¢ Tenocitos
Son las células encargadas de sintetizar los componentes principales de la ECM
(colageno y PGs). Ocupan menos de un 5% del volumen del tendon sano.
Intervienen de forma activa en el mantenimiento de la homeostasis del tendon'y
favorecen la recuperacion de los tendones lesionados [29-31]. Como se muestra
en la Figura 2, tienen forma fusiforme, alargadas longitudinal y transversalmente,
e incluso algunas presentan formas estrelladas. Ademas, se localizan de forma

intercaladay en paralelo entre las fibrillas de colageno [22, 24, 26, 27].

6
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o=

Figura 2. Imagen histoldgica de un tenddn sano en el que se
muestran los tenocitos y las fibras de coldgeno.

Desde el punto de vista metabdlico, son células que tienen un cociente
respiratorio bajo, lo que indica que su metabolismo es bajo [22]. Los tenocitos
reaccionan Unicamente a estimulos locales, y responden a fuerzas mecanicas
deformandose y adaptandose a ellas, provocando las reacciones bioquimicas

necesarias para variar su composicion y funcion [32].

e Tenoblastos

Son las células inmaduras de los tendones, presentan forma de huso y tienen una
elevada actividad metabdlica. A medida que este tipo de células envejecen, se
alargany se diferencian en tenocitos; por tanto, los tenoblastos son un reservorio
de tenocitos inmaduros (no diferenciados). La suma de tenoblastos y tenocitos

representan el 9o-95% de los elementos celulares que conforman un tendoén [22,

23].

e Células madre / progenitoras del tendon

Son una poblacion celular Unica, denominadas en su acrénimo en ingles TSPC
(tendon stem/progenitor cells), que tiene caracteristicas universales de células
madre, como clonogenicidad, multipotencia y capacidad de autorrenovacion
[27]. Varios estudios sugieren que este tipo de células cultivadas in vitro y

posteriormente trasplantadas in vivo, podrian regenerar el tejido tendinoso [33,

34].
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e Fibroblastos

Son las células del tejido conectivo responsables de la sintesis de los
componentes fibrosos, fundamentalmente colageno y elastina. Estan implicadas
en la sintesis y mantenimiento de la ECM y son parte esencial de los procesos de
reparaciony regeneracion tendinosa [23, 35]. Aligual que los tenocitos, se regulan
exclusivamente por estimulos locales, principalmente de caracter mecanico,

modificando su forma, composicion y funcion [32].

¢ Otros tipos celulares

En menor medida (menos del 5%) y dependiendo de las circunstancias en que se
encuentre el tendon, en este tejido se localizan otro tipo de células como
linfocitos, neutrdfilos, macrofagos y células cebadas (Fig.3), interviniendo todas
ellas en los procesos inmunes del tendon, llevando a cabo la eliminacion de
metabolitos de desecho o la liberacion de mediadores que generan la respuesta

inflamatoria [22].

e Fibra de

o p
” COl eno
AL O\ =

AR
Fib; N

elastica

.- ai‘:j‘i 3

Eosindfilo

Fibra
reticular

Figura 3. Representacion esquematica de los diferentes tipos celulares
que intervienen en los procesos inmunes en la estructura tendinosa.
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1.1.1.2. La Matriz Extracelular

La Matriz Extracelular (ECM) es un medio viscoso, hidratado, incoloro, de
consistencia gelatinosa, formado por una compleja trama de macromoléculas
extracelulares que contribuyen de manera importante a la integridad mecanica del
tendon, a su organizacion y al control de su crecimiento [27, 36]. Constituye la mayor
parte del volumen del tenddn (95% del volumen de un tenddn sano), preserva sus
propiedades viscoeldsticas al aportar lubricacion para el deslizamiento y
entrecruzamiento de los tejidos, y es el espacio fisico que acoge a las células descritas

en el apartado anteriory a las fibras de colageno y elastina [36, 37].

Su composicion bioldgica estd integrada por una mezcla de agua (60-80%),
proteinas fibrosas (colageno y elastina), PGs y glicoproteinas de adhesion como la
fibronectina y tenascina-C (Fig. 4) [23]. Esta composicion no es uniforme en toda la
longitud del tenddn, sino que presenta variaciones locales en cuanto a su contenido que

le permiten ajustarse a las particularidades biomecanicas en su recorrido [27].

[ 1]
Cytoplasm

Actin filament

Figura 4. Representacidn de los componentes principales de la ECM.

e Proteinas fibrosas.
-Colageno: proteina que representa el 30% del peso de un tendon fresco y el
80% del peso en un tenddn seco. Es sintetizada por los fibroblastos del tenddn
y aporta larigidez y la resistencia a la traccion cuando se somete al tenddn a una
fuerza tensil, y la flexibilidad cuando se dobla, se comprime, se retuerce o se

cizalla [27, 32].
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Su estructura estd compuesta de haces compactos de fibras que se disponen
longitudinalmente siguiendo las lineas de fuerza, estructurandose en un orden
jerarquico de 5 niveles diferenciados desde una unidad microscopica a un
conjunto macroscopico [23]. Como se muestra en la Figura 5, la unidad de
menor tamafio es el tropocolageno, proteina compuesta por 3 péptidos
enrollados helicoidalmente. A su vez, estas moléculas de tropocolageno se unen
por enlaces cruzados (covalentes y electrostaticos intra- e intermoleculares)
formando una triple hélice, la fibrilla de coldgeno, unidad funcional basica de
transmision de fuerzas en el tendon. Sequidamente, un conjunto de fibrillas de
colageno se agrupa formando el haz primario de fibrillas o subfasciculo. La unién
de estos haces primarios conforma el haz secundario o fasciculo y, a su vez,
varios de éstos, formaran el haz terciario de fibras. Finalmente, la unidn de todos

estos haces es lo que conforma la estructura del tenddn [22, 23, 25].

Pe?tldu Tropocolageno Flb.rlllas .Haz. Haz ) Ha.z. Tendon
Colagen Colageno primario secundario terciario

Endotenon

Epitenon

1nm 100 nm 1-20 pm 20-200 pm 500 um

Figura 5. Estructura jerarquizada de la proteina del coldgeno en el tenddn.
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En la actualidad, se hanidentificado hasta 27 tipos de colageno con propiedades
mecanicas diferentes [4, 27, 38-40]. En el caso del tendon, se han detectado
hasta 10 tipos diferentes (tipos I, I, lll, 1V, V, VI, IX, X, XII y XIV), aunque
principalmente estan presentes los colagenos tipo | y Ill, constituyendo casi el
95% del colageno total de este tejido. En concreto, el colageno tipo | esta
conformado por 2 tipos de proteinas (a1 y o2) codificadas por 2 genes
diferentes, Colzaz y Colza2, cuya combinacion constituye el tropocolageno, la
triple hélice, con fibras de un diametro de 40-60 nm que se entrelazan formando
haces densos. Este tipo de colageno copolimeriza con el colageno tipo V,
conocido regulador de la estructura del coldgeno fibrilar [41]. Por su parte, el
colageno tipo Il tiene un proceso de formacion similar al del tipo I, con la
excepcion de que es codificado por un Unico gen, el Col3az, traductor de 3
péptidos a1 que conforman su forma de procolageno. Este tipo de colageno
constituye fibras de menor diametro (10-20 nm) y haces mas reticulares y

sueltos, lo que le hace menos resistente que el colageno tipo | [4, 23, 27, 38].

En relacion con los enlaces cruzados (covalentes y electrostaticos intra e
intermoleculares), cabe destacar que son elementos de conjuncidn que aportan
fuerza de tension vy resistencia al colageno, haciéndolo mas fuerte y con
capacidad para absorber mas energia, lo que aumenta su resistencia al ser
sometido a tension [26, 42, 43]. Es de matizar el hecho de que el niUmero de
enlaces cruzados va aumentando durante toda la vida de un vertebrado. Asi, en
etapas tempranas los tendones estan constituidos por un colageno blando, pero
muy flexible, y conforme pasa el tiempo, el nUmero de enlaces cruzados va
aumentando, de tal forma que, un acUmulo excesivo de este tipo de enlaces
durante la vejez es causa de tendones cada vez mas rigidos, menos elasticos y,

como consecuencia, mas fragiles, con mas susceptibilidad a lesionarse [23].

Por otra parte, y como muestra la Figura 6, las fibras de coldgeno que
conforman el tenddn estan rodeadas a distintos niveles por diferentes capas de

tejido conjuntivo.

11
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Figura 6. Diferentes capas de tejido conjuntivo que envuelven la estructura tendinosa.

o Elendotendodn: es la capa mas interna, y rodea a los haces terciarios de
fibras. Su funcion es la de sostén e interviene en la vascularizacion
tendinosa, como transporte de los vasos sanguineos y linfaticos hasta y
através del tendon [22, 23].

o Elepitenddn: es la capa de tejido conjuntivo externa al endotendon, por
lo que podria considerarse también como un elemento extratendinoso.
Conforma una red relativamente densa de fibras longitudinales, oblicuas
(dispuestas en un angulo de 60° respecto a las fibras del tendon) y
transversales, cuya funcién se ha sugerido que serviria como un
mecanismo de defensa contra el sobre-estiramiento tendinoso [22, 23].

o El paratendon: es la Ultima capa de tejido conjuntivo presente en
aquellos tendones con trayectos rectilineos, como el tenddn de Aquiles.
Tanto esta capa como el epitenddon pueden variar en su densidad
dependiendo de las fuerzas mecanicas y de friccion con estructuras

vecinas a las que estén sometidos [44, 45].

-Elastina: es la proteina que contribuye a dar elasticidad al tendon y que
representa aproximadamente el 2% de su peso seco. Es la responsable de
devolver al tenddn su configuracidn original ondulada tras ser estirado y le
permite alargarse (sin romperse) hasta un 70% de su longitud [23, 46]. En
algunas condiciones patoldgicas, como alteraciones hormonales, el numero y

volumen de las fibras de elastina esta significativamente aumentado, mientras
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que, en procesos de reparacion del tendon, como en las heridas, se encuentra

en un menor numero [46].

¢ Proteoglicanos (PGs).
Los PGs son un grupo heterogéneo de biomoléculas compuestas por una
proteina central a la que se unen covalentemente un tipo especial de
polisacaridos, los glucosaminoglicanos (GAGs); asi, su constitucion en
porcentaje es un 20% de fraccion proteica y un 80% de polisacarido.
Desempefian un papel clave en el mantenimiento de la estructura tendinosa ya
que funcionan como organizadores de este tipo de tejido modulando el
crecimiento celular y su maduracion, regulando las actividades de los factores
de crecimiento y la fibrilogénesis del colageno [39, 47, 48]. Ademas, al ser los
PGs moléculas hidrofilicas y cargadas negativamente, proporcionan a las
fibrillas de coldageno una gran capacidad para resistir altas fuerzas de
compresion y tension [27]. En el tenddn hay varios tipos de PGs como la
decorina, biglicano, fibromodulina, lumican, agrecan y versican. Por su parte,
los tipos de GAGs mas habituales presentes en estos PGs son el acido

hialurdnico y el condroitin sulfato (Fig. 7).
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Figura 7. Representacion esquemdtica de proteoglicanos.
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e Glicoproteinas de adhesion.
Este tipo de macromoléculas estdan compuestas por una proteina unida
mediante enlaces covalentes a uno o varios carbohidratos y, a diferencia de los
PGs, su porcentaje de proteina es mucho mayor que el de glucidos. Ejercen

funcion de adhesion y favorecen la cohesion del entramado celular.

Se han identificado al menos 4 de estos tipos de macromoléculas en el tenddn:
fibronectina, tenascina C, trombospondina e indulina, destacando
especialmente la presencia de las 2 primeras [27]. Ambas facilitan la union de los
fibroblastos a las fibras de colageno y son factores clave en el proceso de
reparacion del tendon, ya que favorecen la migracion de fibroblastos al tejido

lesionado [27, 49].

¢ Metaloproteinasas.
Las metaloproteinasas de la ECM, simbolizadas como MMPs, son enzimas
endopeptidasas que degradan, mediante hidrdlisis, especificos componentes
proteicos como los distintos tipos de colageno de la matriz, e intervienen de
forma activa en la fisiologia del tendon al mantener su homeostasis [4, 27, 50].
Ademas, es conocido que también intervienen en la fisiologia de determinados
procesos patologicos, como en las metastasis de células tumorales y algunas
enfermedades como la artritis reumatoide [51]. Diferentes agentes quimicos,
moléculas como factores de crecimiento, y determinadas cargas mecanicas,
activan su sintesis. Asimismo, los procesos inflamatorios son también

activadores del incremento de la expresion y activacion de MMPs [52].

Estan descritos 25 miembros de la familia de MMPs, clasificandose en 5
subfamilias: colagenasas (producen colageno desnaturalizado), gelatinasas
(hidrolizan la red mas pequena de moléculas de colageno y las piezas de
colageno fibrilar sobrantes de la actividad de las colagenasas [53]),
estromelisinas (degradan distintas proteinas estructurales de la matriz
estructuras salvo los colagenos fibrilares), metaloproteasas de membrana (MT-
MMP, claves en la activacion del resto de MMPs y presentan tanto actividad

colagenasa como gelatinasa) y otras MMPs (como la MMP11, -12) (Tabla 1) [27].
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Todas ellas difieren en su estructura y especificidad de sustrato, pero su accion
combinada es capaz de producir la degradacion de la practica totalidad de los

componentes macromoleculares de la ECM.

MMP (tipo) Denominacion Sustrato MEC
Colagenasas
MMP-1 Colagenasa-1 Colagenos I, 11, 11, VII, VIl y X, gelatina, proteoglucanos, tenascina, entactina
MMP-8 Colagenasa-2 Colagenos I, II, 11, V, VIl y X, gelatina, agrecan
MMP-13 Colagenasa 3 Colagenos I, 11, 111, IV, IX, X'y XIV, gelatina, tenascina, fibronectina, agrecan, osteonectina
Gelatinasas
MMP-2 Gelatinasa A Colagenos I, IV, V, VII, X, XI'y XIV, gelatina, elastina, fibronectina, laminina, agrecan, versican, osteonectina,
proteoglucanos
MMP-9 Gelatinasa B Colagenos IV, V, VII, X, XIV, gelatina, elastina, agrecan, versican, proteoglucanos, osteonectina

Estromalisinas
MMP-3 Estromalisina-1  Colégenos IlI, IV, V'y IX, gelatina, agrecan, versican, proteoglucanos, tenascina, fibronectina, laminina,
osteonectina
MMP-10 Estromalisina-2  Colagenos Il IV, V, gelatina, caseina, agrecan, elastina, proteoglucanos

MMP-11 Estromalisina-3  Caseina, laminina, fibronectina, gelatina, coldgeno IV, transferrina
Tipo membrana
MMP-14 MT1-MMP Colagenos I, Il'y 111, caseina, elastina, fibronectina, vitronectina, tenascina, proteoglucanos, laminina, entactina
MMP-15 MT2-MMP Tenascina, fibronectina, laminina
MMP-16 MT3-MMP Colageno Ill, gelatina, caseina, fibronectina
MMP-17 MT4-MMP ND
MMP-24 MT5-MMP ND
MMP-25 MT6-MMP ND
Otras
MMP-7 Matrilisina Colagenos IV y X, gelatina, agrecan, proteaglucanos, fibronectina, laminina, entactina, tenascina, caseina

transferrina, integrina by, osteonectina, elastina
MMP-12 Metaloelastasa  Colageno IV, gelatina, elastina, caseina, laminina, proteoglucanos, fibronectina, vitronectina, entactina

MMP-20 Enamelisina Amelogenina

MMP-23A  MMP-21 ND

MMP-23B MMP-22 ND

MMP-26 Matrilisina 2 Colageno IV, fibrinégeno, fibronectina, caseina
MMP-27 ND ND

MMP-28 Epilisina Caseina

MEC: matriz extracelular; MMP: metaloproteasas; ND: no determinado.

Tabla 1. Diferentes tipos de MMPs. Tomado de Rodriguez y cols. (2007) [54].

La actividad de las MMPs esta regulada por los inhibidores tisulares especificos,
los TIMPs (Tissue Inhibitors of MetalloProteinases). Estos inhibidores enddgenos
estan también presentes en la ECM y actuan al unirse a las MMPs mediante
enlaces no covalentes y de forma reversible, a su dominio catalitico, y a unas
proteinas de membrana con actividad enzimatica y de adhesion denominadas
desintegrinas metaloproteinasas (ADAMs: A Disintegrin And Metalloproteinase).
En la actualidad se han identificado 4 tipos de TIMPs (TIMPz1 al -4) y 19 tipos de
ADAMSs [4, 52].

Es de destacar también el hecho de que a lo largo de la longitud del tendon se
han detectado diferencias regionales en la expresion de distintos tipos de
colageno, y también de MMPs y TIMPs, probablemente debido a diferentes

demandas mecanicas del tenddn [52].
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En la estructura tendinosa, un desequilibrio entre las MMPs y sus reguladores
(TIMPs y ADAMs) desencadenaria una serie de alteraciones del contenido de
colageno y otros componentes proteicos, favoreciendo una mayor degradacion
y desorganizacion de la ECM y provocando cambios en las propiedades

estructurales y viscoelasticas de este tejido [4, 55, 561
1.1.2. ESTRUCTURAS EXTRATENDINOSAS

Los tendones se encuentran rodeados de una serie de estructuras
extratendinosas que favorecen su correcto funcionamiento y mejoran su biomecanica
[23]. Estos elementos varian en funcion de las fuerzas mecanicas que soporta el tenddn
y de la friccion causada por las estructuras cercanas, agrupandose, de acuerdo con la

clasificacion de Ippolito y Postacchini [25], en 5 categorias (Fig. 8).

¢ Vainas sinoviales: son tUneles compuestos por 2 capas, la parietal y la visceral,
conformando un conducto cerrado con fluido peritendinoso cuya funcion es la de
lubricar el tenddn reduciendo asi la friccion presente contra algunas estructuras
anatomicas, como en el caso de los tendones de la musculatura extensora de
muneca.

e Paratendon: capa peritendinosa que se encuentra en algunos tendones que no
tienen vaina sinovial, como el tenddn de Aquiles. Su funcidn es permitir el libre
movimiento, asi como reducir la friccion contra las estructuras adyacentes.

e Retinaculos: son los conductos a través de los cuales algunos tendones, como
por ejemplo los tendones peroneos, se deslizan durante el movimiento. Estan
presentes en zonas de flexion o extension de tendones largos que estan
sometidos a importantes fricciones. En ocasiones, anatdmicamente, los huesos
presentan escotadurasy hendiduras para acoger al tendony éstas se recubren por
los retinaculos.

¢ Poleas de reflexion: son refuerzos anatdmicos de las vainas fibrosas localizados
en los lugares curvos de cambio de direccion del tenddn. Su funcidn es mantener

al tendon en el lecho por el que se desliza y evitar la luxacion.
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¢ Bursas: pequeias bolsas de liquido sinovial que actuan como amortiguadores al
reducir la friccion y asistir el movimiento tendinoso. Estan situadas en lugares
anatdmicamente escogidos, donde musculos y tendones pueden sufrir
fenomenos compresivos contra prominencias Oseas que dificultan el
deslizamiento entre estructuras. En situaciones no patoldgicas, las bursas estan
compuestas de 2 capas con un espacio virtual entre ambas, que reaccionan

llenandose de fluido en caso de exceso de friccion.

3
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Figura 8. Estructuras extratendinosas.

1.2. VASCULARIZACION

Hasta comienzos del siglo XX el tenddn fue considerado un elemento avascular
y metabolicamente inactivo. Pero en 1916, un estudio demostro, gracias a una
infiltracion de colorante, la existencia de aporte sanguineo, admitiéndose que el tenddn
recibia vascularizacion procedente del endotendon [57]. Posteriormente, se confirmd

también la existencia de actividad metabdlica propiciada por esta vascularizacion [58,

591.

Actualmente se conoce que existen 2 sistemas de vascularizacion que alimentan
a la estructura tendinosa, uno intrinseco, que aporta sangre a través de la UMT y de la
UOT, y otro extrinseco, periférico al tenddn, proveniente de vasos sanguineos del tejido

conjuntivo circundante y de vasos sanguineos peritendinosos (Fig. 9) [23, 60].
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Figura 9. Anatomia del sistema arterial (extrinseco) en el tenddn de
Aquiles. Tomado de Chen y cols. [61].

En la UMT, los vasos sanguineos del musculo contindan entre los fasciculos del
tendon y son del mismo tamafio que en el musculo, siendo una zona raramente
afectada por lesiones tendinosas [32]. Por su parte, en el cuerpo del tenddn, el aporte
vascular llega via paratendon o a través de la vaina sinovial en aquellos tendones
expuestos a friccion rodeados por ella, no llegando a penetrar la propia estructura
tendinosa. Estos vasos del cuerpo del tenddén son de menor calibre que los
anteriormente descritos, por lo que esta zona esta peor perfundida y es mas sensible a
lesiones [60]. Por Ultimo, los vasos que irrigan la UOT proceden tanto del hueso como
del tenddn, pero no se comunican entre ellos debido a la presencia de una membrana
fibrocartilaginosa que existe entre ambos. El aporte sanguineo y de nutrientes en esta
zona es menor que el de las 2 anteriores, no contribuyendo a la vascularizacion del

cuerpo del tendon [62].

Durante el desarrollo embrioldgico, los tendones contienen mas células y su
riego sanguineo es mas abundante, lo que favorece que se produzca en ellos una activa
sintesis y secrecion de colageno; no obstante, una vez formados, ya maduros, tanto el
numero de células como el grado de vascularizacion disminuye. Se postula que tales
descensos estan determinados por las condiciones metabdlicas que demanda el propio

tejido, es decir, un tenddn totalmente formado requiere una menor densidad celular y
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unos menores requerimientos de oxigeno y nutrientes [63]. Asimismo, por lo general,
la vascularizacion del tendon es mas deficitaria en los hombres que en las mujeres, y

disminuye con la edad y con la sobrecarga mecanica [64].
1.3. INERVACION

La inervacion tendinosa es somatosensitiva de tipo propioceptivo a través de
terminaciones nerviosas tipo mecanorreceptores y nociceptores. No hay funcion
motora eferente. Los nervios acceden al tendon, formando pequeiios plexos

longitudinales, atravesando y penetrando en el septo del endotenddn cerca de la UMT

[65].

Se distinguen 4 tipos de receptores o terminaciones nerviosas en el tenddn,

segun los criterios anatdmicos y funcionales [65, 66].

e Losreceptorestipol o corpusculo de Ruffini, que son mecanorreceptores que
reaccionan a los cambios de presion.

e Los receptores tipo Il o corpusculo de Pacini, mecanorreceptores que
también reaccionan a la presidn, pero con una adaptacion mas rapida,
respondiendo en los movimientos de aceleracion y deceleracion.

e Los receptores tipo Ill u organos tendinosos de Golgi, que son
mecanorreceptores que convierten la deformacion mecanica en informacion
nerviosa aferente.

e Losreceptores tipo IV son verdaderas terminaciones nerviosas libres y desde
el punto de vista somatosensitivo son nociceptores (informadores de la

sensacion dolorosa) de adaptacion lenta.

La mayoria de estos receptores se localizan en el tenddn en la UMT y, de forma
escasa, en el propio cuerpo del tenddn. Esta ubicacion podria explicar la lenta
adaptacion a la carga repetitiva de este tejido en determinadas ocasiones, el proceso
de curacion prolongadoyy la vulnerabilidad a las lesiones crdnicas [67]. Asimismo, puede
dar respuesta al hecho de que, ante un proceso degenerativo del cuerpo del tendon,

éste pueda manifestarse de forma asintomatica.
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1.4. BIOMECANICA Y FISIOLOGIA

El tenddn esta disefiado para transmitir la fuerza contractil originada por el
musculo a la palanca dsea, al hueso, generando el movimiento de la articulacion
mediante el desarrollo del momento de fuerza resultante. Actua como un muelle
bioldgico, almacenando y liberando energia durante el movimiento, y regulando la
intervencion mecanica del musculo [68]. Cuando un musculo se contrae, transmite
tension al tendon provocando que la ECM deforme al tenocito. Esta deformacion se
transmite a este tipo celular a través de las integrinas (un tipo de glicoproteina de
membrana), alcanzando esta sefial a su nucleo, activandose en éste las respuestas
moleculares metabdlicas oportunas para adaptarse a la carga [69, 70]. La mecanica a la

que se ve sometida el tenocito regula su funcionamiento y homeostasis.

La estructura tendinosa soporta fuerzas mecanicas en diferentes direcciones
[71, 72]. Si son fuerzas de estiramiento que siguen el eje longitudinal del tendon y lo
alargan, son fuerzas de traccion o tensiles. Por su parte, las fuerzas aplicadas en el eje
longitudinal, pero en sentido de acortamiento, son fuerzas compresivas. Finalmente,
las fuerzas aplicadas perpendicularmente al eje longitudinal son fuerzas de torsion o
cizallamiento. Para soportar todas esas fuerzas, el tenddn tiene propiedades
estructurales de viscoelasticidad y plasticidad [71]. La particular disposicion del
colageno, junto con el tipo de enlaces que sustentan su estructura y la presencia en su
composicion de proteinas fibrosas como la elastina, confieren al tenddn una habilidad
excepcional para soportar las fuerzas de tension longitudinales o de estiramiento, pero

no tanta para las fuerzas de compresion y torsion [27].

La informacion que se conoce sobre el comportamiento (fisiologia vy
biomecanica) del tendén humano in vivo es limitada y son pocos los estudios que han
podido determinar aproximaciones sobre la tension del tendony el almacenamiento de
energia que tiene lugar en los movimientos en humanos [73, 74]. Asi, en estudios
realizados con tendones in vitro sometidos a estiramientos, se ha observado que, en
reposo, su apariencia es ondulada (cuantificado un 0.2% de tensidn), y sometido a
tension, presenta un comportamiento eldstico no lineal. Bajo la accion de fuerzas

externas, con estiramientos menores a un 2% de su longitud, los tendones adoptan una
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forma aplanada, sus fibras se reorientan y muestran una respuesta lineal al estrés. Por
su parte, sometidos hasta un 4% de tension, la deformacion que sufre el tendon es
elastica, es decir, puede volver a su longitud original sin lesionarse, pero si sobrepasa
esta tension, pasaria a una deformacion plastica, desapareciendo con ella su capacidad
de reversion. De esto se deduce que la zona de seguridad del tenddn sometido a
solicitaciones de tension se encuentra entre el o y el 4%. Si es sometido a un estrés
superior al 4%, puede producirse una ruptura parcial de sus fibras y si el estiramiento

supera el 8% de tension, se produciria una rotura total (Fig. 10) [22, 32, 35, 45, 75].
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Figura 10. Representacion de la curva de carga/deformacion del tenddn [45].

En el caso de las personas, la capacidad para soportar una determinada fuerza
de tension en los tendones sanos es mayor durante la infancia, alcanza sus niveles
maximos entre los 25 y 35 anos y, después, disminuye progresivamente a partir de la
tercera década. A mayor edad, mayor rigidez del tendon y menor capacidad de

estiramiento [76].

Pero el tendon es un tejido vivo y, como tal, sus propiedades mecanicas y
estructurales pueden cambiar en funcion de las demandas funcionales [77]. Cuando la
estructura tendinosa es sometida a entrenamiento, a ejercicio fisico, sufre cambios
tanto en su arquitectura como en su composicion celular y quimica [71]. Es conocido
que el ejercicio, realizado dentro de un rango fisioldgico, no daia el tendon, sino todo
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lo contrario, estimula la produccion de nuevas fibras de colageno. Este efecto del
ejercicio ha sido muy estudiado en modelos animales, con todas las limitaciones que
ello comporta, concluyéndose que la fuerza, elasticidad y peso total del tendon
aumentan conforme lo hace la actividad fisica [69, 75, 78, 79]. Las fibras de colageno
son mas gruesas y el numero de enlaces cruzados entre ellas es mayor, deduciéndose,
por tanto, que un entrenamiento adecuado puede mejorar la calidad del tejido
tendinoso. Por otra parte, en los estudios realizados en seres humanos, al analizar el
metabolismo del colageno por medio de técnicas de microdialisis, también se ha
demostrado que después de diferentes tipos de ejercicio, hay un aumento tanto de la
sintesis como de la degradacion de colageno, pero con un predominio mayor, en
condiciones no patoldgicas, de la sintesis tanto en cantidad como en prevalencia en el
tiempo [80-85]. Por consiguiente, se puede concluir que la carga, en niveles fisioldgicos
optimos, tiene consecuencias positivas sobre la estructura tendinosa, el tendon se hace
mas voluminoso, mas fuerte, y con mas resistencia a la traccion y a sufrir una lesion [68,

69].

Por el contrario, la ausencia de carga, es decir, la inmovilizacion y el desuso,
también provocan un cambio, en este caso pernicioso, en las propiedades estructurales
y mecanicas del tendon. Se produce un descenso en su trofismo, desregulandose la
ratio sintesis y degradacion del colageno que conforma la ECM. En concreto, la falta de
tensidn que tiene lugar en una inmovilizacion ha mostrado tener efectos adversos sobre
la regulacion optima de la expresion génica (transcripcion) y proteica (traduccion) de
distintos tipos de coldgeno, MMPs y factores de crecimiento [69, 86, 87]. Ademas, se
ha podido observar que, ante la falta de tension en un tendon, las fibras de colageno
son mas delgadas, desorganizadas, dispuestas aleatoriamente y con menores enlaces

cruzados [69].

En resumen, la estructura tendinosa se ve afectada por los cambios de
solicitacion mecanica, de tal forma que la carga y la tensién son necesarias para
mantener la funcion y el fenotipo 6ptimo (“normal”) del tenocito [88]. Ademas, se
deduce la importancia de enmarcar el volumen e intensidad de esa tension sobre el
tendon dentro de unos parametros correctos. Si el equilibrio se rompe a favor de un

trabajo excesivo o muy extenuante o, por el contrario, de una ausencia de actividad, se
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puede producir un cambio desfavorable en la estructura tendinosa, en sus propiedades

viscoelasticas, y el peligro de lesion se hace patente [88].
2. PATOLOGIA TENDINOSA: TIPOS Y TERMINOLOGIA

Hasta hace pocos afos, la clasificacion de las lesiones tendinosas mas utilizada
se basaba en definir la naturaleza de su inicio, traumatica o por sobreuso, al proceso
histologico que subyacia, inflamacion o degeneracidon, y se complementaba
atendiendo a la porcion del tenddn afectada, bien intratenddn o bien en la estructura
externa, el paratenddn [44, 89]. Por lo tanto, teniendo en cuenta estos 3 parametros,

las lesiones tendinosas se clasificaban en los siguientes tipos:

- TENDINITIS: Lesion aguda del tenddn que cursa con un proceso inflamatorio en
el espesor de éste. Es poco frecuente y se presenta casi exclusivamente en el
contexto de las enfermedades inflamatorias sistémicas con afectacion

osteoarticular, fundamentalmente enfermedades reumatoldgicas.

- TENDINOSIS: Lesion cronica degenerativa del tenddn causada generalmente
por una sobresolicitacion de la estructura tendinosa. Desde el punto de vista
histopatoldgico, en este tipo de lesion se detecta un aumento del numero de
fibroblastos, colageno fragmentado y desorganizado, hiperplasia vasculary, en
ocasiones, presencia de microcalcificaciones. Asimismo, su caracteristica
principal es la carencia o practicamente ausencia de células inflamatorias. Su

cuadro clinico no siempre es doloroso y se instaura de manera progresiva.

- PARATENDINITIS (tenosinovitis, tenovaginitis): Lesion del tenddn que cursa
con una inflamacidn aislada de las capas externas del tenddn, y engloba
afecciones denominadas tenosinovitis, cuando se afecta una Unica capa de la
vaina tendinosa, o tenovaginitis, cuando se ve afectada la doble capa de la vaina.
Ambos procesos se desencadenan por compresiones, fricciones repetitivas con
una protuberancia dsea o algun elemento externo (calzado, esparadrapo, etc.)
o con algun retinaculo de tejido conectivo del propio sujeto. Histolégicamente

se detecta mediante la visualizacion de un infiltrado de células inflamatorias.
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- TENDINOSIS CON PARATENDINITIS: Lesion del tendon en el que se
manifiestan procesos degenerativos sin una respuesta celular inflamatoria en el
propio tenddn, pero asociada a una paratendinitis externa, donde si existe
inflamacion. La estructura intratendinosa no se inflama, pero la capa externa, el

paratendon, si.

Historicamente, la mayoria de las lesiones que asentaban en el tenddn se
denominaban de forma indiscriminada como tendinitis [go-92] y, teniendo en cuenta
que etimoldgicamente el sufijo —itis significa “inflamacion”, una tendinitis seria la
patologia del tenddn en la que éste se encuentra en una situacion de predominio
inflamatorio. A finales de la década de los 90, empleando técnicas histoldgicas y
moleculares en el estudio de este tipo de patologia, se detectd que era mayor el
predominio de los procesos degenerativos que de los inflamatorios [2, 12, 93-99]. Por
lo tanto, el término tendinitis no parecia el mas adecuado para la descripcion de la
mayoria de este tipo de lesiones. En consecuencia, a principios de este siglo XXI,
priorizando los hallazgos anatomopatoldgicos, se abogo por abandonar este término y
sustituirlo por el de tendinosis [100, 101]. Esta terminologia enmarcaria un cuadro
clinico del tendén donde se destaca un proceso degenerativo con cambios estructurales
irreversibles en este tejido. No obstante, la definicion de tendinosis también fue
sometida a discusion por distintos autores [95, 97, 99, 101, 102, 102], al no considerar
que dicho término fuera la nomenclatura dptima para definir las lesiones tendinosas.
Algunos investigadores insisten en la necesidad de usar una terminologia que refleje el
proceso fisiopatologico que subyace a esta patologia, bien tendinitis con inflamacion o
tendinosis con degeneracion, pero no siempre se puede excluir de forma absoluta en la
clinica uno de estos 2 procesos, ya que, en ocasiones, coexisten en algunas fases de la
patogénesis [98, 103]. Finalmente, en la actualidad se ha optado por un nuevo término
que defina este tipo de lesiones, la tendinopatia, descriptor general de los desérdenes
que se producen en el tenddn y que cursan principalmente con dolor y pérdida de

funcionalidad [1, 27, 104].

Por otra parte, teniendo en cuenta esta terminologia actual, desde el punto de

vista clinico es conocido que hay una notable mayor prevalencia de las lesiones
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tendinosas provocadas por un sobreuso o sobrecarga, denominadas tendinopatias por
sobreuso (tendinopathy overuse) [27]. Este tipo de patologia tiene una gran
trascendencia clinica ya que, dentro de los trastornos musculoesqueléticos, supone una
de las principales razones de consulta médica, en torno a un 15-30% en el ambito laboral
y llegando a superar el 50% en el ambito deportivo [3, 105-107]. Su tratamiento
constituye un verdadero desafio clinico, describiéndolo algunos autores como uno de

los mayores problemas en la medicina deportiva [108].

Estas tendinopatias por sobreuso son el objetivo de estudio de esta tesis
doctoral. Cursan con cambios en la estructura del tenddn que afectan negativamente a
su capacidad de carga y tolerancia. Se presentan tanto en la extremidad inferior como
en la superior, causando dolor y pérdida de funcionalidad. Las mas frecuentes son en el
miembro inferior, en el tendon de Aquiles y en el rotuliano; no obstante, también se
producen en otras regiones como en el pubis (aductores), hombros (manguito rotador),
codo (musculatura extensora) y cadera (gluteos) [3]. Su diagnostico se hace
principalmente por la anamnesis y la exploracion clinica del paciente. También puede
complementarse con técnicas de imagen, como la ecografia musculoesquelética y/o la
resonancia magnética nuclear (RMN), siendo la ecografia la técnica mas especificay por
ello masindicada en el diagndstico de esta patologia [1]. Como se muestra en la Figura
11, en la visualizacion de las imagenes de tenddn con tendinopatia por sobreuso
obtenidas mediante ecografia, se observa una zona hipoecogénica que se corresponde
con alteraciones en las fibras de colageno y areas de degeneracion mucoide [109-111].
Por su parte, en imagenes obtenidas mediante la RMN, la degeneracion se manifestara

en secuencias potenciadas en T2 con areas donde la sefial esté incrementada [110, 112,

113].

Figura 11. (A) Imagen ecogrdfica de tendon normal. (B) Imagen ecogrdfica de un tenddn con
tendinopatia. (C) Imagen mediante RMN de un tendon con tendinopatia.
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El sintoma mas destacado de las tendinopatias por sobreuso es el dolor.
Habitualmente, éste aparece al iniciar la actividad, tras el calentamiento del tenddn
suele desaparecer para reaparecer de nuevo cuando la actividad termina. El examen
fisico muestra en la mayoria de los casos un engrosamiento del tendon objetivable
visual y palpatoriamente [114]. Finalmente, para evaluar el indice de severidad
sintomatica de este tipo de patologias, se usan escalas validadas como, por ejemplo, la
de Victorian Institute of Sport Assessment — Patella (VISA-P) o la Victorian Institute of
Sport Assessment - Achilles (VISA-A), ambas para el miembro inferior [115-117]. Estas
escalas estan basadas en cuestionarios de alta fiabilidad, simples, practicos y de facil
aplicacion, que permiten valorar la capacidad funcional y de practicar deporte. Se
consideran una herramienta Util para valorar la progresidon en la patologia y en el

tratamiento.

3. PROCESOS Y FASES DE REPARACION Y REGENERACION
DEL TENDON

Ante una lesion del tejido blandoy, por extension, de tejido tendinoso, coexisten
dos procesos bioldgicos de curacion: la reparacion y la regeneracion [118]. La
reparacion es la restauracion del tejido, pero sin conservar su arquitectura original ni su
funcion, es decir, se sustituye el tejido lesionado o perdido por otro cicatricial viable,
pero no idéntico, con propiedades fisicas y mecanicas modificadas. Por el contrario, la
regeneracion de un tejido lesionado consiste en la restauracion por un nuevo tejido
morfoldgica y funcionalmente similar, con propiedades y caracteristicas idénticas al
tejido original. Tanto el proceso de reparacion como el de regeneracion se desarrollan
simultaneamente ante cualquier lesidon del tejido blando, aunque no en la misma
proporcion; esto dependera directamente de una serie de factores y de condiciones.
Por ello, conocer e identificar las diferencias de composicion celular y molecular que
existen entre los 2 procesos es primordial, ya que permitira fundamentar mejor una
correcta estrategia terapéutica, la cual debe ir encaminada a alcanzar el mayor
porcentaje posible de regeneracion (tejido nuevo) frente al de reparacion (tejido
cicatricial), entendiendo que asi los resultados estructurales y funcionales seran mucho

mejores.
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En condiciones dptimas, las fases que suceden a una lesion y el propio proceso
reparador son bien conocidos. Factores como la vascularizacion, la edad, la nutricion y
los factores genéticos son claves en el desarrollo de estos procesos [119]. Asi, la
curacion de una lesidn aguda del tejido tendinoso se lleva a cabo en 3 fases
diferenciadas: fase de respuesta inflamatoria, fase de reparacion fibroblastica
(proliferativa) y fase de remodelacion/maduracion [119, 120] (Fig. 12). Aunque estas
fases estan diferenciadas a nivel didactico, realmente son una progresion continua. Se
superponen de tal manera que no se pueden delimitar los puntos de comienzo ni final
de cada una de ellas, se van solapando. Si las 3 fases transcurren coordinadamente con

éxito dan lugar finalmente a un tejido reparado 6ptima y completamente [37, 121, 122].

FASE INFLAMATORIA
. FASE REPARACION FIBROBLASTICA
FASE REMODELACION/MADURACION

H

CELULARIDAD

1 2 3 4 5 4 T B ] 10 11 12
SEMANAS

Figura 12. Representacion grafica en el que se muestra la coexistencia a lo largo
del tiempo de las 3 fases del proceso de cicatrizacion en el tenddn.

3.1. FASE DE RESPUESTA INFLAMATORIA

Una lesion en el tendon (tejido blando) provoca un dano multicelular, una
alteracion del metabolismo basal y una liberacion de biomoléculas que iniciaran entre
multiples procesos, uno inflamatorio. En concreto, la respuesta inmediata inicial es una
respuesta vascular, con una vasoconstriccion capilar que dura de 5 a 10 minutos,
seguida de una vasodilatacion provocada por la liberaciéon de histamina, logrando un

éxtasis venoso e incremento de la permeabilidad de las células endoteliales vasculares.
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A continuacion, comienza la migracion de leucocitos (macrdéfagos y neutroéfilos) por un
fendmeno de quimiotaxis, hacia la zona de la lesion del tendon, para no sélo fagocitar
las sustancias de desecho provocadas directa y/o indirectamente por esta lesion, sino
también para que estas células sinteticen y secreten citoquinas inflamatorias, como la
ciclooxigenasa 2 (COX2), la prostanglandina E2 (PGE-2), interleucinas 6 y 1 beta (IL-6,
IL-1B), y factores de crecimiento, como el factor de crecimiento transformante alfa y
beta (TGF-ay B) y el factor de crecimiento fibroblastico (FGF), éste Ultimo necesario en
la activacion de los fibroblastos [120, 123]. Seguidamente se produce una reaccion
vascular local que implica la formacidn de una barrera plaquetaria y el crecimiento de
tejido fibroso, formandose un coagulo por la conversion de la proteina fibrindgeno en

fibrina, de tal manera que se aisla el area lesional [124].

La totalidad de esta fase inflamatoria, altamente beneficiosa para el tejido
tendinoso lesionado, dura aproximadamente entre 2 y 7 dias, y en ella se produce la
fagocitosis de elementos o sustancias producidas por la lesion, preparando al tejido

lesionado para la regeneracion tisular posterior.
3.2. FASE DE REPARACION FIBROBLASTICA (PROLIFERATIVA)

Esta fase es un proceso de reparacion en el que se lleva a cabo la sintesis de los
distintos componentes de la ECM y una neovascularizacion del tejido tendinoso
lesionado. Comienza unas 24 horas post-lesion, es decir, coexiste temporalmente con
la fase inflamatoria, y suele durar unas 4 semanas. Se caracteriza por la presencia de
diferentes células reparadoras (fibroblastos, fibrocitos, macréfagos y células
endoteliales) procedentes de los tejidos adyacentes (musculo y fascia). Estos tipos
celulares proliferan en este tejido lesionado por la presencia de los distintos tipos de
factores de crecimiento mencionados anteriormente, producidos por las plaquetas y
los macrdfagos de la fase inflamatoria [119, 125]. En esta etapa, sobre el 5° dia post-
lesion, comienza la neovascularizacion capilar por angiogénesis debido a la generacion
de una red vascular nueva y/ o por anastomosis de vasos preexistentes, con el objetivo
de facilitar la llegada de oxigeno y nutrientes a la zona lesionada. En los dias 6° y 7°
post-lesion, los fibroblastos incrementan su actividad metabdlica, inician la expresion

génica y sintesis de varios tipos de colageno, entre ellos, los mas importantes, los
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colagenos tipos | y Ill, y también de los PGs, que van a ser depositados a lo largo de la
lesion de una forma desordenada [126]. Este es el momento clave en el que un estimulo
mecanico optimo favorecerd la alineacidon correcta y remodelacion éptima de las
nuevas proteinas de colageno formado. Finalmente, a medida que aumenta la fuerza
de tension en el tejido, disminuird la presencia de fibroblastos, lo que indicara el inicio

de la fase de maduracion [37, 121, 126].
3.3. FASE DE REMODELACION/MADURACION

En esta fase se va a constituir y madurar el tejido cicatricial a partir de la
reorganizacion o remodelacidn de las fibras de colageno. Se inicia coexistiendo con la
fase anterior, de reparacion fibroblastica, a las 3 semanas post-lesion y puede durar
hasta los 2 afos. En esta fase se ira disminuyendo progresivamente el nUmero de
macrofagos, fibroblastos y nuevos capilares presentes en la zona del tejido lesionado
[119, 125]. Las fibras de colageno tipo Ill son reemplazadas por fibras que contienen
colageno tipo |, adquiriendo una disposicion mas ordenada en la estructura global del
tenddn, en paralelo, siguiendo los vectores de fuerza de traccidon y aumentando sus
enlaces cruzados a medida que avanza esta fase. Alrededor de las 8 semanas post-
lesion se habrd formado una cicatriz, restaurandose la funcion primaria del tejido
blando lesionado, pero en el caso concreto del tenddn, varios estudios demuestran que
hasta el afo este tejido no adquiere la misma fuerza y resistencia a la traccion que la
que tenia previa a la lesion [37, 127]. Esta fase se puede subdividir en 2 etapas, una
primera etapa, la fase de remodelacion, que comprende las 8 primeras semanas post-
lesion y, una segunda etapa, mucho mas larga, que puede durar meses o incluso varios

anos, que constituiria la fase de maduracion [128].

En conclusion, el proceso completo de reparacion y regeneracion de un tendon
tendria que completarse tras una lesion aguda de este tipo de tejido. Sin embargo, en
el caso de las tendinopatias por sobreuso, las fases de reparacion y regeneracion no se
cumplen con éxito, no conociéndose la causa. Por lo tanto, las investigaciones en torno

a este tema estan en continuo estudio.

29



Introduccion

4. PATOGENESIS DE LAS TENDINOPATIAS

Se conocen algunos aspectos sobre la etiologia, histopatologia y clinica de las
tendinopatias por sobreuso, pero, en algunos casos, la falta de éxito en su tratamiento
evidencia que el conocimiento sobre estas patologias es todavia insuficiente. Por
consiguiente, un mejor entendimiento de la causa y consecuentes procesos bioldgicos
que tienen lugar en el tendon con tendinopatia a distintos niveles, molecular,
bioquimico e histoldgico, resulta necesario, con el fin de lograr un mayor éxito de
curacion mediante tratamientos mas efectivos. Sequidamente se detallan las hipotesis

que se barajan actualmente sobre la etiopatogenia y fisiopatologia de esta patologia.
4.1. ETIOLOGIA

En la actualidad 2 teorias, hipotesis o modelos se han descrito para explicar la
etiologia de las tendinopatias por sobreuso. La primera de ellas se fundamenta en una
causa extrinseca, de origen mecanico, atribuyendo el origen de la patologia a un
desorden en las fuerzas soportadas por el tendon, y denominada por tanto hipotesis
basada en la sobrecarga mecanica [2, 12, 95, 100]. La segunda, basada en la
respuesta de cicatrizacion, se decanta por una causa intrinseca, fisiopatoldgica,
considerando que el origen esta en un fallo en el proceso de reparacion del tejido

tendinoso [129, 130].
4.1.1. HIPOTESIS BASADA EN LA SOBRECARGA MECANICA

Es conocido que la tensidn, la carga, es necesaria para mantener la funcion y el
fenotipo normal del principal tipo celular del tenddn, el tenocito. Estudios sobre el
metabolismo del colageno, realizados en humanos por medio de técnicas de
microdialisis, han demostrado que cuando el tenddn sufre una fuerza de tension, si es
bien tolerada, se desencadenan en los tenocitos 2 procesos a la vez, la sintesis y la
degradacion de las proteinas fibrilares [83, 85]. Como se muestra en la Figura 13, en el
tenddn, desde que se inicia la carga hasta las primeras 36-48 horas, hay una mayor
degradacion de las proteinas de colageno en comparacion con la sintesis de estas

mismas proteinas (balance negativo); sin embargo, a partir de las 72 horas, y
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manteniéndose a tiempos mayores, el proceso se invierte, pasando a un mayor

predominio de la sintesis de colageno respecto a su degradacion (balance positivo) [83,
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Figura 13. Representacion esquematica de la sintesis y la degradacion de coldgeno.

Tomado de Magnusson [131].

Por tanto, cuando el tendon es solicitado con cargas de trabajo a niveles
optimos, cargas con un determinado umbral para las que esta preparado y puede
soportar, el proceso de degradacidn y regeneracion esta equilibrado. Por el contrario,
si se sobrepasa el umbral fisioldgico individual con esfuerzos submaximos repetitivos
sin tiempo de recuperacion, o en una sobrecarga sobre un tenddn con debilidad
muscular o con deterioro viscoelastico, este equilibrio se alterara, pasando a un balance
negativo (con un mayor protagonismo de la degradacion de colageno), lo que

provocara microlesiones intratendinosas [83, 85, 131].

Varias observaciones epidemioldgicas publicadas indican que el factor inicial
desencadenante de las tendinopatias es este sobreuso excesivo del tendon, esta
sobrecarga. Consideran que la causa esta en el factor mecanico de sobresolicitacion,
agravado en ocasiones, si, por su localizacidon anatomica, el tenddn también sufre
compresion, por ejemplo, como es el caso del tendon supraespinoso [2, 12, 95, 100,

132]. Esta teoria justificaria que los tendones que estan expuestos a grandes demandas
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mecanicas son lo que se lesionan con mas frecuencia, como, por ejemplo, el tendon
rotuliano, el tendon de Aquiles y el tendon del supraespinoso. Asimismo, esta hipotesis
estaria avalada indirectamente por el hecho de existir un mayor indice de tendinopatias
en deportistas y personas mas activas que estan involucradas en actividades especificas
repetitivas que producen sobreestrés al tendon [133]. Sin embargo, también se han
reportado tendinopatias en tendon de Aquiles en sujetos sedentarios, por lo que, en
estos casos, esta teoria del sobreuso por si sola no podria explicar la etiologia de estas

lesiones [134].

4.1.2. HIPOTESIS BASADA EN LA RESPUESTA DE CICATRIZACION

Esta hipotesis se basa en que el origen del desarrollo de las tendinopatias podria
estar en errores en los procesos (y fases) de reparacion y regeneracion que se deben
producir tras una lesion tendinosa. En este caso, se postula que, tras producirse este
tipo de lesion, si se dan a su vez una serie de factores adversos (ver a continuacion),
éstos puedan provocar que no tenga lugar con éxito alguna/s de las 3 fases de
cicatrizacion (fase de respuesta inflamatoria, de reparacion fibroblastica y de

remodelacion/maduracion), lo que conllevaria la no curacion del tenddn lesionado.

Actualmente las 2 teorias mas aceptadas que avalarian esta hipotesis son: la
Teoria del iceberg, propuesta por Abate y cols. (2009) [130] y la Teoria de la curacion
fallida, postulada por Fu y cols. (2002) [55] (Fig. 14). Ambas teorias defienden que, en
la primera de las 3 fases de curacion del tenddn, la fase inflamatoria, si se dan a su vez
una serie de elementos, como entornos mecanicos adversos (mantenimiento de la
sobrecarga o falta de tiempo de recuperacion entre solicitaciones), entornos
bioquimicos nocivos (estrés oxidativo, farmacos tipo antinflamatorio no esteroideo -
AINEs- y corticoides) o una falta de flujo sanguineo adecuada, se produciria una
curacion no solo insuficiente, sino también incorrecta. Es decir, los mecanismos de
curacion fallarian y comenzaria la primera fase de desarrollo de una tendinopatia [55,

130].
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Figura 14. Teoria de la "Curacidn Fallida” de Fu y cols. (2002) [55].

Como conclusidn a este apartado sobre la etiologia de las tendinopatias por
sobreuso, parece que no se puede hablar de un factor Unico como el causante de este
tipo de patologias. Las 2 hipotesis descritas, tanto la basada en la sobrecarga mecanica
como la que responderia a una alteracion en la cicatrizacion, no son excluyentes una de
otra, de hecho, hay publicaciones que sugieren que ambas parecen complementarse,

postulandose una etiologia multicausal [135].
4.2. FACTORES DE RIESGO

Partiendo de la posible etiologia multicausal, en la literatura hay descritos una
serie de factores de riesgo que, asociados a esta etiologia, predisponen a algunos
individuos a desarrollar una tendinopatia con mas probabilidad que otros. Se pueden
dividir estos factores de riesgo en: intrinsecos o predisponentes y extrinsecos o

determinantes (Fig. 15).
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Figura 15. Factores de riesgo de las tendinopatias.

4.2.1. FACTORES DE RIESGO INTRINSECOS

Son factores que dependen directamente de las caracteristicas individuales de
cada sujeto. Incrementan la predisposicion a desarrollar una tendinopatia
determinadas caracteristicas antropomeétricas, genéticas o el padecimiento de

determinadas enfermedades sistémicas.

En el caso de las caracteristicas antropométricas, una mayor predisposicion a
padecer una tendinopatia por sobreuso puede ser debido a desalineaciones
biomecanicas, una disminucion de la flexibilidad muscular, padecer obesidad y a una

mayor edad.

Las alteraciones biomecanicas, como una torsion tibial lateral, pie cavo, varo de
calcaneo y/o dismetria de miembros inferiores, son determinantes en la aparicion de
este tipo de patologias en el caso del miembro inferior [136, 137]. Estas variaciones
biomecanicas son habitualmente de origen genético, sugiriendo la posibilidad de que

determinados factores genéticos predispongan a esta lesion tendinosa.
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Por su parte, la falta de flexibilidad muscular es una fuente contrastada de causa
de numerosas lesiones, tanto a nivel muscular como tendinoso, debido a la merma que
se produce en la capacidad de absorcion de las tensiones. Asi lo revelaron Witvrouw y
cols. (2001) [138] en un estudio en el que los pacientes que desarrollaron una
tendinopatia rotuliana presentaban una menor flexibilidad muscular en cuadriceps,

isquiotibiales y gemelos en comparacidn al grupo control de pacientes no patoldgicos.

En cuanto a la relacion con la obesidad, varios autores han establecido una
relacion directa entre la composicion corporal y las tendinopatias, a mayor grasa

corporal, existe un mayor riesgo de padecerlas [139-144].

Finalmente, la edad es considerado un factor directamente relacionado con las
tendinopatias. Un claro ejemplo es que, a partir de la tercera década de la vida, hay un
mayor riesgo de sufrir este tipo de patologias. Este factor es tan determinante que,
incluso algunos autores, otorgan mas importancia a la edad que a la sobrecarga
mecanica en la etiologia de estas lesiones [71, 97]. Este hecho puede ser debido a que
las células que componen el tenddn, como las de cualquier otro tejido, envejecen de
forma progresiva, produciendo en este tejido una rigidez y un descenso del aporte
sanguineo que le llega, disminuyendo con ello, a su vez, de forma gradual, su capacidad

para soportar las cargas.

Respecto a los factores genéticos que predisponen a desarrollar una
tendinopatia, por ejemplo, estan descritos en humanos polimorfismos (variaciones
naturales en un gen, en su secuencia de ADN) de algunos genes como COL5A1, el gen
codificante de la proteina tenascina-C (TN-C) [145-147], el TIMP2 y ADAMTS14 [148].
Por otra parte, también se ha postulado que un componente génico pudiera estar
involucrado con un mayor riesgo de padecer una ruptura del tendon de Aquiles
contralateral en sujetos con rotura previa (mayor predisposicion en personas con grupo
sanguineo O y niveles altos de colesterol) [134]; ademas, hermanos de pacientes con
rotura de espesor completa del manguito rotador tienen el doble de probabilidad de

sufrir también un desgarro en estos mismos tendones [149].

Finalmente, las enfermedades sistémicas como la diabetes, especialmente la
tipo Il, la artritis reumatoide, metabolopatias como la hipercolesterolemia y la
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hiperuricemia, y algunas enfermedades que afectan al colageno como el Sindrome de
Marfan (enfermedad hereditaria autosomica dominante, asociada a una alteracion del
gen FBN1, codificante de la proteinafibrilina, esencial en la formacion de fibras elasticas
del tejido conectivo) y el Sindrome de Ehlers-Danlos (enfermedad rara provocada por
un defecto en la sintesis de colageno), se han asociado a estas lesiones al presentar

estos pacientes una mayor incidencia de tendinopatias [18-22, 150].
4.2.2. FACTORES DE RIESGO EXTRINSECOS

Son factores que afectan al paciente, pero no dependen directamente del
organismo del sujeto, como son los errores en la ejecucion del entrenamiento, en
cuanto a la carga, volumen y frecuencia, la propia superficie de entrenamiento, la

correcta nutricion e hidrataciono el uso de determinados medicamentos.

Numerosos autores atribuyen a una mala planificacion o ejecucion del
entrenamiento el 60% de las tendinopatias por sobreuso en el ambito deportivo [2].
Asi, se ha descrito que existe una relacidn directa entre el incremento del tiempo de
entrenamiento, la distancia recorrida, el nUmero de repeticiones del entreno, el
incremento de la velocidad de las carreras, el tiempo de reposo y/o una recuperacion
insuficiente entre entrenos, con un mayor riesgo de desarrollar una tendinopatia. Si no
se atienden correctamente unos criterios de aumento progresivo en la solicitacion
tendinosa, respetando el tiempo necesario para la recuperacion en la sintesis del
colageno, no hay adaptacion. Las propiedades viscoelasticas del tendon se alteran,
produciéndose una disminucion de la capacidad tendinosa para absorber impactos [86,

87, 151].

En cuanto al tipo de superficie de entrenamiento, éste juega un papel
fundamental en la posibilidad de producirse una tendinopatia dada su capacidad para
absorber el impacto del pie contra el suelo. Resulta muy significativo un estudio de
Fernandez-Palazzi y cols. (1990) [152] en el que analizaron la incidencia de las
tendinopatias en las bailarinas, en concreto, en el tendén de Aquiles. Estos autores
observaron que, en el 4% de los casos en el que las bailarinas sufrian tendinopatia la

superficie de trabajo era de madera, en un 23% la superficie era sintética, y en un 45%
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la superficie era de cemento, superficies clasificadas como de mayor a menor capacidad

de absorcion, respectivamente.

Por otra parte, una adecuada nutricion, en concreto, de aporte de proteinas,
carbohidratos, vitaminas y minerales (hierro, magnesio, cobre y zinc) es totalmente
necesaria para una correcta sintesis de la ECM, fundamentalmente de uno de sus
componentes principales, el colageno. Ademas, una correcta hidratacion, aporte de
agua, también es basica para mantener las propiedades mecanicas viscoelasticas del

tejido tendinoso [153, 154].

Finalmente, es conocido que el uso de algunos medicamentos, como las
quinolonas (antibioticos de amplio espectro), los corticoesteroides (antiinflamatorios e
inmunosupresores) y los AINEs, se han relacionado con un mayor porcentaje de
rupturas de la estructura tendinosa [155-157]. El uso continuado de este tipo de
farmacos favorece la degradacion de las fibras de colageno del tendodn,
predisponiéndolo a sufrir una rotura [158-161]. Sin embargo, en el caso de los AINEs, su
prescripcion y uso clinico es relativamente frecuente en las tendinopatias, a pesar del

hecho de no estar aln demostrado su beneficio clinico [162, 163].
4.3. FISIOPATOLOGIA DE LA TENDINOPATIA

En la actualidad se han propuesto 2 modelos o teorias que pueden explicar la
fisiopatologia de la tendinopatia, el modelo propuesto por Xu y cols. (2008) [4], basado
en una relacion directa entre la sobrecarga y una alteracion del metabolismo del
tendon, y el postulado por Cook y cols. [103, 164] denominado Modelo Continuum, que

describe la tendinopatia como un proceso continuo bidireccional.

4.3.1. MODELO QUE RELACIONA LA SOBRECARGA Y UNA ALTERACION
METABOLICA

Xu y cols. (2008) [4] propusieron una primera aproximacion del proceso
fisiopatoldgico que tiene lugar en estas lesiones basandose en una relacion directa
entre la sobrecarga y una alteracion del metabolismo del tenddn. De esta forma se

explica que, cuando se somete a un tenddn a una sobrecarga, se produce la ruptura o el
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rasgado de algunas fibras de coldgeno de forma paralela y simultanea a un aumento en
la proliferacion de fibroblastos y en la sintesis de los diversos componentes de la ECM.
Si son sobrecargas mantenidas y repetidas durante largos periodos de tiempo, con un
periodo minimo de descanso entre las mismas, se produce un fallo funcional de
adaptacion a la carga, acelerandose el ritmo de degradacion tisular, alterandose el
metabolismo de los tenocitos, que pasara de ser aerdbico a anaerodbico, y
produciéndose un incremento de los procesos apoptoéticos [165, 166]. Dado que la
integridad morfoldgica y funcional celular es necesaria para el mantenimiento del
tejido conectivo, este conjunto de alteraciones influye directa y negativamente en la
sintesis de los distintos componentes que integran la ECM, desregulandose el equilibrio
de la sintesis y degradacion de los distintos tipos de colageno, MMPs y TIMPs [4, 4, 27,
27, 55, 56, 167, 167, 168].

En el caso de las proteinas de colageno, la alteracion a la adaptacion de la carga
produce en el conjunto del tenddn una mayor cantidad del colageno tipo Il en vez del
tipo I, que es lo mas habitual en condiciones dptimas, provocando una disposicion de
las fibras de colageno desorganizada y al azar [4, 27, 167]. Dichas fibras se presentan
envueltas en una sustancia mixoide (sustancia semisdlida en estado gel compuesta por
la degradacion de las células y los productos de desecho), lo que disminuye y altera el
correcto deslizamiento de las fibrillas, produciendo en el tejido tendinoso zonas con
microdesgarros y signos de degeneracion hialina (cuando las fibras conjuntivas se

vuelven de aspecto vidrioso y refringentes al microscopio) [169].

Por su parte, el desequilibrio entre sintesis y degradacion de las MMPs y la de
sus inhibidores (TIMPs) favorece una mayor degradacion de la ECM, con los
consiguientes cambios que se producen en las propiedades estructurales vy
viscoelasticas del tendon. En concreto, niveles elevados de MMP-2 y -g, enzimas que
degradan los colagenos de la red, pueden ser los responsables de la morfologia alterada
de los fibroblastos y la inhibicidn en la regeneracion del tendon. David y cols. (2013) [52]
propusieron especificamente que la degradacion mediada por MMP-g de la red de
colagenos perjudica la capacidad de los fibroblastos para detectar adecuadamente las

fuerzas que se transmiten a través de la ECM, interrumpiendo su potencial para
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responder a la carga mecanica, conduciendo al fallo de los fibroblastos para reparar los

sitios de lesion.

En las tendinopatias también se ha detectado un incremento de los niveles de
expresion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEFG: Vascular Endothelial
Growth Factor) implicado en la formacion de nuevos vasos sanguineos
(neovascularizacion). Este hecho redundaria en un incremento del aporte de oxigenoy
nutrientes a las células que componen el tenddn patoldgico [4, 170]. Pero, en el caso de
las tendinopatias, estos nuevos vasos presentan un endurecimiento en su lamina basal,
llegando incluso a obturarlos, de tal forma que, aunque existe hipervascularizacion, los
neovasos que aparecen no son funcionales [44, 171-173]. Esta neoangiogénesis conlleva
también una neoinervacion del tendon, caracterizada por la presencia de factores de
crecimiento nervioso (NGF, nerve growth factor) y neurotransmisores como el
glutamato, la sustancia P (SP) y el péptido relacionado con el gen de la calcitonina
(CGRP: calcitonin gene-related peptide), implicados a diferentes niveles en el
procesamiento del dolor [171, 174, 175]. A su vez, los neuropéptidos SP y CGRP, inducen
un aumento de la vasodilatacion y una desregulacion de la sintesis proteica de
fibroblastos, lo que repercute, una vez mas, en las propiedades 6ptimas de la ECM,
contribuyendo al deterioro de la estructura del tenddn y de sus propiedades
viscoelasticas [4, 172, 176]. Resultados obtenidos con tendones in vivo utilizando la
técnica de Doppler energia o Power Doppler (una técnica de imagen no invasiva
mediante ultrasonidos que permite la deteccion de flujos sanguineos lentos y débiles),
han objetivado la proliferacion de nuevos vasos en el espesor de algunos tendones con
degeneracion [177-179]. Es de destacar el hecho de que la neovascularizacidn estd mas
presente en pacientes con sintomatologia dolorosa, probablemente debido a su mayor

relacion con la neoinervacion.

Desde el punto de vista macroscopico, si un tendon sano es blanco, brillante y
con una estructura fibroelastica firme, un tendén con tendinopatia presenta un aspecto

edematoso, mucoide, fragil, engrosado y de color grisaceo [4, 22, 94].

Como resumen, el 9o% de las muestras de biopsia tomadas en humanos con

tendinopatias por sobreesfuerzo muestran las siguientes caracteristicas [180]:
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e Alteracion deltamanoy forma de las mitocondrias y del nucleo de los tenocitos,
con presencia de vacuolas lipidicas en el citoplasma.

e Desorganizacion de las fibras de colageno con una orientacion incorrecta en la
direccion de las lineas de tension, con rotura de los enlaces cruzados y
predominio del colageno tipo lll frente al colageno tipo I.

e Necrosis focal y microcalcificaciones en la UOT.

e Degeneracion mixoide, fibrinoide (caracterizada por la desorganizacion de las
proteinas tisulares que se homogeneizan tomando un aspecto similar al de los
depdsitos de fibrina) y lipoide del cuerpo del tenddn con adherencias irregulares
en la cara profunda del paratendon y acumulo de grasa peritendinosa.

e Presencia de hipervascularidad por hiperplasia vascular.

e Liberacion de neurotransmisores nociceptivos como el glutamato, la SP y el

CGRP.

Todos estos cambios histologicos y bioquimicos descritos han sido denominados de
forma global “hiperplasia angiofibroblastica” [169], y comprenden cambios

degenerativos e irreversibles en la estructura tendinosa (Fig. 16).
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Figura 16. Cambios histopatoldgicos detectados en un tendon con
tendinopatia (lado derecho de la imagen) en comparacion con un tendon
no patoldgico (lado izquierdo de la imagen).
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4.3.2. MODELO CONTINUUM

En el afio 2009, a raiz de nuevos hallazgos histologicos en muestras de tejidos
con tendinopatias, Cook y Purdam [103] presentaron su teoria sobre la evolucion
fisiopatoldgica que tiene lugar en esta patologia, describiendo un modelo que
denominaron el Modelo Continuum, posteriormente, corregido y ampliado por estos

mismos autores en el 2016 [164].

Este modelo, actualmente mas aceptado por toda la comunidad cientifica que
el anterior, describe la tendinopatia como un proceso continuo bidireccional y sugiere,
a partir del analisis de los resultados obtenidos con estudios clinicos transversales [181,
182] y los hallazgos histopatologicos mostrados en modelos animales con
tendinopatias inducidas [44, 183], la existencia de 3 fases, etapas o progresiones:
tendinopatia reactiva, tendén desestructurado y tendinopatia degenerativa (Fig.
17). Consideran que es un proceso continuo, pero destacan la capacidad de reversion

de algunas fases.
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Figura 17. Modelo Continuum y su imagen en UTC. Tomado de Cook y Purdam [103].
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4.3.2.1. Fase 1: Tendinopatia reactiva.

Cuando el tendon sano recibe una sobrecarga, se desencadena una reaccion
adaptativa, una respuesta hiperactiva con proliferacion celular no predominantemente
inflamatoria. A nivel microscopico se objetiva un aumento exponencial del numero de
células tendinosas, que se redondean, y el indice metabdlico de los PGs de mayor peso
molecular, como el agrecan, crece significativamente [184, 185]. Este PG, al igual que
otros, es altamente hidrdfilo, atrae las moléculas de agua, lo que provoca un aumento
de volumen de la ECM, disminuyendo el estrés del tendon al aumentar su superficie
para soportar cargas. En esta fase sdlo se refieren cambios celulares, el colageno

mantiene su integridad y no hay ningun cambio en las estructuras neurovasculares [44].

Esta respuesta adaptativa a corto plazo, demostrada en modelos in vitro por
Cook y Purdam (2007) [183], da nombre a esta fase, denominada tendinopatia
reactiva. Acontece en sobrecargas agudas, definidas como sobrecargas
suprafisiologicas puntuales, y se produce ante un aumento repentino de solicitaciones
en un tendon poco acostumbrado a esta actividad, en un deportista desentrenado que

comienza a entrenar después de un periodo de lesion, o tras un traumatismo directo.

A nivel macroscdpico, las pruebas de imagen de la tendinopatia reactiva
muestran un tendon con un patrén fusiforme y un leve incremento de su diametro,
observandose, excepcionalmente mediante ecografia algunas zonas hipoecoicas
(areas mas oscuras que el tejido circundante debido a una baja ecogenicidad) entre
areas de colageno intactas, y minimos o nulos aumentos de sefial en imagen mediante
RMN [110, 182, 186, 187]. Por Ultimo, una nueva técnica ecografica, la UTC (Ultrasound
Tissue Characterization), una prueba que evalUa la estructura del tenddén en 3
dimensiones y cuantifica la organizacion del tenddn mediante el analisis de la
estabilidad del brillo de los pixeles [188, 189], ha objetivado que esta etapa de
tendinopatia reactiva es totalmente reversible con un tratamiento adecuado. El tenddn
tiene el potencial de volver a su estado dptimo si la sobrecarga se reduce lo suficiente,
o si entre sesiones de entrenamiento o trabajo trascurre el tiempo necesario para

recuperarse.
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Este tipo de tendinopatia, definida con el nombre de esta fase, se presenta

principalmente en pacientes jovenes [103].
4.3.2.2. Fase 2. Tendon desestructurado / degeneracion tendinosa.

En esta fase se produce un intento de cicatrizacion del tenddn, similar a la
anterior fase, la tendinopatia reactiva, pero aqui ya esta presente una descomposicion
y desorganizacion de la ECM, es decir, se evidencia una degeneracion del tendon. En
concreto, en esta etapa se produce un aumento generalizado del nUmero de células en
la ECMy del contenido de PGs, pero principalmente se caracteriza porque se empiezan
a detectar algunos cambios que afectan a la estructura de fibras de colageno, como la
separacion y fragmentacion de sus fibras. Al mismo tiempo, en la estructura tendinosa

pueden coexistir tanto un incremento de la vascularizacion como de la inervacion [4,

103].

Clinicamente, esta fase es dificil de distinguir de la anterior, ya que,
generalmente, el tendon desestructurado es asintomatico, no presenta dolor, por lo
que no suele verse en la practica clinica ya que el paciente no acude a consulta. A pesar
de ello, las pruebas de imagen si pueden objetivar la patologia. Asi, en ecografia,
aparecen cambios en la sefial que reflejan la desestructuracion de la ECM, con
discontinuidad de los fasciculos de colageno y pequeias areas delimitadas hipoecoicas;
mediante Power Doppler también se hace evidente la neovascularizacion; y mediante
imagenes obtenidas de la RMN, el tenddn aparece engrosado, aunque no se detecta un

incremento de su senal [182, 186].

Esta fase que muestra un tenddn desestructurado es frecuente en pacientes de
un mayor espectro de edad, siendo aun los jovenes y los deportistas, sobre todo con
historia de sobrecarga cronica, los que habitualmente presentan mas esta fase de la
patologia. Al igual que puede suceder con la etapa anterior, ésta también tiene
capacidad de reversidn si hay una correcta gestion de la carga y del ejercicio para

estimular la estructura de la ECM [103].
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4.3.2.3. Fase 3. Tendinopatia degenerativa.

En esta fase, practicamente irreversible en cuanto a su recuperacion, en el
tenddn se puede observar un entramado de células muertas por apoptosis, areas con
gran desorganizacion de la ECM, y zonas de neovascularizacion llenas de nuevos vasos

sanguineos, posiblemente afuncionales [4, 165].

Las imagenes obtenidas por ecografia muestran tendones engrosados con
signos degenerativos, con regiones hipoecoicas y fasciculos de coldageno muy
desorganizados sin un patrdn fibrilar continuo [186]. Por otra parte, empleando la
técnica Power Doppler, en los tendones se puede visualizar un elevado numero de vasos
sanguineos, mientras que, en las imagenes obtenidas de la RMN se puede apreciar un
engrosamiento muy marcado del tendon y un aumento de la sefial intratendinosa [172].
Se ha sugerido que este engrosamiento seria una adaptacion positiva de la zona no
patolodgica (sana) del tendon para, de este modo, poder asi mantener la capacidad de
aguante de las cargas tensiles, debido a que, logrando este aumento de tamario, podria
compensarse el area de desorganizacidn fibrilar [103, 164]. Se hipotetiza que el
paciente con tendinopatia puramente degenerativa no presenta clinica hasta que es
sometido a un nuevo cuadro de sobrecarga suprafisioldgica puntual o a una sobrecarga
mantenida en el tiempo que lo desestabiliza, desencadenando en ese momento un
cuadro de reactividad sobre el tendén degenerado. En realidad, la deteccion de este
“nuevo cuadro” seria realmente la fase de una tendinopatia reactiva de las fibras sanas
compensatorias, momento en el que el paciente comienza con clinica de dolor y, muy

posiblemente, realiza la consulta médica [103, 164].

Desde el punto de vista clinico, esta fase se observa mas en pacientes de edad
madura, aunque también se puede detectar en jovenes con una sobrecarga cronica del
tendodn llevada a un extremo con el paso del tiempo. Como se menciond anteriormente,
las tendinopatias en esta fase se presentan con una capacidad casi nula de revertirse,
dado que los cambios estructurales producidos, fundamentalmente los procesos de

muerte celular como la apoptosis, son irreversibles [103, 164].

Para finalizar lo relativo a este modelo Continuum, cabe destacar el hecho de
que sus autores, Cook y Purdam [164], son firmes defensores de que un determinado
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tendon podria presentar caracteristicas de los 3 tipos de fases al mismo tiempo, e
insisten en la importancia de considerar que determinados factores individuales
externos al tenddn, algunos ya mencionados, como la edad, la genética, el sexo, y la
composicion corporal, pero sobre todo el control de la carga, pueden alterar la
progresion, o la regresion, de esta patologia. Es razonable pensar que un mayor
conocimiento del impacto de todos estos factores podria repercutir en una mejora de
su tratamiento y permitir también una mejor asistencia a los pacientes de riesgo

(medicina preventiva).

Como conclusion, se podria considerar que este modelo no difiere demasiado
del que clasificaba a las tendinopatias como tendinosis [100, 101], o del modelo que
relaciona la sobrecarga y una alteracion metabdlica, definido por Nirchs como
“hiperplasia angiofibroblastica” [169]. Ambos caracterizan la fisiopatologia de las
tendinopatias como un tejido degenerado con cicatrizacion fallida. Sin embargo, la
diferencia recae en que Cook y Purdam no se refieren a términos que sugieren una
patologia irreparable, no describen un modelo que pasa directamente de un tendén
sano a un tenddn con fase degenerativa directamente. Describen un modelo de
tendinopatia con capacidad de reversion entre las distintas fases, con una evolucion en
el tiempo, de ahi el término Continuum, en el que anadir o quitar carga serd el estimulo
que hara que se avance o retroceda de fase, especialmente en las 2 primeras fases, que

presentan mayor capacidad de cambio [164].
4.4. SINTOMATOLOGIA

En las tendinopatias por sobreuso, los principales sintomas referidos por los
pacientes son dolor y pérdida de funcionalidad. En concreto, describen un dolor local,
sin irradiacion y limitado en extension exclusivamente a la zona degenerada. Ademas,
este sintoma no es continuo, sino vinculado temporalmente a la carga; aparece al iniciar
la actividad y, tras el calentamiento suele desaparecer, para reaparecer de nuevo

cuando el episodio de sobrecarga mecanica finaliza [103, 175].

A pesar de lo anteriormente expuesto en relacion con el dolor, es importante

sefialar que no hay una relacion directa entre este sintoma y las tendinopatias por
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sobreuso, ya que se han descrito numerosas roturas tendinosas en estructuras
aparentemente asintomaticas [190-192]. El momento de la percepcion de dolor por
parte del paciente podria ser considerado la punta del iceberg, ya que, en ocasiones,
cuando se manifiesta este sintoma, ya estaba presente con anterioridad el proceso

fisiopatoldgico, incluso ya en su fase final, del proceso degenerativo [130].

Conociéndose el hecho de que sdlo las estructuras inervadas pueden ser fuente
de nocicepcion y, por tanto, responsables como tales de la experiencia dolorosa del
paciente, en el caso de las tendinopatias es inevitable cuestionarse qué estructura o
estructuras son las causantes del dolor, donde estd su origen. Como se indicara a
continuacion, se han descrito 2 posibles modelos (mecanico y bioquimico) que
hipotetizan la etiologia de este dolor. Estos postulados han sido desarrollados a pesar
de que los mecanismos moleculares y bioldgicos que subyacen en el dolor crénico
tendinoso no son del todo conocidos. Desde un punto de vista clinico, conocer en
profundidad estos mecanismos seria fundamental, para asi lograr una mayor

efectividad en la eleccion de los tratamientos indicados par aliviar este sintoma.

Tradicionalmente se aceptaba que existia una relacion directa entre sobreuso
del tendon, inflamacion y dolor [193], pero actualmente, la teoria que incluia el proceso
inflamatorio esta descartada. Los resultados obtenidos en modelos animales [194-
196], confirmados posteriormente en ensayos clinicos [44, 100, 169, 197], concluyeron
en excluir protagonismo al componente inflamatorio en la génesis del dolor de las
tendinopatias. Aunque inicialmente pueda existir en este tipo de lesiones un periodo
inflamatorio, de unos pocos dias de duracion (con presencia de citoquinas, interleucinas
y factores de crecimiento), los sintomas dolorosos que estan presentes durante mas de
tres semanas deben tener su origen en un mecanismo no inflamatorio [198].
Descartado entonces este paradigma, quedan 2 posibles modelos que podrian explicar

el origen del dolor en esta patologia: el mecanico y el bioquimico.
4.4.1. MODELO MECANICO

Una primera hipotesis que se ajusta a este modelo defiende la relacion entre las
alteraciones mecanicas del tendon, alteraciones de su estructura, y el sintoma
doloroso. De este modo, se atribuye el origen del dolor a la propia lesion tisular del
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colageno, a la separacion o fragmentacion de sus fibras, que debido a las sobrecargas
mecanicas que soporta el tendon, éstas degeneran. Sin embargo, en la experiencia
clinica se ha observado en numerosas ocasiones que pacientes con tendones con signos
de degeneracion, objetivados ecograficamente, refieren no tener clinica dolorosa ni
haberlo tenido antes [44, 95, 99, 107, 181, 186, 191, 199]. Por lo tanto, esta teoria
ajustada a este modelo mecanico no podria dar respuesta ni justificacion a lo detectado

en todos los casos de tendinopatias por sobreuso.

Una segunda hipdtesis perteneciente a este modelo mecénico se fundamenta
en que el origen del dolor no esta en la propia rotura del colageno, sino en la sobrecarga
mecanica a la que se someten el resto de las fibras no patoldgicas (sanas) de colageno
contiguas a las fibras fragmentadas [103, 164]. Como se muestra en la Figura 18, el uso
de latécnica ecografica UTC ha demostrado que coexisten diferentes estados del tejido
en un tenddn con tendinopatia, presentandose en su espesor zonas de tejido sano
adyacentes a porciones bien delimitadas de tejido degenerado [188]. Asi, segun esta
hipotesis, el dolor aparece cuando las fibras de colageno sanas, no fragmentadas,
superan un determinado umbral de carga critico, en otras palabras, sobrepasan su
capacidad “normal” de soportar tension. Se postula que el paciente presenta clinica
dolorosa cuando es sometido a un nuevo cuadro de sobrecarga suprafisiologica puntual
0 a una sobrecarga mantenida en el tiempo, afectando a las fibras sanas,
desestabilizandolas. En conclusion, la causa del dolor estaria en la falta de adaptacion

del tejido del tenddn sano a la sobrecarga y no en el tejido degenerado [103, 164, 200].

Fibras sanas

Fibras degeneradas

Figura 18. Esquema e imdgenes mediante la técnica UTC de tenddn con tejido degenerativo (en
rojo) y tejido sano alrededor (en verde). Tomado de Rudavsky y Cook (2014) [200].
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Y aun existe una tercera hipdtesis que se adapta al modelo mecanico. Esta se
basa en el pinzamiento (impingement) tisular que sufren algunos tendones que, debido
a su localizacidn anatdmica, pueden verse sometidos a compresiones repetitivas con
estructuras vecinas, como el acromion y el tenddn del supraespinoso, el espolon
calcadneo y la fascia plantar, o las fibras profundas del tenddn rotuliano y el pico de la
rotula. Esta compresion, ademas de favorecer el deterioro de las fibras de colageno,
estimularia directamente los nociceptores [132]. Sin embargo, se ha comprobado que,
al liberar la compresion de forma quirlrgica, realizando una acromioplastia o una
exéresis en el caso del espoldn calcaneo, el paciente deberia conseguir una mejoria
sintomatica, pero no siempre es asi [201, 202]. Por consiguiente, estos hallazgos
clinicos también refutan esta teoria, ya que, ademas de lo anteriormente expuesto,
pacientes sin presencia de espolon calcaneo pueden padecer una sintomatologia de
tendinopatia, al tiempo que pacientes con espolon con este tipo de patologia pueden

estar completamente asintomaticos [202].
4.4.2. MODELO BIOQUIMICO/ NEUROGENICO

Este modelo defiende que la causa del dolor podria estar en una alteracion
bioquimica debida a una hipoxia regional y a la falta de células fagociticas que eliminen
los productos nocivos desechados del consecuente metabolismo anaerdbico de los
tenocitos [4, 169]. Algunos trabajos postulan que la zona de transicidon hueso-periostio-
tenddn, donde existen nociceptores (fibras nerviosas positivas para la SP), al verse
sometida a microtraumatismos de repeticion (saltos, giros, esprints, etc.), ésta se veria
afectada por episodios ciclicos de isquemia como consecuencia de la torsion vy
cizallamiento de los vasos sanguineos ubicados en esta regidn [203]. El mecanismo de
accion de esta hipdtesis parece corroborarse, ya que, empleando técnicas de
microdialisis que permiten la monitorizacidn de los procesos quimicos, en esta zona de
transicion se ha podido detectar un aumento de lactato, uno de los principales
productos del metabolismo anaerodbico e indirectamente marcador de tejidos con
isquemia. De este modo, en la zona de transicion hueso-periostio-tendon se puede
producir una disminucion del flujo de sangre rica en oxigeno, esto es, una isquemia,
estimulandose la expresidon génica, sintesis proteica y secrecion de factores de

crecimiento vasculares (VEGF: vascular endothelial growth factor), lo cual produciria la
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formacion de nuevos vasos sanguineos (neovascularizacion), y de NGFs, que inervarian
esos vasos sanguineos nuevos. La presencia de NGFs y la SP conlleva una
hiperestimulacion nociceptiva en esta regidn de transicion [172, 178, 204-206]. En este
entorno “toxico” isquémico, también se produce un incremento de la presencia de la
sustancia mixoide (productos de desecho consecuencia de la degradacidn celular) y de
moléculas citotoxicas secretadas por los tenocitos que actian como ‘“irritantes
bioquimicos” del sistema neural aferente. Entre estas sustancias destaca la presencia
del aminoacido glutamato, importante neurotransmisor neurotoxico que podria ser la

molécula clave del sintoma doloroso en las tendinopatias [203].

En resumen, las evidencias actuales apuntan hacia que los responsables del
dolor en las lesiones tendinosas por sobreuso son los procesos bioquimicos
(hiperinervacidn neurovascular) mas que los procesos biomecanicos (lesion de las fibras
de colageno y compresion tisular). No obstante, optar por un Unico modelo no parece
lo mas indicado ya que, si se atiende a la causa quimica como elemento causal, ésta
deberia desaparecer con el tratamiento farmacoldgico y no siempre es asi. Por el
contrario, si la causa fuera puramente mecanica, una morfologia anormal del tendon
seria un factor de riesgo para padecer sintomatologia dolorosa, y tampoco siempre se
cumple este hecho. En conclusidn, ambas hipotesis pudieran ser en parte ciertas vy el
origen del dolor, por lo tanto, podria ser multicausal, es decir, probablemente la
respuesta a su etiologia se debe encontrar en el desarrollo de un modelo integrador

[130].

5. TRATAMIENTO DE LAS TENDINOPATIAS

Khan publico en el ano 1999 que “el tratamiento de las tendinopatias por
sobreuso esta basado en protocolos clinicos que tienen su origen en la tradicion y en la
suposicion” [44] y, este hecho, fue asi durante afos. De este modo, los tratamientos
consistian en la combinacion de diferentes técnicas conservadoras, médicas vy
fisioterapicas, pero ninguna con un porcentaje de éxito suficiente como para
considerarse tratamiento de referencia. El tratamiento “tipo” solia incluir reposo, hielo,
electroterapia, masoterapia y algun ejercicio, complementandose en ocasiones con

una farmacoterapia con antiinflamatorios tipo AINEs y/o inyecciones de corticoides
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[207-211]. Desgraciadamente, los pacientes experimentaban largos y frustantes

periodos de tratamiento con resultados impredecibles [212].

En las 2 Ultimas décadas, debido a los Ultimos avances en la investigacion, el
enfoque del tratamiento de las tendinopatias por sobreuso ha variado, pasando de los
protocolos mencionados con anterioridad a nuevas lineas de tratamientos
conservadores [14-16, 213-219]. Los avances en el conocimiento de la etiopatogenia y
la fisiopatologia de este tipo de patologia, junto con el asentamiento de la base de que
las tendinopatias cursan con dolor, alteracion de la estructura del tenddn y pérdida de
su funcionalidad, han sido determinantes en la variacion del tipo de tratamiento. Asi, el
enfoque actual se basa en la combinacion de 3 vias de tratamientos, médicos y
fisioterapicos, cuyo objetivo sera actuar sobre 3 pilares: (1) la via inhibitoria, en el que
se emplean tratamientos dirigidos al control del dolor, (ll) la via estimulativa, cuyos
tratamientos se enfocan a la mejora de la estructura tendinosa, y (lll) la via adaptativa,
cuyos tratamientos se basan en el restablecimiento de la capacidad de carga y
funcionalidad del tejido tendinoso. En resumen, estas 3 vias de tratamiento de las
tendinopatias por sobreuso, interrelacionadas, y cuya combinacion resulta necesaria
para alcanzar el éxito terapéutico, se basan en inhibir el proceso doloroso, reagudizar
una lesion estructural tendinosa cronificada y, por Ultimo, readaptar el tenddn a la

carga, como resolucion y prevencion de posibles recidivas.

Dentro de cada via hay un gran abanico de técnicas con objetivos similares vy,
aunque todas se prescriben actualmente para el tratamiento de las tendinopatias, es
importante destacar que no con todas ellas se obtienen los mismos resultados. Por
ejemplo, en el caso de la ultrasonoterapia, aunque ha sido prescrita durante décadas,
en la actualidad se ha concluido que no presenta buenos resultados que la sigan
avalando [162, 220-223]; y tratamientos mas novedosos, como son las ondas de choque
extracorporeas, estan destacando en la actualidad por tener resultados clinicos

notablemente significativos [14-16, 213-219].
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5.1. MODALIDADES TERAPEUTICAS CONSERVADORAS.
5.1.1. VIA INHIBITORIA: TRATAMIENTOS ENFOCADOS AL CONTROL DEL DOLOR

Al igual que en muchas otras patologias, en el caso de las tendinopatias por
sobreuso se considera que la remision del dolor es esencial y ha de ser el primer objetivo
en el tratamiento. Para lograr este fin, el tratamiento mas efectivo es la reduccion de la
carga del tendon lesionado, es decir, controlar su nivel de carga. En este caso es
necesario un estudio individualizado de cada paciente para reducir o limitar durante un
tiempo ese mecanismo irritante que produce dolor, pero, en ningun caso, esta indicado

la inmovilizacion ni el reposo absoluto [224].

Ademas del control de la carga, también se han descrito un amplio abanico de
técnicas para tratar de forma conservadora la sintomatologia dolorosa; éstas se
presentan divididas en 2 tipos: tratamientos fisioterapicos [electroterapia, crioterapia
y tratamientos manuales a nivel del aparato locomotor] y tratamientos médicos [con
farmacos antiinflamatorios, infiltraciones con corticoesteroides e infiltraciones con

polidocanol].
Tratamientos fisioterdpicos:

e Electroterapia.
Es una técnica fisioterapica basada en el uso de la corriente eléctrica como
agente fisico para producir sobre el organismo diferentes reacciones fisioldgicas
y bioldgicas con fines terapéuticos. Dentro de la electroterapia existe una gran
variedad de corrientes. En concreto, para el tratamiento del dolor en las
tendinopatias, las que mas se aplican son las corrientes analgésicas tipo
interferenciales y la electroestimulacion nerviosa transcutanea (TENS) [95].
A través de estas corrientes se consigue estimular las fibras nociceptivas A9,
bloqueando la sensacion de dolor, segun la teoria de control del dolor de
Melzack y Wall [225]. En concreto, la técnica TENS tiene un efecto analgésico
casi inmediato, pero de corta duracion. Por el contrario, las corrientes

interferenciales, al ser de media frecuencia, presentan menor impedancia de la
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piel, mayor tolerancia por parte del paciente y un efecto analgésico mas
duradero [226, 227].

Crioterapia.

La aplicacion topica de frio, en el caso de las lesiones de tejidos blandos como el
tenddn, tiene como objetivo provocar una serie de efectos fisioldgicos que
ayuden al tratamiento de la zona lesionada. Es conocido que su efecto inicial
provoca un descenso de la temperatura en el tejido que se aplica, y en tiempos
cortos, conlleva una vasoconstriccion y, por tanto, una disminucion del aporte
sanguineo y un descenso en el metabolismo celular en la zona lesionada. Por el
contrario, si su aplicacion se mantiene en el tiempo, se produce una
vasodilatacion refleja a fin de prevenir un dano tisular. Por otra parte, enrelacion
con su efecto analgésico, éste se consigue con aplicaciones de tiempos cortos
(menos de 10 min), actuando sobre las terminaciones nerviosas, especialmente
sobre las fibras mielinizadas de pequeiio diametro (C), atenuando las
transmisiones nociceptivas [229, 230]. A este respecto, cabe destacar que la
crioterapia presenta el gran inconveniente de que las pautas de aplicacion no
son del todo claras y su uso crea cierta controversia [228]. Actualmente no
existe ningun tipo de consenso en cuanto al tiempo de aplicacion en este tipo de
técnica y tampoco en el numero de repeticiones al dia, o si aplicarlo en agudo o
en cronico [228]. La tendencia actual, en el caso de las tendinopatias, es aplicar
tiempos cortos (menos de 5 min) y de forma repetitiva (2-3 veces/dia), con el fin
de lograr los efectos analgésicos mencionados sobre los nociceptores [231].
Tratamientos manuales a nivel del aparato locomotor.

La fisioterapia cuenta con una gran cantidad de técnicas de terapia manual:
técnicas de relajacion muscular, técnicas miofasciales, masaje muscular,
estiramientos, etc. Todas ellas estan indicadas en el tratamiento de las
tendinopatias por sobreuso con el fin de lograr una relajacion de las estructuras

miofasciales, disminuyendo asi la tension del tenddn afectado [209, 232].
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Tratamientos meédicos:

Farmacos AINEs.

Los AINEs, como el ibuprofeno y el celecobix, son prescritos habitualmente en
las tendinopatias por sobreuso, a pesar de que, como ya se ha mencionado en
esta tesis doctoral, la evidencia actual sugiere una presencia escasa de proceso
inflamatorio en este tipo de lesion [233]. Ademas, hay evidencias que
demuestran que los antiinflamatorios intervienen por algun tipo de mecanismo
aun desconocido en el retraso del proceso de regeneracion del tejido blando,
ralentizando, por lo tanto, su curacion [157-160, 162]. En conclusion, su
prescripcion en el caso de este tipo de patologias tal vez deberia cuestionarse.
Infiltraciones con corticoesteroides.

Este tipo de tratamiento parece ofrecer un alivio del dolor a corto plazo,
mientras que, a largo plazo, existe poca evidencia de su beneficio [234, 235].
Debido a esta Ultima caracteristica y también a que estd demostrado que
produce la inhibicion de la sintesis de colageno pudiendo llegar a provocar hasta
roturas espontaneas del tenddn, actualmente su uso en el tratamiento de las
tendinopatias esta cuestionado [236, 237].

Infiltraciones con polidocanol.

Este tipo de tratamiento consiste en la infiltracion bajo control ecogréfico de
una sustancia esclerosante de los vasos, el polidocanol, un alcohol utilizado por
los cirujanos vasculares para el tratamiento de las venas varicosas. Esta técnica
la introdujeron Ohgber y Alfredson [238] tras sugerir que la neovascularizacion
estd asociada a una hiperinervacion, afirmacion ya introducida en este texto, y
responsabilizar a ésta Ultima del dolor en las tendinopatias [172, 178, 204-206].
Por lo tanto, el objetivo de este tratamiento es esclerosar la zona de
hipervascularizacion, eliminando asi la hiperinervacion vinculada y, en Ultima
instancia, el dolor. Los resultados de las primeras series realizadas en el
tratamiento de la tendinopatia del tendon de Aquiles mostraron una
eliminacion de la trama vascular intratendinosa, asi como una disminucion de la
clinica dolorosa [204, 238-240]. Hay que destacar que en todos los trabajos

publicados exponiendo este tipo de tratamiento se recomienda la realizacion,
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por parte del paciente, de ejercicios excéntricos del tendon a continuacion de la

aplicacion de la infiltracion [178, 204, 205, 241].

5.1.2. VIA ESTIMULATIVA: TRATAMIENTOS ENFOCADOS A LA ESTRUCTURA
TENDINOSA

En este caso, la serie de técnicas empleadas para tratar la tendinopatia por
sobreuso tiene por objetivo reagudizar la lesion tendinosa, desencadenando de manera
controlada un proceso reactivo en el propio tenddn y dirigiéndolo hacia una
regeneracion con mejora en la “calidad” de su estructura. A continuacion, y del mismo
modo que el apartado anterior, se detallan la serie de técnicas subdivididas en 2 tipos:
tratamientos fisioterapicos [termoterapia profunda, ultrasonoterapia, laser, masaje
transverso profundo (MTP), ondas de choque extracorpdreas (TOCH) y la técnica de
electrdlisis percutanea intratisular (EPI), esta Ultima, como es la técnica empleada en
esta tesis doctoral serd detallada mas adelante en un apartado propio] y tratamientos
médicos [Terapia con plasma rico en plaquetas (PRP) y factores de crecimiento (PRF) y

terapia con células madre].
Tratamientos fisioterdpicos.

e Termoterapia profunda.
Esta modalidad terapéutica tiene como fin aumentar la temperatura del tejido
para favorecer su curacion, al provocar un efecto vasodilatador con el
consiguiente incremento del metabolismo celular [242]. Existen distintos tipos
de técnicas basadas en la termoterapia y, en el caso del tratamiento de la
tendinopatia por sobreuso, la que mas se utiliza actualmente es la diatermia
profunda. Esta técnica presenta mayor penetrabilidad en el tejido, en
comparacion con otras formas de termoterapia, (como la microonda, infrarrojos
u onda corta), eso si, sin producir un aumento de la temperatura de la piel por
encimade los 45°C, ya que esto provocaria una quemadura en la epidermis [243,
244]. Varios estudios defienden los buenos resultados obtenidos con esta

técnica para el tratamiento de la tendinopatia por sobreuso [243-245].
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Ultrasonoterapia.

Las aplicaciones de ultrasonidos, ondas sonoras de alta frecuencia provenientes
de vibraciones mecanicas, han mostrado efectos positivos en el tratamiento de
las patologias musculoesqueléticas, reduciendo lainflamacion e incrementando
los procesos de reparacion tisular, al estimular la division celular y la sintesis y
mejora de la alineacion de las fibras de colageno en la fase reparadora de los
tejidos blandos [221, 246, 247]. A pesar de los efectos beneficiosos descritos con
esta técnica, en el caso concreto de su uso clinico para el tratamiento de las
tendinopatias por sobreuso, la bibliografia no muestra tales efectos positivos,
por lo que no parece eficaz para el tratamiento de este tipo de patologias [220,
223, 248-250].

Laser.

En fisioterapia, la terapia laser (Luz Amplificada por Emision Estimulada de
Radiacion) aplica al organismo energia del espectro electromagnético con uso
terapéutico. Al igual que ocurre con los ultrasonidos, justifica su aplicacion por
los efectos fisiologicos beneficiosos que produce, tales como un incremento de
la capacidad regeneradora del tejido al estimular la sintesis de colageno, activar
la proliferacion de fibroblastos y la sintesis de factores de crecimiento tisular
[251-254]. Existe laser de baja y alta intensidad, reportando la literatura los
mejores resultados clinicos con el uso del laser de baja intensidad [255]. En el
caso de las tendinopatias por sobreuso, en 2 trabajos publicados por Reddy y
cols. se mostré un incremento de la tasa de produccion de colageno entendones
con tendinopatia al combinar el tratamiento de laser de baja intensidad con una
carga mecanica precoz [256, 257]. Asimismo, posteriormente también se han
reportado sus efectos beneficiosos al reducir sensiblemente el sintoma doloroso
[258, 259]. A pesar de estos buenos resultados, también hay otros articulos en
la bibliografia que ponen en duda su eficacia en el tratamiento de este tipo de
lesiones tendinosas, al sefialar que sus efectos clinicos superan levemente los
obtenidos con placebo [260-262].

Masaje Transverso Profundo (MTP).

Cyriax describio, en el afno 1984 la indicacion de este tipo de técnica en el

tratamiento de las tendinopatias por sobreuso [263]. Los objetivos del MTP son
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el provocar una hiperemia que reagudice el proceso tendinoso, ademas de
intentar eliminar las adherencias y fibrosis presentes en los procesos
cicatriciales en el tendon. Gehlsen y cols. (1999) [264], en estudios realizados in
vitro, reportaron que este tipo de tratamiento era efectivo en las lesiones
cronicas de los tendones, siendo considerado en esta época uno de los
tratamientos de eleccion [9, 265, 266]. Sin embargo, otros autores como
Brossau (2002) [267] no defienden tan buenos resultados al tratar con esta
técnica este tipo de patologias.

Ondas de choque extracorporeas (TOCH).

Este tipo de técnica se basa en la aplicacion sobre el tejido de impulsos fisicos
de presion mecanica de una alta energia y de muy corta duracion (de 30 a 130
nanosegundos), generados a partir de una fuente de energia electromagnética,
electrohidraulica o piezoeléctrica [268]. La técnica de TOCH tiene su origen en
la litotricia, técnica que se aplica desde los afos 8o para producir una
fragmentacion de los calculos renales. Posteriormente, hacia el comienzo de la
década de los 9o, la traumatologia adopta este tipo de técnica, adaptandola
para el tratamiento de las patologias musculo esqueléticas con resultados
positivos [269]. Respecto a los efectos fisioldgicos que produce, se le atribuye
un aumento del metabolismo y de la vascularizacion en la zona tisular del
impacto, provocando una respuesta inflamatoria aguda. Ademas, es conocido
que estimula la liberacion de factores de crecimiento en la zona de la lesion,
favoreciendo una respuesta regeneradora del tejido lesionado [270, 271]. En la
actualidad, hay una gran variedad de estudios que avalan el uso de este tipo de
terapia en el tratamiento de las tendinopatias por sobreuso [213, 215, 272-279],
aunque, también hay otros, en menor nimero, que desaconsejan su utilizacion,
debido a que los resultados obtenidos no son estadisticamente significativos
comparados con grupos control o placebo [280, 281].

Electrolisis Percutanea Intratisular (EPI).

Procedimiento fisioterapico perteneciente a la via estimulativa, pero que, como
se ha indicado previamente, por ser la técnica sometida a estudio en esta tesis

doctoral, sera descrita mas detalladamente en un apartado propio.
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Tratamientos meédicos:

Terapia con Plasma Rico en Plaquetas (PRP) y Plasma Rico en Factores de
crecimiento (PRF).

Las técnicas de estimulacion con PRP o PRF consisten en la infiltracion en el
tejido a tratar de un preparado plasmatico, bien de plaquetas o bien de factores
de crecimiento (proteinas liberadas de las plaquetas), obtenido de la propia
sangre del paciente tras un proceso de extraccion y centrifugado. En cuanto a
los beneficios fisioldgicos que produce este preparado destaca su funcidn
moduladora como activador de la respuesta migratoria, de la replicacion celular
y de la sintesis de la ECM [282, 283]. Por lo tanto, la suplementacion exdgena de
estos factores en las respuestas fallidas de curacion, como las tendinopatias
cronicas, podria reactivar una respuesta de cicatrizacion adecuada. A pesar de
esta hipodtesis, los resultados obtenidos en distintos estudios no son
concluyentes ni muestran el suficiente aval en cuanto a su efecto positivo en el
tratamiento de las tendinopatias por sobreuso, por lo que son necesarios mas
estudios utilizando grupos control y comparativas con otras técnicas que
valoren su eficacia clinica [284-294].

Terapia con células madre.

La utilizacion de células madre es una de las técnicas mas novedosas y, como
tal, esta en pleno proceso de desarrollo. Su aplicacion en el tratamiento de las
tendinopatias por sobreuso sélo se ha realizado hasta el momento en ensayos
clinicos, y sus resultados preliminares determinan que podria ser una terapia
prometedora en el tratamiento de este tipo de patologias, ya que ha

demostrado buenos resultados clinicos en estudios a 5 afos [295-299].

5.1.3. VIA ADAPTATIVA: TECNICAS ACTIVAS O ADAPTATIVAS FUNCIONALES

Es conocido y aceptado ampliamente por la comunidad cientifica que con

cualesquiera de los tratamientos de las tendinopatias por sobreuso descritos

anteriormente es altamente beneficioso la realizacion conjunta de técnicas de

readaptacion o fortalecimiento, ya que, si la patologia tendinosa esta desencadenada

por un desajuste en la carga, la solucion final pasa por ajustar esa carga. Por
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consiguiente, dentro de la via adaptativa, hay una serie de técnicas que someten al
tenddn a ejercicios con carga dirigidas a una mejora en la adaptacion funcional,
buscando la carga idonea, la dptima sin sobrecargarlo, para que los tenocitos activen la

formacion de colageno y, en Ultima instancia, se regenere la ECM [300, 301].

A este respecto, existe un arduo debate sobre cual es la mejor forma de realizar
el trabajo activo y las propuestas presentadas se han ido modificando en el transcurso
de los afos. Hace mas de 3 décadas, Stanish (1986) [302] defendid los ejercicios
excéntricos como una opcion muy valida para tratar las tendinopatias, y sus resultados
mostraron que un 44% de los pacientes tratados con este tipo de ejercicios presentaban
un alivio completo del dolor, mientras que un 43% de los pacientes restantes
presentaban una mejoria general en su sintomatologia. Posteriormente, en la década
de los afios 9o, se reafirmo esta idea al comprobarse que las contracciones excéntricas
producian un incremento de la fuerza de tension del tendon [303-305]. No obstante, en
esta época aun no se conocia exactamente los mecanismos del como y el por qué se
obtenian estos resultados. Ya en el ailo 2000, se demostro que este tipo de contraccion
estimula los mecanorreceptores de los tenocitos favoreciendo la sintesis de colagenoy
una alineacion correcta de sus fibras, preparando al tendon para una mayor tolerancia

a las fuerzas de tensidn futuras [95, 99, 306].

Por otra parte, cabe indicar que las propuestas de protocolo de como hacer ese
trabajo excéntrico publicadas han ido variando a lo largo de los afios. Asi, Curwin y
Stanish (1984) [90] proponian un protocolo de ejercicios excéntricos que incluia
calentamiento y estiramiento previo al ejercicio y crioterapia posterior, preconizando
que el ejercicio debia realizarse sin dolor. Posteriormente, Alfredson y cols. (1998) [304]
introdujeron el concepto de que la contraccion excéntrica era un ejercicio molesto y en
ocasiones doloroso, permitiendo a los pacientes realizarlo con dolor. Estos Ultimos
autores defendian que al realizar este ejercicio buscando molestias en el tenddn, las
fibras nerviosas se acomodan y aunque los niveles de glutamato no se alteran, postulan
que si lo hacen los de sus receptores, como el NMDA (4cido N-metil-D-aspartico),

provocando una respuesta fisiologica beneficiosa sobre el tendon [241, 307-309].
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Propuestas de protocolos posteriores, como la de Miller (2005) [154] pusieron su
enfoque en que el tendon no se usaba solamente en la contraccion excéntrica en
nuestras actividades de la vida diaria, por lo que parecia l6gico y necesario adaptarlo a
todo tipo de contraccion en su proceso de curacion, evitando asi recidivas posteriores.
Hasta entonces, los estudios publicados Unicamente destacaban los beneficios de los
ejercicios excéntricos [305, 310-314], llegando incluso a reportar Visnes y Bahr (2007)
[315] un 70% de buenos resultados, en cuanto a la mejoria del dolor y la funcion,
obtenidos mediante este tipo de ejercicios. Se omitian los posibles beneficios que
podrian generarse de la contraccion concéntrica, pero probablemente porque la
excéntrica era el Unico tipo de contraccion en la que se habia puesto el foco y no porque
se creyera que el ejercicio concéntrico fuera nocivo para el tenddn. Asi, posteriormente,
tanto Naugle (2012) [316] como de Rio (2015) [317] analizaron los beneficios del
ejercicio isométrico en el tratamiento de las tendinopatias por sobreuso, sefialando su
potente efecto analgésico en el dolor tendinoso. Se demostré cdmo mediante
contracciones isométricas de larga duracion y de baja a moderada intensidad (25-50%
de la maxima contraccion voluntaria), se producia una reduccidon del dolor y una
inhibicion cortical. Por su parte, ya recientemente, Cook y Purdam (2014) [318] también
mostraron resultados prometedores en el tratamiento de este tipo de patologias con
ejercicios isométricos, proponiéndolos en las fases iniciales de este tratamiento para
reducir el dolor y, sobre todo, para mantener la capacidad del tendén de someterse a

cargas [88].

Como conclusion, Mallarias (2013) [5] demostréo en una extensa revision
bibliografica que todos los tipos de contraccidn, isométrica, concéntrica y excéntrica,
son beneficiosos en el tratamiento de las tendinopatias por sobreuso y, lo mas
importante, necesarios en cualquier protocolo que pretenda recuperar una lesion
tendinosa. Sin embargo, este autor no pudo determinar cual era el protocolo de tipo de
contraccion, tiempo y numero de repeticiones mas efectivo que se debiera considerar
como referente. Lo que si es incuestionable es que la optimacion de cargas segun las
necesidades de cada paciente es la piedra angular para el éxito en el protocolo, pues
cada tenddn, cada persona, deberd adaptarse a diferentes cargas, aunque éstas

también tendran que ser adaptadas a cada paciente.
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Expuesto todo lo anterior, actualmente la tendencia es a usar en la via
adaptativa un protocolo de ejercicios basado en el modelo Continuum propuesto por
Cook y Purdam [103, 164, 318], que tiene en cuenta las conclusiones propuestas por
Malliaras [5] al integrar los diferentes tipos de contraccion. Este modelo de tratamiento
estd enfocado a la reduccion de dolor, modulacién de carga, potenciacion progresiva
encaminada a una correcta regeneracion de la estructura tendinosa y, por Ultimo, a la
prevencidn de una recidiva. Para ello se disefia un programa de ejercicios adaptado a
cada paciente que se inicia con una secuencia progresiva de series isométricas e
isotonicas concéntricas, primero con cargas tensiles y, progresivamente, se le van
anadiendo cargas compresivas. Seguidamente, cuando ya no hay sintomas de dolor y
eltendon ha recuperado suumbral de adaptacidn y resistencia a la carga al mismo nivel
que antes de la lesion, se introduce ejercicio pliométrico, especialmente en los
tendones de miembro inferior, puesto que su funcionamiento se basa en el
almacenamiento y devolucion de energia. Por Ultimo, se adaptan los ejercicios a gestos
especificos del deporte o trabajo de cada paciente, para evitar posibles recidivas. Por
otra parte, es de destacar el hecho de que se recomienda realizar tratamiento de
fisioterapia con ejercicio durante al menos 3 meses antes de considerar otras opciones
terapéuticas, ya que la estructura tendinosa necesita tiempo para ir adaptandose

progresivamente a las nuevas solicitaciones de trabajo [319-322].
5.2. TRATAMIENTO QUIRURGICO

Si fracasan los tratamientos conservadores anteriormente expuestos, el
tratamiento quirurgico representa la Ultima opcion terapéutica. Segun la literatura
médica, la cirugia estd indicada cuando no se obtienen resultados positivos
concluyentes con otros tratamientos fisicos o farmacoldgicos en un periodo de 6 a 9

meses [323, 324].

De las opciones quirurgicas posibles, las mas utilizadas consisten en una
tenotomia abierta del tenddn, en la que se realizan una o varias incisiones
longitudinales ademas de limpieza y desbridamiento, o en una tenotomia percutanea
longitudinal guiada con ecografia [171, 324-330]. Los resultados clinicos obtenidos con

ambos tipos de cirugias son muy variables. Asi, estudios publicados con una pobre
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metodologia cientifica se asocian con buenos resultados clinicos, mientras que los
estudios con una metodologia cientifica de calidad presentan resultados clinicos mucho
menos concluyentes [212, 328, 331, 332]. Por otra parte, al comparar el resultado
obtenido con el tratamiento quirtrgico llevado a cabo en sujetos con tendinopatia
rotuliana respecto al obtenido en otro grupo empleando tratamiento conservador
consistente Unicamente en trabajo excéntrico, interesantemente, se obtuvieron

resultados clinicos similares en ambos grupos [333].

Actualmente, una novedosa técnica quirurgica propuesta por Alfredson y cols.
(2007) [334], en la que se elimina la neovascularizacion y la hiperinervacion presente en
las tendinopatias por sobreuso realizando un afeitado via artroscopica en la cara
profunda del tendon con ayuda de un control de imagen ecografico, ha obtenido unos
muy buenos resultados clinicos; en concreto, 13 de los 15 pacientes con tendinopatia
del tendodn rotuliano presentaron un muy buen prondstico de recuperacion del tendon

transcurridos 6 y hasta 13 meses de la intervencion quirurgica [335].
5.3. CONCLUSIONES A LOS TRATAMIENTOS

De toda la bateria de tratamientos conservadores, tanto fisioterapicos como
médicos, o quirurgicos explicados anteriormente, y basandose en la evidencia clinica
disponible, en la comunidad cientifica hay dudas mas que razonables en cuanto a la
eleccion del tratamiento a llevar a cabo que sea mas efectivo o mejor para tratar las
tendinopatias por sobreuso [9, 28, 208, 216, 223, 315, 336-338]. Sin embargo,
basandose en la etiopatogenia conocida, la estrategia terapéutica mas efectiva debe
pasar por un tratamiento combinado de diferentes técnicas enfocado hacia 2 campos

de actuacion:

e Intervenir sobre la propia biologia del tendon, para restablecer su homeostasis,
utilizando tratamientos que reagudicen la lesion tendinosa para que, de este
modo, se pongan en marcha los procesos de regeneracion y reparacion del
tendodn que si finalicen con éxito.

e Intervenirsobre la biomecanica del tendon, para reestablecer su funcion, con un

programa de ejercicios controlando de forma progresiva la carga.
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6. ELECTROLISIS PERCUTANEA INTRATISULAR

La técnica Electrolisis Percutanea Intratisular (EPI) es una terapia de fisioterapia
invasiva creada por el fisioterapeuta espanol Sanchez-lbafiez en el afio 2003 para el
tratamiento de patologias crénicas de los tejidos blandos del aparato locomotor,
concretamente, para tratar tendinopatias por sobreuso y fibrosis musculares [14, 339].
Consiste en la aplicacion, mediante control ecografico, de corriente continua (corriente
galvanica) a través de una aguja de puncion que actUa como electrodo provocando una
reaccion electroquimica en la region tratada [339]. Esta terapia combina 2 técnicas
fisioterapicas: una mecanica, que consiste en la introduccion de una aguja roma y
flexible en el tejido diana, practica que se utiliza para técnicas de puncion seca de
puntos gatillo musculares o en técnicas de acupuntura; y otra electroterapica,
consistente en la aplicacion de corriente galvanica. Ambas técnicas son utilizadas de

forma independiente desde hace afos en el ambito de la fisioterapia [226, 340].

Su mecanismo de actuacion consiste en producir una reaccion caustica

|ll

intratisular, que Sanchez-Ibafiez ha definido como “ablacion quimica no termal”, que
generaria una respuesta inflamatoria aguda para reactivar los mecanismos fisioldgicos
de regeneracion del tejido [14, 341, 342]. Para lograr este fin, esta técnica emplea uno
de los efectos polares producidos tras la aplicacion en el organismo de corriente
galvanica, por definicion continua, ininterrumpida y de intensidad constante [226],
basandose en la utilizacion del catodo como electrodo activo. Los animales, e incluso
el propio cuerpo humano, estan compuestos en mas de un 80% por agua y electrolitos,
y presentan un comportamiento al paso de la corriente eléctrica similar al de una
disolucion de cloruro sédico (NaCl), ya que sus liquidos intersticiales y corporales se
comportan como conductores electroliticos. Asi, la aplicacidon de corriente galvanica en
una solucion de agua salada produce que el NaCly el agua (H20) se descompongan en
sus elementos quimicos constitutivos, reagrupandose entre si para formar el gas
hidrégeno (H.), el gas cloro (Cl,) y el hidroxido de sodio (NaOH); proceso que se conoce
como electrolisis y que fue descrito por Michael Faraday en 1834 [343]. En detalle, la

molécula de H20, bajo la influencia de la corriente galvanica, se descompone en ion

hidroxilo (OH") y cation de hidrégeno o proton (H*); por su parte, el NaCl se descompone
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en cation de sodio (Na*) y anion cloruro (Cl"). Todos estos iones inestables, con la
técnica EPI, migran hacia el catodo y el anodo segun su polaridad, y tienden a
reagruparse formando las nuevas sustancias o compuestos mencionados (H,, Cl; y
NaOH). Como es ampliamente conocido, el NaOH es un compuesto altamente cdustico
y, segun el autor de esta técnica, es la herramienta terapéutica en la que se fundamenta
la técnica EPI, coloquialmente denominada por él como “lejia organica o lejia galvanica”
[339, 342, 344]. Sumecanismo de accion consistiria en provocar la destruccion del tejido
degenerado induciendo asi, seqguidamente, una respuesta inflamatoria, reagudizando
el proceso cronico de este tejido cuya fase de reparacion habia fracasado [345].
Sanchez-lbanez y cols. hipotetizan que en el tejido (tendinoso) que contacta
intimamente con el electrodo activo o aguja catodica se produce una alcalinizacion del
pH, afectando a todo su entorno, y una estimulacion de la migracion de neutrofilos y
macrofagos al foco de la lesion iatrogénica. Estas células fagocitaran los productos de
desecho causados por la destruccidn electroquimica, “limpiando” la zona de la lesion y
promoviendo la migracidon de otro tipo celular, los fibroblastos, que sintetizaran y
secretaran diversos factores de crecimiento, facilitando la sintesis del colageno y, por

ultimo, la regeneracion de la ECM [13, 25, 342, 345].

Como se indicd en el punto anterior, la terapia EPI representa una de las técnicas
terapéuticas a utilizar en el tratamiento de las tendinopatias por sobreuso
perteneciente a la via estimulativa, ya que tiene por objetivo reagudizar la lesion
tendinosa desencadenando de manera controlada un proceso reactivo en el propio
tendon. Por otra parte, también podria considerarse una técnica de la via inhibitoria,
ya que ésta consigue buenos resultados clinicos disminuyendo la sintomatologia
dolorosa debido al efecto polar del electrodo negativo, consiguiendo la destruccion de

terminales sinapticos y degradacion de neurotransmisores excitatorios como el

glutamato [342, 344].

En la practica clinica, el uso de esta técnica esta muy indicado en el tratamiento
de las tendinopatias por sobreuso combinandola con ejercicios activos de carga. Como
ya se menciond anteriormente, la terapia EPI actuaria sobre la biologia tendinosa,
sobre su homeostasis, mientras que las técnicas activas (ejercicios adaptativos)

actuarian sobre la biomecanica de readaptacion de la funcidn y la carga del tendon.
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6.1. TECNICA DE APLICACION

La técnica EPI utiliza un aparato generador de corriente galvanica con polaridad
fija, en la que Unicamente se puede utilizar el flujo catddico. El aparato esta compuesto

de 2 electrodos (Fig. 19):

e Elelectrodo activo es el catodo, un bisturi electroquirirgico modificado
con una aguja de acupuntura con la que se realiza la puncion.
e Elelectrodoindiferente es el positivo, el anodo, y es un electrodo manual

con forma cilindrica y/o una pulsera que cierra el circuito eléctrico.

®EPI ADVANCED S.L.

Figura 19. Aparato de uso en la técnica EPI.

Una de las caracteristicas de la técnica EPI es que es un tratamiento local, por lo
que es determinante el sitio de entrada de la aguja. Realizar la técnica bajo control
ecografico permite localizar mejor la zona de aplicacion. El uso de la ecografia en
fisioterapia es diferente al que tradicionalmente se realiza en radiologia médica. En
nuestra disciplina, su uso permite la monitorizacion de la respuesta al tratamiento y de
la interaccion dinamica entre las estructuras, aportando mucha informacion al
fisioterapeuta, por lo que se esta convirtiendo en una herramienta necesaria en la
aplicacion de algunas técnicas fisioterapicas, sobre todo invasivas. Mediante un control
ecografico no solo se localiza mejor la zona a tratar, sino que se evita cualquier efecto

iatrogénico no deseado. En las tendinopatias, ecograficamente se identifica el tejido

64



Introduccion

afectado porque esta cercano a areas focales hipoecoicas, irregularidades en la cortical,
perdidas de continuidad del tejido tendinoso o zonas de hipervascularizacion [346, 347].
Al aplicar la técnica EPI, el gas de hidrogeno (H,) que se genera produce una imagen
hiperecogénica bien delimitada, lo que permite una correcta puesta en practica de la

técnica bajo control visual ecografico simultaneo.

En una tendinopatia por sobreuso, la intensidad de aplicacion de la EPI, segun
Sanchez — Ibanez, debe esta entre 3y 4 mA [15, 20]. Esta dosis se fundamenta en la
impedancia (resistencia) eléctrica de los tendones con tendinopatia; éstos presentan
mayor conductividad y, por lo tanto, menor impedancia eléctrica al paso de la corriente
que los tendones no patoldgicos (sanos) o las areas adyacentes sanas. La zona
tendinopatica tiene una resistencia al paso de la corriente entre 200 y 250 Q, mientras
que el tejido de un tenddn sano esta por encima de los 8oo Q [13]. Este hecho avala la
hipotesis de que la técnica EPI a intensidades eléctricas bajas provoca que el tejido

degenerado sea destruido sin que las células sanas se vean afectadas [15, 20, 342].

Otro parametro para tener en cuenta es el tiempo de aplicacion de esta técnica.
Un principio maximo es que este tiempo dependerd de la zona a tratar y, por lo tanto,
sera el necesario para que se logre la destruccion del tejido degenerado. Este hecho se
puede objetivar, con la experiencia del fisioterapeuta que aplica la EPI, mediante la
deteccion de que la aguja no encuentra resistencia viscoelastica en el tejido
cauterizado. No obstante, se estima que el tiempo total por aplicacion no suele superar

los 3 segundos [15, 20].

Por Ultimo, respecto a la periodicidad de cada sesion de EPI, su indicacion se
estima en cada 7 a 10 dias, con el objetivo de adecuarse al ciclo de fagocitosis presente

en la primera fase de la respuesta inflamatoria [15, 18-20, 342].
6.2. EVIDENCIAS CIENTIFICAS

A pesar de que existe una experiencia clinica de mas de 15 afnos en el uso de la
técnica EPI y de haberse extendido su aplicacion entre los clubs deportivos en todo el
mundo, su evidencia cientifica y los estudios clinicos llevados a cabo son escasos. La

bibliografia disponible de esta modalidad de tratamiento es pobre, especialmente en el
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caso de estudios de alto indice de impacto. No obstante, los estudios clinicos
publicados empleando diferentes grupos de pacientes le atribuyen resultados
favorables en el tratamiento de las tendinopatias por sobreuso, ya que han verificado
una disminucion del dolor y mejora en la funcionalidad en un 80-85% de los pacientes
[14-17, 19, 348, 349], resultados mas beneficiosos desde el punto de vista clinico que los
obtenidos con otros tratamientos de fisioterapia, destacando, ademas, que la EPI
produce un menor numero de recidivas. Ademas, en un estudio realizado en el ambito
laboral en el que se comparaba el coste/efectividad entre 2 grupos de pacientes con
tendinopatia de la musculatura epicondilea, unos tratados con la técnica EPl y otros con
tratamiento quirurgico, la EPl se mostré mas eficiente, generando un menor coste para
el sistema, al acortar notablemente el tiempo de retorno a la actividad laboral [18]. Es
importante incidir en que, tal y como se menciond anteriormente, la aplicacion de la
EPI se realizd, en la mayoria de los estudios, en combinacidon con un programa de

ejercicios activos.

Para lograr ampliar el nUmero de publicaciones que empleen esta técnica en
pacientes con tendinopatia, quizas en un futuro se puedan llevar a cabo biopsias o
realizar analisis in vivo con técnicas de microdialisis en tendones humanos, para, de este
modo, poder obtener un mayor conocimiento del mecanismo de accion de esta técnica
sobre este tipo de patologia. Pero en la actualidad, los avances en el conocimiento de
la base cientifica que sustenta los buenos resultados clinicos obtenidos aplicando esta
técnica para el tratamiento de las tendinopatias por sobreuso se realizan Unicamente
con modelos animales. A este respecto y a nivel molecular, el Unico estudio publicado
hasta la fecha y realizado con ratas, ha determinado que la técnica EPI generaba una
respuesta molecular en el tejido tratado altamente beneficiosa, objetivandose un
aumento de la expresion génica del citocromo C, involucrada, entre otras muchas
funciones, en el desarrollo de la apoptosis; el Smac/Diablo (Second Mitochondria-
derived Activator of Caspases), codificante de la proteina mitocondrial que induce la
apoptosis; y el VEGF y uno de sus receptores (VEGFR-2: Vascular Endotelial Growth
Factor Receptor-2) que actuan como mediadores claves en la angiogénesis [345]. El

analisis de los resultados obtenidos concluyd que la EPI puede poner en marcha un
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proceso bioldgico de reparacion del colageno y, en Ultima instancia, de la ECM,

aumentando los mecanismos moleculares inflamatorios y angiogénicos [345, 350].

Por otra parte, a nivel histologico aun no existen publicaciones que muestren
cuales son los cambios tisulares microscopicos que provoca la técnica EPl durante o tras
su aplicacion. Macroscopicamente, a corto plazo, en los tendones humanos con
tendinopatia tratados con EPI no se aprecian cambios en su estructura manteniendo el
patron de parametros ecograficos detectados en los tendones degenerados. No
obstante, varios autores si describieron a largo plazo una reduccion de la
hipervascularidad, objetivada en imagenes mediante Power Doppler, en los casos
curados de una serie de pacientes tratados con la técnica EPI en comparacion con los

tratados con otras técnicas de fisioterapia convencional [17, 351].

En resumen, atendiendo a los resultados de los estudios clinicos publicados, la
intervencion con la técnica EPI es un tratamiento recomendado en las tendinopatias
por sobreuso, en concreto, lo recomendado es la combinacion de esta terapia junto con
ejercicios activos posteriores. Sin embargo, es necesario realizar mas estudios que
evidencien cuales son los procesos moleculares e histologicos que tienen lugar al aplicar
esta técnica, con el objetivo de determinar la base cientifica que relacione la evidencia

clinica con la evidencia cientifica.
7. MODELOS ANIMALES DE LAS TENDINOPATIAS

Como se menciono en el apartado 4 de esta tesis doctoral, Patogénesis de las
Tendinopatias, a pesar de la prevalencia de este tipo de patologia, la génesis subyacente
no es del todo conocida. En consecuencia, ante las limitaciones actuales para su estudio
en humanos, la utilizacion de modelos animales validados nos permite profundizar en
el conocimiento de su etiologia, sus fases incipientes y sus mecanismos molecularesy,
mejorar asi, la estrategia terapéutica de su tratamiento [352, 353]. Como es conocido
en la ciencia experimental, los modelos animales son una herramienta muy Util para la
investigacion basica, ya que, a diferencia de los seres humanos, en éstos se pueden
tomar datos preclinicos y muestras de tejido en tiempos tempranos de aparicion de

sintomas en multitud de patologias [354, 355].
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En el caso de las tendinopatias, los modelos de animales validados que replican
consistentemente las caracteristicas clinicas, histopatoldgicas y funcionales presentes
en las tendinopatias humanas que se estan utilizando son los de perros, caballos,
conejos y ratas [194, 354, 356-359]. En el caso de los caballos y los perros, que
desarrollan de manera natural lesiones tendinosas cuando entrenan y compiten [360,
361], no son modelos animales practicos, dado su gran tamafio y el alto coste
econdmico de su mantenimiento. Asi, los animales de experimentacion mas utilizados
para lainvestigacion en este tipo de patologias son los conejos y las ratas [354, 355, 359,
362], especialmente estas Ultimas, ya que los conejos, aunque presentan la gran ventaja
de poseer unos tendones muy grandes, son bioldgicamente menos resistentes y

pueden morir mas facilmente después de las intervenciones que las ratas.

Independientemente del modelo animal a utilizar, las tendinopatias se inducen
mediante 2 procedimientos: mediante sobrecarga mecanica extrinseca o mediante la
introduccion en el tendon no patoldgico de sustancias quimicas registradas en
muestras humanas con tendinopatias [352]. El uso de la sobrecarga mecanica,
habitualmente realizado con cinta de correr forzada, no ha demostrado un éxito
universal en el modelo animal de tendinopatia [359, 362], tal vez porque la carga
mecanica no sea el Unico factor que conduce a la lesidon tendinosa. Respecto a las
sustancias quimicas que son utilizadas para la induccion de la lesion tendinosa, las mas
habituales son la enzima colagenasa, las citoquinas y las prostaglandinas. Estas
sustancias producen dafios en el tenddn, mas consistentes que los que se pueden
generar con la cinta de correr, con caracteristicas moleculares e histoldgicas similares a
las de la tendinopatia humana [352]. De los 3 tipos de compuestos, la colagenasa, una
metaloproteinasa con capacidad de degradar el colageno del tejido conjuntivo, es una
de las sustancias mas utilizadas [363-365] y su inyeccion induce la degeneracion y
distorsion de la arquitectura del tendon [4, 27, 5o]. Finalmente, cabe resaltar que,
aunque hoy no existe un modelo animal perfecto para estudiar las tendinopatias, en la
comunidad cientifica existe un amplio consenso sobre el uso de los tendones de ratas
sometidos a inyeccion intratendinosa de colagenasa para avanzar en el conocimiento
de las tendinopatias por sobreuso, en concreto, en el proceso de cicatrizacion

defectuoso que tiene lugar tras la lesion tendinosa [352].
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Hipdtesis y Objetivos

HIPOTESIS

La técnica EPI aplicada sobre un tenddn, produce cambios a nivel histoldgico y
molecular que justifican su indicacion en el tratamiento fisioterapico de las

tendinopatias por sobreuso.

OBJETIVOS

1. Inducir, mediante la inyeccidn de la enzima colagenasa en el tenddn de Aquiles
de larata, una tendinopatia con las caracteristicas histologicas y moleculares descritas
como propias de esta patologia, que permita considerarlo un modelo valido para

realizar el estudio.

2. Describir y analizar los cambios histoldgicos que se producen en un tenddn de

Aquiles sano de la rata tras la aplicacion de la técnica EPI.

3. Describir y analizar los cambios a nivel molecular, estudiando los niveles de
expresion mostrados por los genes Cox2, Mmp2, Mmpg, Coliaz, Col3a1, Vefg y Scx, en

el tendon de Aquiles sano de la rata tras la aplicacion de la técnica EPI.

4.  Describir y analizar los cambios histologicos que se producen en un tendon de

Aquiles con tendinopatia de la rata tras la aplicacion de la técnica EPI.

5.  Describir y analizar los cambios a nivel molecular, estudiando los niveles de
expresion mostradoss por los genes Cox2, Mmp2, Mmpg, Colzaz, Col3a1, Vefg y Scx,

en el tendon de Aquiles con tendinopatia de la rata tras la aplicacion de la técnica EPI.

6.  Describiry analizar los cambios histoldgicos y moleculares, en los mismos genes
estudiados tras la aplicacion de la técnica EPI, que se producen tras la técnica de
puncidn con aguja en un grupo de ratas con tendon de Aquiles sano y en otro grupo
con tendinopatia. Comparar estos resultados con los obtenidos tras la aplicacion de la

técnica EPI.
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Material y Métodos

Declaracién de Etica

Todos los procedimientos y protocolos experimentales se llevaron a cabo
cumpliendo la normativa legal europea (Directiva 2010/63/UE) y espanola vigente (RD
53/2013, BOE 34/11370-421, 2013), en la que se establecen las normas basicas aplicables
para la proteccion de los animales utilizados en experimentacion y otros fines

cientificos.

Todos los experimentos e intervenciones se realizaron en el Instituto de
Neurociencias de Castillay Ledn (INCYL), perteneciente a la Universidad de Salamanca,

con el informe favorable del Comité de Bioética Animal de esta Institucion.

Se hicieron todos los esfuerzos para minimizar el nUmero de animales utilizados
y su posible sufrimiento haciendo un cuidadoso disefio de los grupos de trabajo. Se
cumplieron las condiciones de alojamiento, luz y temperatura exigidas en el RD
1201/2005 sobre proteccion de animales utilizados en experimentacion y otros fines

cientificos.

1. ANIMALES Y DISENO EXPERIMENTAL

Los animales de experimentacion empleados para el desarrollo de este trabajo
de investigacion fueron un total de 33 ratas macho Sprague Dawley, Rattus norvegicus,
de 8 semanas de edad y un peso aproximado de 250 g, procedentes de Charles River,
Barcelona, Espafia. Se mantuvieron en el estabulario del INCYL en condiciones
adecuadas, tanto higiénicas como de climatizacion y de humedad, con ciclos de

luz/oscuridad (12/122 h) y alimentadas con dieta sdlida estandar y agua.

Para el estudio, se decidio utilizar el tenddn de Aquiles de las patas traseras (Fig.
20), por ser muy superficial y de facil abordaje para aplicar, con el menor sufrimiento
posible al animal, los procedimientos de induccidon de tendinopatia con inyeccion de

colagenasa, y de intervencion con la técnica EPly con puncidn con aguja (PA).
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TENDON DE AQUILES

Figura 20. Anatomia del tendon de Aquiles de una pata trasera de la rata.

Los animales se dividieron en 3 grandes grupos de estudio: un grupo control (con
solucion salina inyectada en el tendon de Aquiles); otro grupo con tendinopatia
inducida con la enzima colagenasa y estudiado a corto plazo, en concreto, una Unica
semana de supervivencia tras inyeccion de colagenasa; y otro grupo con tendinopatia
inducida con colagenasa cuya supervivencia fue de cuatro semanas post-inyeccion.
Estos 3 grupos, a su vez, se dividieron en 3 subgrupos cada uno de ellos, para estudiar
histoldgica y molecularmente algunos de los procesos fisioldgicos que tenian lugar tras
la aplicacion de los procedimientos EPIl y de PA (ver la totalidad de los grupos en la Fig.

21).

76



Material y Métodos

Semanas 0 1 2 3 4

Grupos Inyeccion de  Tratamiento Eutanasia Tratamiento Tratamiento Eutanasia
Experimentales colagenasa con EPlo ok con EPlo con EPlo

Ne simbolo PA®) PA™) PA™)

1 c* i i
2 1T A T

3 2T A T
4 EPI v v v T
5  1T+EPI A v ¥

6 2T+EPI A ' ) v T
7 PA V@ V@ V@ +
8  1T+PA A Ve ¥

9 2T+PA A v v V& T

Figura 21. Disefio experimental con las 33 ratas. El grupo experimental Control (C) fue sometido a inyeccién con solucion salina (*). Animales sacrificados después de la

primera semana (**). (1) Eutanasia. (A) Inyeccién con colagenasa. ( V) Tratamiento con EPl o PA @
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Como se muestra en la Figura 21, la totalidad de los animales se dividieron en g grupos

experimentales.

e Grupo 1, Control (C), animales sin patologia tendinosa sometidos a una
inyeccion de solucion salina (ver procedimiento mas adelante) en el
primer dia de experimentacion, con un tamafo de muestra de 6 ratas;
sacrificados, un subgrupo de ellos (n = 3), a la semana post-inyeccion, y
otro subgrupo (n = 3) a la cuarta semana post-inyeccion.

e Grupo 2, Grupo 1T, ratas con una tendinopatia en el tenddn de Aquiles
inducida con una inyeccidon de enzima colagenasa en el primer dia de
experimentacion (ver el método empleado en los apartados siguientes)
y sacrificadas a la semana (n = 3).

e Grupo 3, Grupo 2T, animales con una tendinopatia en el tendon de
Aquiles inducida con la inyeccion de colagenasa en el primer dia de
experimentacion y sacrificados a la cuarta semana (n = 3).

e Grupo 4, Grupo EPI, ratas sin patologia tendinosa tratados durante 3
semanas consecutivas con una sesion de EPI semanal (ver procedimiento
en los siguientes apartados) y sacrificadas a la semana de ésta Ultima, la
cuarta semana (n = 6).

e Grupo 5, Grupo 1T+EPI, animales con una tendinopatia en el tendon de
Aquiles inducida con la inyeccion de colagenasa en el primer dia de
experimentacion y tratados a la semana con una Unica sesion de EPI,
sacrificandolos posteriormente a las 3 h de ésta (n = 3).

e Grupo 6, Grupo 2T+EPI, ratas con una tendinopatia en el tendon de
Aquiles inducida con la inyeccion de colagenasa en el primer dia de
experimentacion y tratadas durante 3 semanas consecutivas con una
sesion de EPI semanal, sacrificandolas posteriormente a la semana de
esta Ultima, la cuarta semana (n = 3).

e Grupo 7, Grupo PA, animales sin patologia tendinosa tratados durante 3
semanas consecutivas con una Unica sesion de puncion con aguja
semanalmente y sacrificados a la semana de esta Ultima, la cuarta

semana (n = 3).
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e Grupo 8, Grupo 1T+PA, ratas con una tendinopatia en el tendon de
Aquiles inducida con la inyeccion de colagenasa en el primer dia de
experimentacion, tratadas a la semana con una Unica sesion de puncion
con aguja y sacrificados a las 3 h de ésta (n =3).

® Grupo 9, Grupo 2T+PA, animales con una tendinopatia en el tendon de
Aquiles inducida con la inyeccion de colagenasa en el primer dia de
experimentacion y tratados durante 3 semanas consecutivas con una
sesion de puncion con aguja por semana, sacrificandolos a la semana de

ésta Ultima, la cuarta semana (n = 3).

2. PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS

2.1. INDUCCION DE TENDINOPATIA CON COLAGENASA

La enzima colagenasa es una metaloproteinasa con capacidad de degradar el
colageno deltejido conjuntivo. Se emplea, entre otros usos, en el desarrollo de modelos
animales experimentales in vivo que simulen las tendinopatias humanas, ya que se ha
demostrado que tras su inyeccion en el tenddn se induce la degradacion de su

arquitectura, situacion similar a la observada en este tipo de patologia en el humano [4,

27, 50].

Este tipo de procedimiento se realizd bajo sedacion mediante una camara de
induccion de anestesia con un vaporizador de isoflurano ajustado entre el 4%y el 5%y
un medidor de flujo de oxigeno entre el 0.5y 1 L/min. Tras anestesiar e inmovilizar a los
animales, se les inyecto un total de 250 U (30 pL) de la colagenasa (bacteriana tipo |;
Sigma-Aldrich) reconstituida en 0.9% de solucion salina previamente filtrada para
esterilizacion con un filtro de 0.22 pm (Nalgene). La inyeccion se realizd por via
percutanea con una aguja de 30 g a unos 2 mm de la UOT del tenddn de Aquiles de la
rata. Posteriormente, se observo que el area de inyeccidon y la zona articular no

mostraron signos de infeccion, edema, ni enrojecimiento.
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2.2. INYECCION DE SUERO SALINO

Para comprobar el efecto de la induccion de la tendinopatia mediante la
inyeccion de la metaloproteinasa colagenasa, se compararon los resultados obtenidos
a nivel histoldgico y molecular con los mostrados en el grupo experimental control (C),
al que se le inyecto suero salino (solucion estéril de cloruro de sodio al 0.9% en agua) en
mismo tiempo y forma que lo realizado con la enzimay descrito en el apartado anterior.
Eldreadeinyeccidony lazona deltobillo, aligual que con la enzima colagenasa, tampoco
mostraron signos de infeccion, ni edema ni enrojecimiento después de este tipo de

inyeccion.
2.3. ELECTROLISIS PERCUTANEA INTRATISULAR

Del mismo modo al realizado en los 2 anteriores procedimientos, en primer
lugar, los animales sometidos a la terapia con EPI (ver Fig. 21) fueron sedados en la
camara y, seguidamente, una vez retirada de ésta, se les colocd una mascarilla que
permitia mantener las condiciones anestésicas durante todo el tiempo que fuera
necesario para aplicar este tipo de procedimiento. Cada una de las ratas fue posicionada
en decubito prono, con la articulacion del tobillo de la pata trasera a tratar colocada en
un angulo de go° de flexidn, para mantener, en todo momento, al tendon de Aquiles
con una adecuada tension. Finalmente, se preparo la piel con alcohol isopropilico, como

refuerzo a la accion bactericida del sistema EPI.

Paralaaplicacion de latécnica terapéutica comotal, se utilizé el dispositivo EP1®
(Epiadvanced, Barcelona, Espafa) con certificado desarrollado por Directiva
93/42/CEE. El electrodo positivo, el anodo, necesario para cerrar el circuito eléctrico, se
fijo con una cincha en contacto directo con la cola de la rata, comprobandose
posteriormente que el aparato emitia correctamente. Por otra parte, el electrodo
negativo, el catodo, el que ejercia verdaderamente el efecto bioldgico, consistia en un
bisturi electroquirdrgico modificado con un terminal de aguja estéril de acupuntura,
solida, con punta flexible y no cortante, de 0.3 mm de didametro y 0.25 mm de longitud

(Agupunt, Barcelona, Espana).
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Para el estudio llevado a cabo en esta tesis doctoral se decidid realizar en cada
aplicacion de la técnica EPI 3 punciones intratendon a 2 mm de la UOT, con el paso de
la corriente a una intensidad de 3 mA durante 4 s por aplicacidn; pardmetros sugeridos
por el autor de la técnica para el tratamiento de las tendinopatias [342, 344]. Como se
muestra en la Figura 22, la aguja se insertd con un angulo aproximado de 70° a la piel

con la punta de la aguja dirigida hacia el calcaneo.

Figura 22. Aplicacidn de la técnica EPI en tenddn de Aquiles de la rata.

Como se muestra en la Figura 21, este protocolo de EPI se realizo:

e 3veces, con un intervalo de una semana entre intervencion e intervencion,
en el grupo EPI, y posterior eutanasia [sobredosis de pentobarbital sédico
intraperitonealmente al 25% (p/v; Vetoquinol, Francia)] a la semana de la
Ultima aplicacion.

e UnaUnicavezen el grupo 1T +EPI y posterior eutanasia a las 3 h.

e 3veces, con un intervalo de una semana entre intervencion e intervencion,

en el grupo 2T+EPI y posterior eutanasia a la semana de la Ultima aplicacion.

2.4. PUNCION CON AGUJA

La necesidad de diferenciar entre los mecanismos fisioldgicos que se
desencadenan por el efecto mecanico de la puncion con una aguja y los que son
atribuibles al paso de corriente galvanica, producidos por la propia técnica EPI, justificd
la obligatoriedad de incluir el grupo control de puncidn con aguja (PA; ver Fig. 21) en

este estudio. De este modo, se pudo analizar comparativamente los efectos
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producidos, a nivel histoloégico y molecular, y con los mismos tiempos, en el tendén

aquileo de la rata tras la aplicacion de la PAy la de la terapia EPI.

En relacidn con el protocolo de actuacion del tratamiento con PA, la sedacion,
preparacion y colocacion de la rata fue el mismo que para el procedimiento de
intervencion de la técnica EPI. Para la puncion se usaron las mismas agujas que en las
actuaciones con EPI, agujas estériles de acupuntura, de 0.3 mm de diametroy 0.25 mm
de longitud (Agupunt, Barcelona, Espafia), solidas, con punta flexible y no cortante.
Asimismo, se realizaron 3 punciones intratendon a 2 mm de la union osteotendinosa en
el tendon de Aquiles, con una angulacion de 70° con la punta de la aguja dirigida hacia

el calcaneo. Este protocolo de puncion se realizo:

e 3veces, con un intervalo de una semana entre intervencion e intervencion,
en el grupo PA, y posterior eutanasia (con el mismo método descrito
anteriormente) a la semana de la Ultima aplicacion.

e Una Unicavezen el grupo 1T+PA y posterior eutanasia a las 3 h.

e 3veces, con un intervalo de una semana entre intervencion e intervencion,

en el grupo 2T+PA, y posterior eutanasia a la semana de la Ultima aplicacion.
3. MATERIAL BIOLOGICO Y TECNICAS EXPERIMENTALES

Tras cada tratamiento (EPI y PA), durante los tiempos estipulados, se llevo a
cabo la eutanasia de las ratas y la toma de las muestras de tejido (tenddn de Aquiles).
Este procedimiento de extraccion se realizo tratando de minimizar el dafio, tanto a la
rata como al tenddn, manipulando lo minimo posible el tejido. Asi, los 2 tendones de
Aquiles de cada una de las patas traseras de las ratas fueron extraidos mediante
diseccion con bisturi estéril quirlrgico, con un abordaje desde la insercion
osteotendinosa en calcaneo hasta la union musculo-tendinosa en gemelo y séleo (Fig.
23). Seguidamente, las muestras de tejido se prepararon de formas distintas
dependiendo del tipo de estudios que se querian realizar con ellas, histolégicos o
moleculares. Por un lado, las biopsias destinadas a estudios histoldgicos fueron
sumergidas rapidamente en 2-metilbutano (isopentano; Panreac QUIMICA, Espaia),

congelados en flotacion sobre nitrogeno liquido directamente en O.C.T. (Tissue-Tek®,
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VWR International Eurolab; medio de montaje donde se encastra el tejido para su
posterior corte en criostato) y almacenados a -80° C hasta su uso. Por su parte, las
muestras tendinosas destinadas a los estudios de expresidon génica se embebieron en

1 mL de Trizol® y se congelaron a -80° hasta su uso.

Figura 23. Extraccion de tenddn de Aquiles y preparacion de la muestra para uso histoldgico.

3.12. TECNICAS HISTOLOGICAS

Las muestras de los tendones encastradas en medio O.C.T., adecuando su
orientacion durante el proceso de congelacion para lograr un corte optimo, se
seccionan en el criostato (Modelo HMs50, Thermo Fisher Scientific) con un grosor de
10 um, adhiriendo cada una de estas secciones en portaobjetos con poli-L-lisina

(Menzel-Glazer) y almacenandolos a -20°C hasta su uso (técnicas histoldgicas).

3.1.1. TINCION DE HEMATOXILINA Y EOSINA

Una de las técnicas mas utilizadas en la histologia animal es la tincién de
hematoxilina y eosina [366]. Las caracteristicas de sus compuestos hacen posible
observar al microscopio dptico las células individualizadas y sus nucleos, que se tifien
de forma diferenciada. De la planta leguminosa Haematoxylum campechianum se
extrae una sustancia que al oxidarse adquiere un color morado, y para aumentar su
capacidad colorante (actuar como mordiente) se combina con iones metalicos de hierro
o aluminio, consiguiéndose asi la hematoxilina. Este colorante se une intensamente a
las cargas negativas (aniones), como los acidos nucleicos (ADN y ARN) tiflendo de color
azul los nucleos. Por su parte, la eosina de color rosa, rojo o fucsia, dependiendo del

tiempo de la tincion y de los lavados que se dé a la muestra, se obtiene de la interaccion
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del bromo con la fluoresceina, conteniendo cargas negativas que producen que este
colorante se una a compuestos con cargas positivas, es decir, basicos, como el

citoplasma.

Basandose en esta capacidad de tincion diferenciada, se decidio utilizar esta
tincion de hematoxilina-eosina en el estudio de esta tesis doctoral aprovechando la
posibilidad que ofrece dicho tinte de poner de manifiesto caracteristicas generales y
aspectos estructurales especiales del tejido tendinoso y muscular, permitiendo

observar la morfologia del colageno, los nicleos de los tenocitos y las fibras musculares

[195].
Las soluciones utilizadas en el protocolo de tincion fueron:

e Solucion de hematoxilina de Carazzi: 1 g de hematoxilina cristalizada (C.I.
75290), 50 g de sulfato aluminico, 0.2 g de yodato potasico, 200 mL de
glicerina, una cucharada de postre de cristales de timol y 8oo mL de agua
destilada. Se tritura el sulfato aluminico en un mortero hasta reducirlo a
polvo. Seqguidamente, el polvo junto al resto de componentes pesados y el
agua destilada se disuelven en un agitador, y se afnaden finalmente la
glicerinay los cristales de timol.

e Solucion de eosina: 1% de eosina amarillenta (C.I. 45380; 0.5 g en 50 mL),
floxina B 1% (0.5 g en 5o mL), 2 mL de acido acético glacial y 375 mL de etanol

96°.
Por su parte, el procedimiento de tincion fue el siguiente:

1. Fijacion en formol 4X durante 10s.

2. Hidratacion de las secciones de tejido depositadas en portaobjetos con
agua destilada durante 5 min.

3. Tincidn con la solucion de hematoxilina de Mayer durante 5 min.

4. Lavados en agua corriente durante 15 min para diferenciar.

5. Tincion con la solucion de eosina al 0.2% durante 2 min.
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6. Deshidratacion en una bateria de alcoholes (etanol 70°, etanol g96°,
etanol absoluto, mezcla al 50% de etanol absoluto y xileno, y un Ultimo
paso en xileno) durante 5 min cada paso.

7. Montaje en medio de montaje.
3.1.2. TINCION CON SAFRANINA O

La safranina (también llamada dimetil safranina, safranina O ¢ rojo basico 2), es
un colorante bioldgico que se usa para diferenciar una estructura celular previamente
tefida con otro colorante. Al ser una molécula cargada positivamente (cation) es capaz
de combinarse con elementos celulares de cargas negativas. Como colorante de
contraste se puede utilizar en distintas técnicas histoldgicas que detectan células
enterocromafines del tracto gastrointestinal, el protoplasma y nucleo de
microorganismos patogenos. Asimismo, se utiliza en la identificacion de procesos
degenerativos como la osteoartritis y tendinopatias, ya que éste se une por cargas a los
grupos carboxilo y a los grupos sulfato (ambos con carga negativa) de los
glicosaminoglicanos (GAGs), como el queratan sulfato y las condroitinas, que se

encuentran en el tejido conectivo del cartilago y los tendones [367].

El protocolo de tincidn con la safranina O empleado en esta tesis doctoral fue el
utilizado por Zhang y Wang (2010) [368], mediante el cual se puede detectar células
individuales de tejido cartilaginoso, proteinas mucinas de los tejidos epiteliales y los
granulos de los mastocitos del tejido conjuntivo. En el caso de la tincion de este tipo de
células, éstas se tifien de color naranja a rojo, los nucleos de negro y el citoplasma de

gris verdoso.
Las soluciones utilizadas en el protocolo de tincion fueron:

e Solucion de hematoxilina férrica de Weigert, compuesta de dos soluciones
que se mezclan a partes iguales: solucion A, hematoxilina [10 g de
hematoxilina cristalizada (C.I. 75290) y oo mL de etanol 80°] y, la solucion B,
cloruro de hierro [20 g cloruro de hierro (Ill), 5 mL de acido clorhidrico al 37%y

475 mL de agua destilada].
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Solucion de colorante verde rapido (Fast Green FCC) al 0.02%: 0.05 g de fast

green en 250 mL de agua destilada.

Solucion de acido acético al 1%: 1 mL de acido acético glacial en 200 mL de

etanol al 70°.

Solucion de safranina O al 1%: mezcla de 1 g de colorante safranina O (C.I.

50240; Sigma, USA; Cat. # HT9o4) y 100 mL de agua destilada.

Solucion de alcohol acido al 1%: mezcla de 5oo mL de etanol 70° y 5 mL de

acido clorhidrico al 1%.

Seguidamente el procedimiento de tincion fue el siguiente:

10.

11.

12.

Fijacion en formol 4X durante 10's.

Hidratacion de las secciones de tejido depositadas en portaobjetos con
agua destilada durante 5 min.

Tincién con la solucion de hematoxilina férrica de Weigert durante 5 min.
Lavados abundantes (al menos 4 cambios en cubetas distintas) en agua
destilada hasta que el exceso del tinte desaparezca.

Diferenciacion con alcohol-acido durante 2 s.

Enjuagues abundantes (al menos 3 cambios) en agua destilada.

Tincion con la solucion de verde rapido al 0.02% durante 1 min.

Lavado en acido acético al 1% durante 30's.

Tincidn con la solucion del 1% de safranina O durante 10 min.
Enjuagues breves en etanol g5°.

Deshidratacion en etanol 95°, 2 cambios en etanol absoluto y 3 cambios
en xilol durante 1 min cada cambio.

Montaje empleando medio de resina.

3.1.3. ADQUISICION DE IMAGENES AL MICROSCOPIO

En la adquisicion de las imagenes obtenidas al microscopio se empled un

microscopio de campo claro Olympus AX-70 al que estaba acoplado un camara digital
Olympus Apogee. Las imagenes obtenidas se procesaron con el programa Adobe

Photoshop CS4 empleando Unicamente los parametros de brillo y contraste.
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3.2. TECNICA DE ANALISIS DE EXPRESION GENICA

3.2.12. EXTRACCION DE ARN

Para la extraccion de los ARNSs total de tejido se empled una modificacion del
método de Chomczynski y Sacchi (1987) [369], usando el reactivo Trizol® (Gibco-Brl).
Para ello, se utilizd 1 mL de Trizol® por cada 100 mg de tejido, y se procedid a su
homogeneizacion mediante el homogeneizador Polytron (Tzo basic Ultra-Turrax, lka,
Alemania). Tras incubacion del preparado durante 5 min a temperatura ambiente, se
realizo una extraccion selectiva de los ARNs totales por separacion de fases mediante
la adicion de 200 pL de cloroformo por cada mL de Trizol® y centrifugacion a 12000 g
durante 15 min a 4°C. El ARN obtenido en la fase acuosa superior se precipitd con un
volumen de isopropanol igual a la mitad del Trizol® utilizado en el primer paso y se
centrifugd a 12000 g durante 10 min a 4 °C. Seguidamente, tras retirar el isopropanol,
el precipitado obtenido se lavd con un volumen de etanol 70° igual al del Trizol®
utilizado en el primer paso y se centrifugd a 7500 g durante 5 min a 4°C. Posteriormente,
después de eliminar el sobrenadante y secar el precipitado que contiene los ARNs, se
resuspendio en agua ultrapura libre de ARNasas, incubandolo a 60°C durante 10 min

para favorecer su disolucion.
3.2.2. PURIFICACION Y CUANTIFICACION DEL ARN

Cada muestra de ARN total se purificd empleando un kit comercial (RNeasy Mini
Kit, Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las instrucciones de fabricante. Por otra parte,
la concentracion de los ARNs totales se determind por espectrofotometria con un
equipo NanoDrop (NanoDrop 2000C espectrofotometro, Thermo Scientific). Este
instrumento realiza esta cuantificacion empleando un analisis espectrografico,
basandose en que los acidos nucleicos absorben luz ultravioleta con un patron
determinado. En concreto, la muestra se somete a luz ultravioleta en la longitud de
onda de 260 nm y el instrumento mide la cantidad de luz que atraviesa la muestra:
cuanta mas luz absorba la muestra, medida a través de su absorbancia, mayor es la
concentracion de acidos nucleicos. Se realizan medidas espectrofotométricas en el

rango ultravioleta (UV), a 230, 260y 280 nm, y se determina la relacion A260/280, cuyo
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dato estima la pureza de la muestra de ARNSs, un valor en torno a 2.0 corresponderia a

una pureza del 100%.

Adicionalmente, se comprobd la integridad (no degradacion) de las muestras de
ARN totales mediante el chip "RNA 6000 NanoLabChip” (Agilent, Palo Alto, CA, USA)
empleando el bioanalizador Agilent 2100 que visualiza, a través de una representacion
denominada electroferograma, las bandas de ARN ribosémico 18Sy 28S, en el caso de
muestras procedentes de eucariotas (Fig. 24). El algoritmo matematico que describe la
integridad de las muestras de ARN total se determina segun la escala RIN (RNA integrity
number), estableciéndose como criterio de muestras de ARN totales optimas

(“integras”, no degradadas) las que muestran una escala de RIN superior a 8.

Total RNA -
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Figura 24. Electroferograma de 2 muestras de RNA: la imagen de arriba muestra un RNA
“integro” (no degradado), con un RIN > 8.0, y laimagen de abajo, una muestra con un RNA

degradado, RIN ~ 5.0.
3.2.3. RETROTRANSCRIPCION

Es una reaccion enzimatica consistente en la sintesis de ADN complementario

(ADNC) utilizando como molde cada uno de los ARNs mensajeros (ARNm), contenidos
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en los preparados purificados de ARNSs totales, producto de la transcripcidon de genes 'y
macromolécula diana en los estudios de expresion génica. Para llevar a cabo esta
reaccion enzimatica se utilizd el kit ImProm-I"™ Reverse Transcripcion System
(Promega) siguiendo las especificaciones del fabricante. Inicialmente se desnaturalizo
por calor (a 70°C) y durante 5 min una solucion de 1 ug de RNA total y 0.5 pug de una
mezcla de 2 tipos de oligonucledtidos cebadores, random hexameros vy
oligonucledtidos (dT).;, tras lo cual se enfrid a 4°C. Sequidamente a esta solucion se
afiadié una mezcla que contenia 1 pL de la enzima transcriptasa reversa ImProm-II™, 4
pL del tampdn 5X ImProm-1I™, MgCl, 2 mM, una mezcla de dNTPs (desoxinucledtidos
trifosfato) 0.5 mM, 20 U del inhibidor de ribonucleasas Recombinant RNasin® y agua
ultrapura libre de ARNasas hasta un volumen final de 20 pL. La reaccidon se sometid
durante 5 min a 25°C, lo que permite que los oligonucledtidos cebadores anillaran con
el ARN molde (ARNm) y, posteriormente, se incubd a 42°C durante 60 min para que la
retrotranscriptasa sintetizara los ADNc (ver esquema general en Fig. 25). Finalmente,

la enzima se inactivé incubando la mezcla de reaccion durante 15 min a 70°C.

5'cap S'cap
\ AAAAAAQ)A 37 \ - AAA@A 3
mRNA mRNA
l 1 Random primers
\ «TTTTTT)T \ -— = -
AAAAAAA)A D AAA(A)A
o 41T
dTTP l Transcriptasa reversa 4GTP l Transcriptasa reversa
4GTP ’
4CTP dCTP
\ \ — — = AAAA)A
AAAAAA(A)LA
[ -
\ <~
AAAAAA(A)LA \ AAA(A)A
cDNA:mRNA cDNA:mRNA

Figura 25. Esquema representativo de la sintesis de ADNc a partir de 2 tipos de cebadores, en la
imagen de la izquierda se utiliza el oligonucledtido (dT).s y, en la de la derecha, los random

hexameros.

3.2.4. PCR CUANTITATIVA

La PCR cuantitativa (qPCR) o PCR a tiempo real es una Reaccion en Cadena de

la Polimerasa (PCR) convencional preparada para poder cuantificar las muestras de
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ADN amplificadas obtenidas con la repeticion de un nimero de ciclos determinado (de
30 a 40 habitualmente), a su vez constituido cada uno de ellos, por 3 mismas etapas en

condiciones de temperatura diferentes ([370]; ver Fig. 26).

(1) desnaturalizacion o separacion de las cadenas de ADN a 94 6 95°C,

(2) anillamiento o union de los oligonucledtidos cebadores especificos del ADN
molde entre los 5o°C y los 65°C, dependiendo de la composicion del
oligonucledtido, y

(3) elongacidn o sintesis de la cadena complementaria al ADN molde por la

accion de una DNA polimerasa entre los 68°Cy 72°C.

Cuarto ciclo
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Figura 26. Esquema de la técnica de PCR convencional en la repeticion de un numero de ciclos
para amplificar un determinado gen de interés (ADN molde) (izq.). Esquema de las 3 etapas que
constituyen un ciclo de la PCR (drcha.).

Por su parte, la qPCR consiste esencialmente en una PCR convencional a la que
se la anade una sonda fluorescente que permite la cuantificacion de los productos de
PCR generados a lo largo de toda la PCR, ciclo a ciclo, mediante un analisis “a tiempo
real”. Este sistema, por tanto, requiere de un termociclador al cual se le acopla un

sistema de deteccion de fluorescencia (Fluorimetro).

Como se muestra en la Figura 27, de las 4 fases de una PCR: base, exponencial,
lineal y “plateau”, la PCR tradicional utiliza para su analisis la Ultima de ellas, mientras
que la gPCR utiliza la fase exponencial como area de deteccion de las muestras. Asi, el
parametro fundamental de analisis en una qPCR es el ciclo umbral (threshold cycle, Ct),

el cual se define como el ciclo al cual la fluorescencia es estadisticamente significativa
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por encima del fondo de ruido (background), concretamente, cuando la fluorescencia
supera 10 veces mas la del fondo. De este modo, el Ct determina el ciclo inicial de
amplificacion en la fase exponencial y es inversamente proporcional al nUmero de

copias iniciales del molde.

Fase Plateau

Fase lineal

z
<
R
(9]
7]
!
o
o
=
] Umbral Fase Exponencial
()
T —
Linea Base
Numero ciclo PCR

Figura 27. La gPCR utiliza la fase exponencial como drea de deteccion de las muestras
a través de su pardmetro fundamental, el ciclo umbral (Ct), marcado con la flecha roja.

Previamente a la realizacion de la cuantificacion de las muestras de ADN
amplificadas, se realizé un analisis de la eficiencia de los oligonucledtidos cebadores
especificos para cada uno de los genes a estudiar (ver al final de este apartado la Tabla
2). De este modo, se establecio el rango dinamico de expresidon de cada pareja de
oligonucledtidos cebadores y también su Eficiencia (E). Mediante este analisis también
se determind el rango de concentracion optima a la cual se podia realizar la
cuantificacion relativa de los niveles de expresion génica para cada uno de los genes.
Para ello, y de forma especifica, se realizé una dilucion de concentraciones seriadas del
ADNCc (100, 10, 1 y 0.1 ng) de cualesquiera de las muestras y grupos experimentales
empleados en esta tesis doctoral y se calcularon los Ct obtenidos para cada una de las
concentraciones dispuestas (Figura 28A). Seguidamente, se representd el logaritmo

decimal de las concentraciones producto de las diluciones seriadas y los Ct obtenidos

91



Material y Métodos

en cada caso (Figura 28B), obteniendo una recta de regresion donde la pendiente (b)

esta directamente relacionada con la Eficiencia (E), calculada seqgun: E = 10 ¢*/?),

e

[ng] e 32

100 15,37

100 15.13 g am

10 18.19

10 18.2

1 21.37 Ct

1 21.46 . \
1.00E-01 24.4

1.00E-01 24.43 Gl

(B)
a0 -
Ct log [ng] [ng]
15.37 2 100 29
15.13 2 100 5 15
18.19 1 10
] 2

21.37 0 1 5 E 108 %
21.46 0 1

o T T
24.4 1 0.1 15 - 05 0 05 1 15 2 25
24.43 1 0.1 log [DNA]

Figura 28 (A y B). Ejemplo de método de andlisis de la Eficiencia y rango dindmico de una
pareja de oligonucledtidos cebadores especificos para un gen a estudiar.

Por otra parte, para la cuantificacion de las muestras de ADN amplificadas se
empleo la sonda fluorescente inespecifica SYBR-Green |, fluorocromo que se une a la
doble hebra de ADN, cuya especificidad viene determinada por el disefio 6ptimo de los
oligonucledtidos cebadores. Por tanto, para determinar la especificidad de los
productos de PCR generados empleando este tipo de sonda, se realizé a posteriori de
la repeticion de ciclos, un analisis de curva de desnaturalizacion. Como se observa en la
Figura 29A, tal curva se obtiene al analizar el nivel de fluorescencia (equivalente a la

concentracion de ADN amplificado en las gPCRs) segun aumenta la temperatura grado
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a grado (en el ejemplo de la figura, de 60°C a los 95°C); en un determinado momento,
el nivel de fluorescencia cae bruscamente siendo indicativo de la temperatura exacta a
la cual se desnaturaliza el ADN amplificado. Si en una determinada muestra
Unicamente se observa un Unico pico de desnaturalizacion en la representacion de la
derivada de la fluorescencia respecto a la temperatura frente a la temperatura
significara que el producto de ADN amplificado es Unico y, por lo tanto, especifico
(Figura 29B); por el contrario, si se detectan varios picos, se habran obtenido una
mezcla de productos de PCR, ADN amplificados, siendo la qPCR inespecifica e invalida

para su uso en la cuantificacion.

Figura 29. Curva de desnaturalizacion de varias réplicas de un mismo tipo de muestra. (A) El eje
de las ordenadas marca la fluorescencia frente al eje de abscisas, la temperatura. (B) El eje de
ordenadas representa la derivada de la fluorescencia respecto a la temperatura frente al eje de
abscisas, la temperatura. En esta Ultima grdfica se observa un Unico pico, por lo tanto, los
productos de gPCRs obtenidos son todos exactamente iguales, es una gPCR especifica.

El procedimiento experimental de la qPCR consistio en mezclar en un volumen

final de 20 pL: 10 pL de Mdster Mix (PCR Master Mix Power SYBR-Green, Applied
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Biosystems), 0.8 pL de cada correspondiente pareja de oligonucledtido cebador (ver
Tabla 2), 7.4 pL de agua ultrapura y 1 pL de la correspondiente muestra de ADNg,
especificas de cada uno de los grupos experimentales utilizados en este trabajo, en la
concentracion establecida segun el rango dinamico de expresidn génica de cada pareja
de oligonucledtidos cebadores (todos los empleados en esta tesis doctoral se han
utilizado a 100 6 10 ng/pL). La reaccion de amplificacion se llevd a cabo en el
termociclador acoplado a un fluorimetro QuantStudioy Flex Real-Time PCR System
(ThermoFisher) utilizando las siguientes condiciones: 20 min a 95°C sequido de 4o ciclos
de 15sa95°Cy30sa60°C. Al final de éstas, se obtuvieron los Ct correspondientes a
cada muestra (replicada 3 veces para minimizar los posibles errores de pipeteo) en cada
grupo experimental (con un minimo de 5 muestrasy un maximo de 6 muestras por cada
uno de estos grupos) y, sequidamente, se ejecuto el programa especifico para analizar
la curva de desnaturalizacion mencionada anteriormente y se verifico la especificidad
de los productos de PCR obtenidos. Asimismo, en los analisis de gPCR del conjunto de
todas las muestras para cada pareja de oligonucledtidos cebadores se anadieron
controles negativos, constituidos por la misma mezcla de reaccion mencionada al

principio de este parrafo con la excepcion del ADNCc.

El tipo de analisis de datos empleado para la cuantificacion de las gPCRs fue el
de cuantificacion relativa, a una condicion dada (“control”), utilizando el método de las
Ct, Util en el caso de que las Eficiencias (E) de las rectas patrdn de los rangos dinamicos
sean muy similares entre las gPCRs de muestras a comparar (variacion maxima de un
10%). De este modo, la E de la qPCR para cada par de cebadores, junto con los valores
del Ct obtenidos, fueron usados para calcular la expresion relativa de cada transcrito
(“fold change”: FC), de acuerdo a la ecuacidn E ~(A¢t"condicién 2"~ ACt *condicion 2) donde la E
se refiere a la eficiencia de la PCR, ACt de cada “condicion” (“condicion 1”, por ejemplo

|\\

el grupo experimental EPI y, “condicion 2", el control) es igual a la Ct del “gen de

interés” — Ct del “control interno, gen enddgeno o housekeeping” [371, 372].

Finalmente, para determinar el gen enddgeno optimo a utilizar en la
cuantificacion de las qPCRs se analizaron los perfiles de expresion de 3 genes
codificantes de la P-actina (f-act), la proteina ribosomica RPL1ig (Rplz9) y el
gliceraldehido 3-fosfatasa deshidrogenasa (Gapdh). Los niveles de expresion de cada
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uno de ellos se midieron por retrotranscripcion qPCR (RT-gqPCR) en todos los grupos
experimentales empleados en esta tesis doctoral y se utilizo el programa NormFinder
[373] para calcular las variaciones de expresion génica intra e intergrupal, concluyendo
qué gen es el mas estable y, en este estudio, se determind que era el gen de la Gapdh

(Tabla 2).
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Lo . Localizacion Lo . Localizacion -
o Secuencia oligonucledtido Secuencia oligonucledtido . Tamafio
Gen N° GenBank* . cadena . cadena abajo . . Ef

cebador cadena arriba arriba * cebador cadena abajo . amplicon
Scx NM 001130508 GAGAACACCCAGCCCAAACA 700-720 CGAATCGCCGTCTTTCTGTC 769-788 89 2.00
Vegf NM_031836 GCAATGATGAAGCCCTGGAG 1271-1290 GCTGGCTTTGGTGAGGTTTG 1338-1357 87 1.97
Cox2 S67722 CCCATGGGTGTGAAAGGAAA 566-586 GGGATCCGGGATGAACTCTC 636-655 90 1.96
Collal NM 053304 GCCTCAGCCACCTCAAGAGA 3681-3701 GGCTGCGGATGTTCTCAATC 3801-3820 140 2.06
Col3al NM_032085 CCAGGACAAAGAGGGGAACC 1194-1213 CCATTTCACCTTTCCCACCA 1277-1297 103 1.99
Mmp?2 NM 031054 ACACCTGACCTGGACCCTGA 615-634 TTCCCCATCATGGATTCGAG 700-719 105 1.98
Mmp9 NM_031055 GCAGGGCCCCTTTCTTATTG 1659-1679 CTGGCCTGTGTACACCCACA 1769-1788 130 2.02
P-act NM_031144 AGCCATGTACGTAGCCATCC 415-434 ACCCTCATAGATGGGCACAG 510-529 115 1.98
Gapdh NM_017008 ACATGCCGCCTGGAGAAACCT 805-824 GCCCAGGATGCCCTTTAGTGG 874-894 90 1.96
Rpl19 NM 031103 TCGCCAATGCCAACTCTCGTC 123-143 AGCCCGGGAATGGACAGTCAC 191-211 89 2.07

Tabla 2. Oligonucledtidos cebadores empleados en las gPCRs. (*) Localizacion de oligonucledtido en la secuencia del GenBank correspondiente. (*)
Eficiencia (E) del oligonucledtido cebador. Abreviaturas: Escleraxis (Scx), factor de crecimiento vascular endotelial (Vegf), cyclo-oxygenase 2 (Cox2),
colagenos tipo | y tipo Ill (Colzaz y Col3a1), metaloproteinasas de la matriz 2 y 9 (Mmp2 y Mmpg), S-actina (f-act), gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (Gapdh) y 60S ribosomal protein L19 (Rpl19).
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Resultados

Con el objeto de conocer, en primer lugar, las variaciones histoldgicas

detectadas al comparar los distintos grupos experimentales empleados en esta tesis

doctoral y, en segundo lugar, analizar los perfiles de expresion génica mostrados en los

mismos grupos experimentales, desde un punto de vista didactico se analizaron

pormenorizadamente 4 tipos de comparativas:

C vs. 1T: Mediante esta comparativa se pudo determinar el efecto que tuvo, a
nivel histoldgico y molecular, la inyeccion de colagenasa transcurrida una Unica
semana (aT).

C vs. EPI vs. PA: En esta comparativa se pudieron observar las variaciones
histoldgicas y moleculares al realizar un tratamiento con EPIl en un tendon sano
durante 3 semanas consecutivas, frente a un mismo tejido que no recibid
tratamiento alguno (grupo control, C) o el que recibido durante ese mismo
tiempo, tratamiento con puncidn con la misma aguja que se emplea en la EPI sin
aplicar corriente eléctrica alguna (grupo puncion con aguja, PA).

1T vs. 2T+EPI vs. 1T+PA: Con esta comparativa se pudieron determinar las
histologias y perfiles moleculares de los genes diferencialmente expresados en
las ratas con tendinopatias tratadas con EPI, una semana post-inyeccion de
colagenasa, con una Unica sesion y sacrificadas a las 3 horas (1 T+EPI) frente a los
que, en los mismos tiempos, no recibieron tratamiento alguno, tendinosas (1T),
o recibieron un Unico tratamiento con puncion con aguja tal y como se indicé
anteriormente (2 T+PA).

2T vs. 2T+EPI vs. 2T+PA: En esta comparativa se pudieron detectar las
variaciones histologicas y diferencias de expresion en los genes estudiados en
los grupos con tendinopatia tratados con EPI durante 3 semanas consecutivas
post-inyeccion de colagenasa (2T+EPI) frente a los que, en los mismos tiempos,
no recibieron tratamiento alguno, tendinosos (2T), o recibieron el tratamiento

con 3 sesiones de puncion con aguja (2T+PA).
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1. ANALISIS HISTOLOGICO COMPARATIVO

1.1.Cvs. 2T

Como se observa en las Figuras 30 y 31, tanto en la tincion con hematoxilina-
eosina como en la de la safranina O, se pudo detectar que la inyeccion de colagenasa
intratendinosa en el tendon de Aquiles transcurrida una semana (1T) en comparacion
con la del grupo control (C), provocaba un dafio tisular significativo. En concreto, la
imagen con tincion de hematoxilina-eosina de un tenddn sano, muestra una estructura
con un patron celular altamente organizado, donde las células tendinosas, es decir, los
tenocitos, aparecen alineadas y empaquetadas entre los haces de colageno,
constituidos por fibrillas de didametro variable y alineados con respecto al eje
longitudinal del tenddn determinado por la direccion de traccion (Fig. 30A). Por el
contrario, en la muestra representativa del tenddn de Aquiles tras una semana de la
inyeccion de colagenasa intratendinosa (grupo 1T), se observa un notable aumento del
numero de tenocitos, asi como una apreciable desalineacion de las fibras de colageno
y unincremento de la vascularizacion (Fig. 30B); por consiguiente, la comparativa entre
ambas imagenes, constata un dafio tisular significativo, detectdndose una notable

alteracion con pérdida de organizacion de la ECM.

Figura 30. Tincién de secciones del tenddn de Aquiles con hematoxilina-eosina en 2 grupos
experimentales: C y 1T. (A) Tendon de Aquiles normal; (B) tenddn de Aquiles inyectado con

colagenasa después de una semana. La barra de escala es 50 um.
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Por otra parte, el empleo de la tincion con safranina O (Fig. 31) fue Util para detectar
la formacion de tejido nuevo no tendinoso, particularmente la formacion de tejido
similar al cartilago, detectandose células de este tipo en el tejido con tendinopatia (ver

las células tenidas de rojo en la Fig. 31B).

Figura 31. Tincion de las secciones del tenddn de Aquiles con Safranina O en 2 grupos
experimentales: C y 1T. (A) Tendon de Aquiles normal; (B) tenddn de Aquiles inyectado con
colagenasa después de una semana. La barra de escala es 50 um.

1.2. Cvs. EPl vs. PA

Al analizar las imagenes histoldgicas del grupo de ratas con tenddn de Aquiles
sano que recibio tratamiento con 3 sesiones de EPI, en ambas tinciones, tanto en la
hematoxilina-eosina (Fig. 32) como en la Safranina O (Fig. 33), se objetivo la presencia
de infiltrado tisular con células inflamatorias, en concreto, leucocitos tipo linfocitos y
monocitos, y nuevos vasos sanguineos, de pequefio tamafio, correspondientes a
neoangiogénesis (Figs. 32 B-E; 33 B-C). Por su parte, en laimagen histoldgica del grupo
tratado con 3 sesiones de puncion con aguja (PA), no se observaron cambios resefables
en las caracteristicas histoldgicas del colageno ni la presencia de células inflamatorias,

destacando solamente la presencia de algun vaso sanguineo aislado (Figs. 32F y 33 D).
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Figura 32. Tincidn de secciones del tenddn de Aquiles con hematoxilina-eosina en 3 grupos
experimentales: C, EPl y PA. (A) Tenddn de Aquiles normal; (B-E) tenddn de Aquiles normal
tratado durante 3 semanas consecutivas con EPI. En la imagen C, la zona del asterisco muestra
aumentada en (D) un leucocito tipo linfocito, y la zona con 2 asteriscos muestra aumentada en
(E) un leucocito tipo monocito. (F) tendon de Aquiles normal tratado durante 3 semanas

consecutivas con la técnica de puncion. Barra de escala: 50 um (A-C y F) y 10 um (D-E).
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Figura 33. Tincion de las secciones del tendon de Aquiles con Safranina O en 3 grupos
experimentales: C, EPl y PA. (A) Tenddn de Aquiles normal; (B-C) tenddn de Aquiles normal
tratado durante 3 semanas consecutivas con EPI; (D) tenddn de Aquiles normal tratado durante 3

semanas consecutivas con la técnica de puncidn. La barra de escala es 50 ym.

1.3.1T vs. 1T+EPl vs. 1T+PA

El analisis de las imagenes obtenidas, con el mismo tipo de tinciones
mencionadas anteriormente, en este tipo de comparacion demostrd que, una Unica
sesion de tratamiento con EPI una semana post-inyeccion de colagenasa (1T+EPI), no
producia un cambio especialmente significativo sobre las caracteristicas histologicas
del colageno ni sobre el aumento de la vascularizacion que mostraba el grupo de ratas
con tendinopatia que no habia recibido tratamiento (a2T) ya que, en ambos grupos
experimentales, se apreciaba la desalineacion de las fibras de coldgeno vy la
neoangiogénesis (Figs. 34A-C; 35A-C). Sin embargo, si se objetivo en el grupo 1T+EPI
la presencia de células inflamatorias, células que no estaban presentes en el grupo 1T.
Por su parte, no se observaron diferencias histoldgicas apreciables entre el grupo de
ratas con tendinopatia tratadas con una Unica sesion de puncidn con aguja (2 T+PA)

respecto al grupo 1T (Figs. 34A, D; 35A, D).
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Figura 34. Tincidn de secciones del tenddn de Aquiles con hematoxilina-eosina en 3 grupos
experimentales: 1T, 1T+EPI y 1T+PA. (A) Tenddn de Aquiles inyectado con colagenasa después de

una semana; (B-C) tenddn de Aquiles inyectado con colagenasa después de una semana y
tratado con una sola sesién de EPI; (D) tenddn de Aquiles inyectado con colagenasa después de
una semana y tratado con una sola sesién de puncidn con aguja. La barra de escala es 50 ym.
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Figura 35. Tincidn de las secciones del tenddn de Aquiles con Safranina O en 3 grupos

experimentales: 1T, 1T+EPl y 1T+PA. (A) Tenddn de Aquiles inyectado con colagenasa después de
una semana; (B-C) tenddn de Aquiles inyectado con colagenasa después de una semana y

tratado con una sola sesion de EPI; (D) tendon de Aquiles inyectado con colagenasa y después de
una semana tratado con una sola sesion de puncidn con aguja. La barra de escala es 50 um.

1.4. 2T vs. 2T+EPl vs. 2T+PA

En primer término, en el analisis al microscopio de las muestras con tincion de
hematoxilina-eosina y con safranina O del grupo 2T (animales con una tendinopatia en
el tendon de Aquiles inducida con la inyeccion de colagenasa en el primer dia de
experimentacion y sacrificados a la cuarta semana) se observo un notable incremento
del numero de células (tenocitos), una pérdida de organizacion de la ECM con
desalineacion de las fibras de colageno y una marcada neovascularizacion (Figs. 36A;
37A). Por consiguiente, estos hallazgos se correspondian a una imagen histologica
compatible con wuna desorganizacion y degeneracién tendinosa sin signos

inflamatorios.
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Por otra parte, el analisis comparativo de las muestras histoldgicas del
mencionado grupo experimental (2T) respecto a las del grupo de tendones de Aquiles
con tendinopatia post-inyeccion de colagenasa tratados con EPI durante 3 semanas
consecutivas (2T+EPI) y las del grupo tratado, en los mismos tiempos, Unicamente con
puncion con aguja (2T+PA), mostrd que, a nivel histologico, no se apreciaban cambios
significativos en las caracteristicas generales de las fibras de colageno ni sobre el
aumento de la vascularizacion en el grupo 2T+EPI ni en el grupo 2T+PA, respecto al
grupo 2T. Pero cabe destacar, la presencia Unicamente en el primero de los grupos
(2T+EPI) de marcados signos inflamatorios, en concreto, de células tipo leucocitos
(Figs. 36B-C; 37B-C). Ademas, en dicho grupo, eran detectables los sitios de inyeccion

del tratamiento con EPI (Figs. 36B; 37C).

Figura 36. Tincion de secciones del tenddn de Aquiles con hematoxilina-eosina en 3 grupos
experimentales: 2T, 2T+EPI y 2T+PA. (A) Tenddn de Aquiles inyectado con colagenasa después
de un mes; (B-C) tenddn de Aquiles inyectado con colagenasa y después tratado con EPI durante
3 semanas consecutivas. En la imagen C se muestra con flechas algunas células tipo leucocitos

detectadas, (D) tendon de Aquiles inyectado con colagenasa y después tratado con puncion
durante 3 semanas consecutivas. Barra de escala: 50 um (A-B, D) y 20 um (C).
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Figura 37. Tincion de las secciones del tenddn de Aquiles con Safranina O en 4 grupos
experimentales: 2T, 2T+EPl y 2T+PA. (A) Tendodn de Aquiles inyectado con colagenasa después
de un mes; (B-C) tenddn de Aquiles inyectado con colagenasa y después tratado con EPI durante
3 semanas consecutivas; (D) tenddn de Aquiles inyectado con colagenasa y después tratado con
puncién durante 3 semanas consecutivas. La barra de escala es 50 ym.

2. ANALISIS DE EXPRESION GENICA

Previo a la presentacion de los resultados obtenidos en el analisis de las
variaciones de expresion de los genes mostradas entre los distintos grupos
experimentales sometidos a estudio, una breve resena de los siete genes elegidos en

los estudios a realizar en esta tesis doctoral.

e Ciclooxigenasa 2 (Cox2): es un importante mediador de los procesos
inflamatorios e inductor de la expresion de proteinasas como las
metaloproteinasas de la matriz (MMP) e inhibidores tisulares de las

metaloproteinasas (TIMP);
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e  Mmp2, Mmpg, Col1za1y Col3az: son 4 componentes claves en la ECM de
los tendones;

e Factor de crecimiento endotelial vascular (Vefg): es un potente
estimulador de la angiogénesis y de la permeabilidad vascular;

e Esclerasis (Scx): es un gen clave en el desarrollo embrionario de los
tenocitosy, en la edad adulta, también en los procesos de remodelacion

del tendon.

En primer lugar, analizando la expresion génica de estos genes seleccionados
empleando los resultados obtenidos con la técnica de RT-qPCR, se demostro que el
tendon de Aquiles, independientemente de su estado u opcion de tratamiento,
expresaba todos estos genes (Figs. 38-41). Sequidamente se indican los resultados

obtenidos del analisis exhaustivo de las comparativas anteriormente citadas.

2.1.Cvs. AT

Como se puede observar en la Figura 38, en el grupo de ratas tendinopaticas una
semana después de la inyeccion de colagenasa (2T) se detectdé un aumento
estadisticamente significativo en la expresion génica de todos los genes a estudio
(Cox2, Mmp2, Mmpg, Coliaz, Col3az, Vefg y Scx) en comparacion con la expresion

obtenida en el grupo control (C) (ver también los datos numéricos en la Tabla 3).

2.2. Cvs. EPl vs. PA

Analizando los niveles de expresion génica del grupo de ratas con tendon de
Aquiles sano que recibieron tratamiento con EPI frente a los niveles del grupo que no
recibio tratamiento alguno (EPI vs. C), se demuestra que el tratamiento con EPI produce
un incremento estadisticamente significativo de la expresion de los genes Cox2, Mmpg
Colzaz, Col3azy Scx (Fig. 39A, C-E, G; Tabla 4). Por otra parte, Mmp2y Vefg también
presentaban un incremento de su expresion, aunque no era estadisticamente

significativo (Fig. 39B, F; Tabla 4).

En el caso de la comparativa del efecto génico que se produjo en los tendones
sanos tratados con EPI respecto al grupo tratado con puncion con aguja (EPI vs. PA), se
detecté que los genes Cox2, Mmpg, Coliai, Col3az y Scx estaban sobreexpresados
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significativamente en el grupo EPI (Fig. 39 A, C-E, G; Tabla 4). En el caso de Mmp2, su
nivel de expresion también estaba incrementado, aunque no era estadisticamente
significativo (Fig. 39B; Tabla 4). Por su parte, en el gen Vefg no se apreciaba ningun tipo

de variacion de su expresion en la misma comparativa (Fig. 39F; Tabla 4).

Finalmente, la comparacion del grupo de ratas con tendones sanos respecto al
grupo tratado con puncion (C vs. PA) mostro que, en el grupo tratado con la puncidn
con aguja, los genes Cox2, Mmp2, Col3a1 y Scx presentaban un incremento de su
expresion estadisticamente significativo; no obstante, este incremento no era tan alto
como el que se presentaba en el caso del tratamiento con EPI (Fig.39A-B, E, G; Tabla
4). Mmpg, Coliaz y Vegf también presentaban un ligero incremento en la misma

comparativa, pero sin significacion estadistica (Fig.39C-D, F; Tabla 4).

2.3.1T vs. 1T+EPI vs. 1T+PA

Las ratas con tendinopatia tratadas con EPI durante una Unica sesion una
semana después de la inyeccion de colagenasa (1T+EPI) mostraron unos niveles de
expresion estadisticamente significativos de Vefg y Scx, aumentados y disminuidos,
respectivamente, respecto a los detectados en el grupo tendinopatico sin tratar (1T+EPI
vs. 1T) (Fig. 40F-G; Tabla 5). Asimismo, en la misma comparativa, los niveles de
expresion de Cox2 y Mmp2 también se detectaron aumentados y disminuidos,
respectivamente, aunque estas variaciones no fueron estadisticamente significativas (p
valor: 0.052y 0.06, respectivamente) (Fig. 40A-B; Tabla 5). Finalmente, tampoco hubo
cambios estadisticamente significativos en los niveles de expresion génica de Mmpg,

Colzazy Col1a3 en esta primera comparativa (Fig. 40C-E; Tabla 5).

Por otra parte, analizando la comparativa de los niveles de expresion de los 7
genes a estudio entre el grupo tendinopatico tratado con EPI una semana post-
inyeccion de colagenasa (1T+EPI) y el tratado, del mismo modo, con una Unica sesion
de puncidn con aguja (2T+PA), se determind un incremento de la expresion de Cox2 y
Vefg a favor del grupo 1T+EPI, aunque soélo el segundo de ellos fue estadisticamente
significativo (p valor 0.059 y < 0.001, respectivamente) (Fig. 40A, F; Tabla 5). Por el
contrario, en esta misma comparacion, mostraron un descenso estadisticamente

significativo los valores de Mmp2 y Scx en las ratas tratadas con EPI respecto a la
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tratadas con la puncidn con aguja (1 T+EPI vs. 1T+PA) (Fig. 40B, G; Tabla 5). El resto de
los genes (Mmpg, Colzaz y Col3a1) estaban ligeramente desregulados, pero ninguno lo

estaba estadisticamente significativos (Fig. 40C-E; Tabla 5).

Finalmente, la comparativa de las ratas con tendinopatia tratadas con la
puncion con aguja (2 T+PA) respecto a las no tratadas (2T) mostrd que no habia ningun

tipo de variacion de expresion en ninguno de los genes estudiados (Fig. 40; Tabla 5).

2.4.2T vs. 2T+EPIl vs. 2T+PA

En la comparacion del grupo con tendinopatia tratado con EPI durante el mismo
tiempo y forma respecto al mismo grupo patoldgico que no habia recibido tratamiento
alguno (2T+EPI vs. 2T) se detecta que los genes Cox2, Mmpg y Vefg estaban
sobreexpresados estadisticamente en el grupo tratado con EPI con respecto al grupo
no tratado (2T) (Fig. 41A, C, F; Tabla 6). También, en esta misma comparacion, Mmp2,
Colzaz, Col1a3 y Scx presentaban incrementados sus niveles de expresion, aunque no
eran estadisticamente significativos (p valor 0.079, 0.071, 0.067 y 0.469

respectivamente) (Fig. 41B, D, E, G; Tabla 6).

Analizando la comparacion entre el grupo con tendinopatia tratado durante 3
semanas consecutivas con puncion con aguja frente a la misma patologia no tratada
(2T+PA vs. 2T), los niveles de expresion de Mmp2, Mmpg, Coliaz y Vefg estaban
incrementados estadisticamente significativos al ser tratados con la puncion en
comparacion a no serlo (Fig. 41B, C, D, F; Tabla 6). Por su parte, Cox2 también
presentaba este tipo de variacion, aunque su desregulacion no era estadisticamente
significativa (p valor de 0.0531) (Fig. 41A; Tabla 6). En el caso de los genes Col3azy Scx
se demuestra que no hay ningun tipo de variacion en sus niveles de expresion (Fig. 41E,

G; Tabla 6).

Finalmente, la comparacion del grupo de ratas con tendinopatia tratadas con
EPI o con puncion con aguja durante 3 semanas consecutivas (2T+EPI vs. 2T+PA)
mostrd que las expresiones de Mmpg, Col3a1 y Vefg estaban incrementadas en el caso
del tratamiento con EPI frente al de PA (Fig. 41C, E-F); no obstante, solo las variaciones

génicas de Mmpgy Col3a1 eran estadisticamente significativas, p valor de 0.021y 0.006,
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respectivamente, frente al caso de Vegf con un p valor de 0.058 (Tabla 6). En este tipo
de comparacion, el resto de los genes estudiados (Cox2, Mmp2, Coliai y Scx)
presentaban también ligeros incrementos en su expresién, pero no eran

estadisticamente significativos (Fig. 41A-B, D, G; Tabla 6).
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Figura 38. Andlisis de los niveles de expresion de 7 genes en 2 grupos experimentales: C y 1T. Los
niveles de expresion se cuantificaron empleando la técnica de RT-qPCR, utilizando el modelo de
cuantificacion relativa 244 y normalizando los datos frente al nivel de expresién obtenido del
gen Gapdh. Cada barra representa fold change (FC) + desviacion estandar (D.E.). Los datos
estadisticos se obtuvieron mediante andlisis con el test t-Student y los valores de p
estadisticamente significativos fueron: *** p <0.001; ** p <0.01; * p <0.05.
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G.E. FC D.E. p valor
C 1,001 0,049
Cox2

1T 3,367 1,184 2,82E-02
C 0,941 0,106

Mmp2
1T 7,137 2,783 2,12E-02
C 1,004 0,128

Mmp9
1T 8,972 4,478 1,66E-02
C 0,923 0,158

Collal
1T 6,691 2,801 2,62E-02
C 0,967 0,062

Col3a1
iT 3,119 0,631 4,31E-04
C 1,011 0,183

Vefg
1T 1,708 0,274 1,01E-02
C 1,023 0,221
Scx

1T 6,935 2,851 3,90E-03

Tabla 3. Datos obtenidos del andlisis de los niveles de expresion de 7 genes en 2 grupos
experimentales: C y 1T. Abreviaturas: grupos experimentales (G.E.), fold change (FC); desviacion
estdndar (D.E.) y los valores estadisticos de p en la comparativa.
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Figura 39. Andlisis de los niveles de expresion de 7 genes en 3 grupos experimentales: C, EPIl y PA.
Los niveles de expresidn se cuantificaron empleando la técnica de RT-qPCR, utilizando el modelo
de cuantificacion relativa 224t y normalizando los datos frente al nivel de expresion obtenido del
gen Gapdh. Cada barra representa fold change (FC) + desviacion estandar (D.E.). Los datos
estadisticos se obtuvieron mediante andlisis con el test t-Student y los valores de p
estadisticamente significativos fueron: *** p <0.001; ** p <0.01; * p <0.05.

114



Resultados

G.E. FC D.E. p valor C p valor
VS. EPI vs.
C 1,001 0,049
Cox2 EPI 2,525 0,740 2,62E-02
PA 1,323 0,127 1,12E-02  4,91E-02
C 0,941 0,106
Mmp2 EPI 6,293 4,100 1,52E-01
PA 1,782 0,461 1,22E-02  1,98E-01
C 1,004 0,128
Mmp9 EPI 5,759 0,650 6,46E-03
PA 1,395 0,451 1,95E-01  2,15E-03
C 0,923 0,158
Collal EPI 2,437 0,622 1,02E-02
PA 1,412 0,397 6,72E-02  3,53E-02
C 0,967 0,062
Col3a1 EPI 2,806 0,493 5,23E-03
PA 1,552 0,380 2,90E-02  5,78E-03
C 1,017 0,258
Vefg EPI 1,815 0,266 9,31E-02
PA 1,244 0,356 4,17E-01  1,04E-01
C 1,023 0,221
Scx EPI 8,655 3,041 1,53E-02
PA 1,643 0,241 1,59E-03  1,93E-02

Tabla 4. Datos obtenidos del andlisis de los niveles de expresion de 7 genes en 3 grupos
experimentales: C, EPl y PA. Abreviaturas: grupos experimentales (G.E.), fold change (FC);
desviacion estandar (D.E.) y los valores estadisticos de p en las distintas comparativas.

115



Resultados

25

20

15

10

lizado

30

25

20

15

p
v

m

v

1on genica norrna

O B N W A U O N ®

Nivel de expres

Cox2
iT 1T+EPI 1T+PA
Mmp9
iT 1T+EPI 1T+PA
Col3a1
iT 1T+EPI 1T+PA
Scx
*%
| )
*

1T 1T+EPI

1T+PA

12

10

"
_‘-—‘

T

Mmp2

*%

-
___

1T+EPI 1T+PA

Collal

1T+EPI 1T+PA
Vefg
*%k%
aQ
*%
1T+EPI 1T+PA

Figura 4o. Andlisis de los niveles de expresion de 7 genes en 4 grupos experimentales: 1T, 1T+EP/
y 1T+PA. Los niveles de expresion se cuantificaron empleando la técnica de RT-qPCR, utilizando
“44¢t y normalizando los datos frente al nivel de expresion
obtenido del gen Gapdh. Cada barra representa fold change (FC) + desviacidn estandar (D.E.).
Los datos estadisticos se obtuvieron mediante analisis con el test t-Student y los valores de p
estadisticamente significativos fueron: *** p <0.001; ** p <0.01; * p <0.05.

el modelo de cuantificacion relativa 2
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G.E. FC D.E. pvalor 1T pvalor
vs. IT+EPI vs.
1T 3,367 1,184
Cox2 1T+EPI 12,156 7,098 5,29E-02
1T+PA 3,763 1,134 6,47E-01  5,98E-02
1T 7,137 2,783
Mmp2 1T+EPI 3,270 1,312 6,05E-02
1T+PA 6,725 1,366 8,04E-01  7,28E-03
1T 8,972 4,478
Mmp9 1T+EPI 16,720 9,614 2,11E-01
1T+PA 7,546 2,266 5,49E-01  1,59E-01
1T 6,691 2,801
Collal 1T+EPI 6,680 1,345 9,94E-01
1T+PA 4,711 1,789 2,74E-01  1,02E-01
1T 3,119 0,631
Col3al 1T+EPI 4,539 2,997 3,08E-01
1T+PA 2,468 0,771 1,69E-01  1,54E-01
1T 1,940 0,089
Vefg 1T+EPI 3,654 0,117 3,66E-03
1T+PA 2,025 0,263 591E-01  4,69E-04
1T 6,935 2,851
Sex 1T+EPI 2,573 0,292 1,37E-02
1T+PA 4,877 1,226 1,48E-01  4,47E-03

Tabla 5. Datos obtenidos del andlisis de los niveles de expresion de 7 genes en 3 grupos
experimentales: 1T, 1T+EPI y 1T+PA. Abreviaturas: grupos experimentales (G.E.), fold change
(FC); desviacion estandar (D.E.) y los valores estadisticos de p en las distintas comparativas.
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Figura 41. Andlisis de los niveles de expresion de 7 genes en 4 grupos experimentales: 2T, 2T+EP/
y 2T+PA. Los niveles de expresion se cuantificaron empleando la técnica de RT-qPCR, utilizando
el modelo de cuantificacién relativa 22t y normalizando los datos frente al nivel de expresion
obtenido del gen Gapdh. Cada barra representa fold change (FC) + desviacidn estandar (D.E.).
Los datos estadisticos se obtuvieron mediante analisis con el test t-Student y los valores de p
estadisticamente significativos fueron: *** p <0.001; ** p <0.01; * p <0.05.
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G.E. FC D.E. p valor 2T p valor
VS. 2T+EPI vs.
2T 0,056 0,031
Cox2 2T+EPI 1,392 0,697 3,14E-02
2T+PA 0,937 0,365 5,31E-02  3,14E-01
2T 0,523 0,163
Mmp2 2T+EPI 3,468 2,251 7,97E-02
2T+PA 2,275 0,911 3,23E-02  3,82E-01
2T 0,040 0,006
Mmp9 2T+EPI 8,977 5,069 1,69E-02
2T+PA 0,658 0,225 1,20E-02  2,15E-02
2T 0,364 0,345
Collal 2T+EPI 3,875 2,547 7,13E-02
2T+PA 2,009 0,336 3,16E-05  2,41E-01
2T 0,452 0,348
Col3a1 2T+EPI 4,654 2,972 6,70E-02
2T+PA 0,219 0,026 1,65E-01  5,84E-02
2T 0,133 0,001
Vefg 2T+EPI 2,229 0,117 2,51E-02
2T+PA 1,248 0,462 5,73E-03  6,98E-03
2T 2,256 1,087
Sex 2T+EPI 2,886 1,373 4,76E-01
2T+PA 1,860 0,672 4,69E-01  2,37E-01

Tabla 6. Datos obtenidos del andlisis de los niveles de expresion de 7 genes en 3 grupos
experimentales: 2T, 2T+EPl y 2T+P. Abreviaturas: grupos experimentales (G.E.), fold change
(FC); desviacion estandar (D.E.) y los valores estadisticos de p en las distintas comparativas.
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1. EFECTIVIDAD DE LA INDUCCION DE LA TENDINOPATIA

En primer lugar, el punto de partida de la investigacion llevada a cabo en esta
tesis doctoral fue el comprobar si la inyeccidon de colagenasa realizada habia sido

efectiva en la induccion de una tendinopatia en el tendon de Aquiles de la rata.

En este contexto, es necesario fijar que es ampliamente conocido que en las
tendinopatias por sobreuso se produce un fallo funcional de adaptacion a la carga
correlacionado con una degradacion tisular y celular [165, 166]. Se produce un
desequilibrio en la expresion y contenido de las MMPs, se altera la formacion de
colageno, con una disposicion desorganizada y al azar [4, 27, 167], y se desarrolla una
hipervascularidad con nuevos vasos en un intento fallido de aumentar el aporte de
oxigeno y nutrientes [4, 170]. Asimismo, Riley (1994) [374] y otros investigadores como
Jelinsky y cols. (2011) [375] han observado que muestras de tendones con tendinopatia

presentaban hipercelularidad y ausencia de células inflamatorias.

Por otra parte, la bibliografia disponible cuenta con diversos estudios que
reportan analisis de variaciones de expresion génica en muestras de tendones
degenerados en humanos. Asi, Riley (1994) [374] comprobd en muestras obtenidas en
el quirofano de tendones con tendinopatia la presencia de un aumento significativo en
la expresion de los genes de colageno COL1A1 y COL3A1. Posteriormente, otras
publicaciones mostraron resultados coincidentes y, ademas, detectaron también un
aumento significativo de la expresion de algunas MMPs de ECM, como las gelatinasas

MMP2 y MMP9, encargadas de degradar fragmentos de colageno, desnaturalizandolo

[180, 374-384].

En el estudio de las tendinopatias, ante las evidentes limitaciones para la
obtencion de muestras en humanos, la alternativa es la utilizacion de un modelo animal
validado que permita profundizar mas en su etiologia, en sus fases incipientes y en los
mecanismos moleculares de esta patologia. En estos modelos, las tendinopatias se
pueden inducir mediante 2 procedimientos, produciendo una sobrecarga mecanica
extrinseca o mediante la introduccion en el tendon no patoldgico del animal de

sustancias quimicas registradas en muestras humanas con tendinopatias, como son: la
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enzima colagenasa, las citoquinas y/o las prostaglandinas [352]. El primero de los
procedimientos, la induccion con sobrecarga mecanica, habitualmente realizada con
cinta de correr forzada, no ha demostrado un éxito universal en el modelo animal de
tendinopatia, tal vez porque la carga mecanica no sea el Unico factor que conduce a este
tipo de lesion tendinosa [359, 362]. Por ello, para la realizacion de este trabajo se
decidio usar el modelo de induccion de una lesion tendinosa con colagenasa que, como
se menciond anteriormente, es una metaloproteinasa con una gran capacidad de
degradacion del colageno de la ECM, generando en el tenddn unas caracteristicas
estructurales, histologicas y moleculares, similares a las observadas en las
tendinopatias humanas. En concreto, la inyeccion de esta enzima en tendones no
patoldgicos de rata produce una degeneracion y distorsion de la arquitectura del
tendon junto con una desregulacion de la expresion de genes relacionados con la ECM

como, por ejemplo, los que codifican los distintos tipos de colageno [17, 180, 253, 374-

391].

De este modo, en esta tesis doctoral, se aplico una inyeccion de la enzima
colagenasa en el tendon de Aquiles sano de 6 grupos experimentales de ratas (aT,
1T+EPI, 1T+PA, 2T, 2T+EPI y 2T+PA), siendo el grupo mas representativo que
determind claramente el efecto que se producia tras esta inyeccion el grupo 1T,
animales con una tendinopatia en el tendon de Aquiles inducida con esta inyeccion de
colagenasa el primer dia de experimentacion y sacrificados a la semana. Por
consiguiente, a nivel histoldgico, tanto con hematoxilina-eosina como con safranina O,
los analisis de muestras representativas de este grupo experimental en comparacion a
las del grupo control mostraron notables cambios; asi, en el grupo patoldgico se
observo una desaparicion del patron celular organizado de tenocitos perfectamente
alineados con respecto al eje longitudinal y empaquetados entre los haces de colageno
presente en un tenddn sano, mostrandose también unos danos tisulares significativos,
como la hipercelularidad, una apreciable desalineacion de las fibras de colageno y un
incremento de la vascularizacion  (hipervascularizacion). Estos cambios
histopatoldgicos coinciden con los presentados en diversos estudios, cuyo modelo de

tendinopatia muestra en el tenddn patoldgico un incremento en la celularidad,
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desorganizacion del conectivo denso regular que lo conforma y aumento en la

formacion de vasos sanguineos [385, 391-393].

Por otra parte, los analisis de las variaciones de expresion génica detectadas en
el grupo tendinopatico, demostraron que en muestras del grupo 1T habia un aumento
estadisticamente significativo de la expresion de los genes analizados en este trabajo
(Mmp2, Mmpg, Colzaz, Colza1, Vefqg y Scx; Fig. 38; Tabla 3), resultado que coincide con
el patron de expresion de esta serie de genes en las tendinopatias en humanos [17, 253,
385-391]. Las gelatinasas Mmpz2 y 9 son enzimas encargadas de degradar los
fragmentos de colageno desnaturalizado mas pequenios liberados por la actividad de la
enzima colagenasa, y éstas muestran aumentada su expresion favoreciendo la
degradacion tisular de la ECM [50]. Por su parte, Davis y cols. (2013) [52] propusieron
que la sobreexpresion de estas gelatinasas podria ser perjudicial en la curacion de las
tendinopatias, ya que, sobre todo la Mmpg, podria tener un papel importante como
inhibidor de laregeneracion del tendon en este tipo de patologias. Respecto a los genes
que codifican los distintos tipos de colageno, la sobreexpresion de Colzaz, pero sobre
todo la de Col3az, se correlacionan con la pérdida de organizacion de la ECM presente
en estas lesiones tendinosas. Por su parte, el incremento de los niveles de expresion de
Vefg se relaciona con la hipervascularidad presente en las tendinopatias basada en la
presencia de nuevos vasos sanguineos, pero, descritos por los autores como no

funcionales [4, 44, 170-173].

En definitiva, los resultados obtenidos tanto a nivel histolégico como molecular
en la comparativa del grupo experimental 1T frente a su control ponen de manifiesto el
éxito de la induccidn de la tendinopatia con la enzima colagenasa realizada para este
trabajo de investigacion y, por lo tanto, nuestro modelo animal para el estudio de la

técnica EPI puede ser considerado un modelo valido.

2. EFECTO DE LA APLICACION DE LA TECNICA EPIEN
TENDON SANO

Segun Sanchez-lbafiez, creador de la técnica EPI, el flujo de la corriente

catddica de la electrolisis produciria una reaccion caustica intratisular en el tejido
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tratado que conduciria hipotéticamente a una respuesta inflamatoria local y aguda.
Asi, después de la reaccion electroquimica local, tendria lugar un proceso de
destruccion del tejido y, tras éste, una respuesta inflamatoria con la aparicion de
linfocitos polimorfonucleares y mononucleares en el foco de la lesion iatrogénica,

fagocitando los productos de desecho causados por la destruccion electroquimica [13,

3391

Al analizar las imagenes histoldgicas del grupo de ratas con tendon de Aquiles
sano que recibid tratamiento con EPI, con ambas tinciones, tanto con hematoxilina-
eosina (Fig. 32) como con safranina O (Fig. 33), se objetivo la presencia de infiltrado
tisular con células inflamatorias, en concreto, leucocitos tipo linfocitos y monocitos
(Fig. 32C-E). Este infiltrado de leucocitos es un signo histoldgico que se manifiesta en
las fases iniciales de un proceso inflamatorio [119]. Asimismo, también se observaron
nuevos vasos sanguineos, de pequeio tamano, correspondientes a neoangiogénesis

(Figs. 32 B-Cy 33 B-C).

Respecto a la valoracion de los niveles de expresion de los 7 genes a estudio del
grupo de ratas con tendon de Aquiles sano que recibieron 3 sesiones de tratamiento
con la técnica EPI frente al que no recibié tratamiento alguno (EPI vs. C), se muestra
que la aplicacion de la técnica EPI produce un incremento estadisticamente
significativo de la expresion de los genes Cox2, Mmpg, Colzaz, Col3az y Scx (Fig. 39A,
C-E, G; Tabla 4). Por otra parte, Mmp2y Vefg también presentaban este incremento de
su expresion, aunque no era estadisticamente significativo (Fig.39B, F; Tabla 4). En
este punto, cabe sefalar que se determind la realizacion de 3 sesiones de EPI ya que los
protocolos publicados, en diferentes estudios clinicos de pacientes con tendinopatias
por sobreuso tratados con EPI, coinciden en que los mejores resultados se obtienen con

este promedio de sesiones por paciente [14-19, 351].

Respecto a los resultados moleculares obtenidos en el estudio, es de destacar el
hecho de que corroboran la hipotesis propuesta referente a la respuesta inflamatoria
aguda que produce este tipo de terapia. Se ha estudiado, en diferentes modelos
animales, el perfil de expresion génica que se produce cuando tiene lugar una respuesta

inflamatoria tras una lesion aguda tendinosa, centrandose en la expresion de genes
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relacionados con procesos inflamatorios y de mantenimiento de la ECM. Asi, Eliasson
(2009) [394] mostrd que, tras seccionar los tendones de 110 ratas, la expresion de la
enzima Cox2, gen codificante de una enzima inducible responsable de la produccion de
prostaglandinas en los procesos inflamatorios [395], al igual que en esta tesis doctoral,
también aumentaba significativamente al inicio, descendiendo paulatinamente a partir
del duodécimo dia post-seccion. Estos datos coinciden con los mostrados en otros
trabajos publicados, que reportan que tras lesiones agudas tendinosas tiene lugar una
sobreexpresion de varios genes proinflamatorios, como son el del factor de necrosis

tumoral alfa (Tnfa), la interleucina 1 (/-18) y el propio Cox2 [396].

Por otra parte, Oshiro (2003) [397] y Manning (2014) [396] analizaron cambios
de expresion génica tras seccionar el tendon rotuliano en diferentes modelos animales
(canes y ratas) y, ambos estudios, observaron que en las primeras horas del proceso
inflamatorio desencadenado tras la seccion se detectaba una aumento en la expresion
de algunos genes Mmps, entre ellos el Mmp2 y Mmpg, del mismo modo que se
muestran sobreexpresados en este estudio tras la aplicacion de 3 sesiones de EPI. Este
patron esta relacionado con la degradacion del colageno que tiene lugar en la ECM tras

la lesion.

Respecto a los cambios que tienen lugar en una lesion aguda en la expresion de
los genes codificantes de los distintos tipos de colageno, Loiselle y cols. (2009) [398]
evidenciaron niveles altos de expresion del Colzaz y Col3az tras la seccion y reparacion
con sutura en el tenddn del flexor largo de los dedos en modelos murinos, aumento que
podria estar relacionado con la nueva sintesis de colageno necesaria para lograr una
optima restauracion de la arquitectura de la ECM. Estos resultados coinciden con los
publicados por Juneja y cols. (2013) [399] en un trabajo de similares caracteristicas y
concuerdan con la sobreexpresion de estos genes mostrada en este trabajo tras las 3

sesiones con EPl en tendones sanos.

Finalmente, en lo concerniente a los procesos de vascularizacion observados en
las lesiones agudas tendinosas de modelos animales, la literatura cientifica hace
hincapié en que los niveles de expresion del gen Vefg se incrementan inicialmente de

forma significativa, manteniéndose estos niveles al menos durante las 3 semanas
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siguientes, argumentando que la razdn estaria en la neovascularizacidon necesaria para
llevarse a cabo los procesos de cicatrizacion [396, 400]. En este trabajo, el hecho de no
haber sido detectado un incremento estadisticamente significativo en la expresion de
este gen tras el tratamiento con EPI (Fig.39B, F; Tabla 4) se puede justificar por el
insuficiente tamano de muestra empleado y, se puede hipotetizar que, tal incremento
bien pudiera ser estadisticamente significativo si se aumentara el tamafo de muestra,
avalando asi la formacion de nuevos vasos sanguineos normofuncionales en el proceso

de curacion del tendon tras someterse a este tipo de terapia.

Por todo lo anteriormente expuesto, los resultados obtenidos en esta tesis
doctoral en la comparativa EPI vs. C en cuanto a variaciones de expresion de genes
relacionados con procesos inflamatorios postlesion tendinosa, son coincidentes a los
obtenidos por los trabajos mencionados [394, 396-400], ya que muestran un perfil
génico similar al que se manifiesta en un proceso inflamatorio postlesion tendinosa

aguda.

En conclusion, tanto las imagenes obtenidas en el analisis al microscopio de las
muestras del tejido del grupo EPI donde se advierte la presencia de un infiltrado tisular
con leucocitos tipo linfocitos y monocitos, como el analisis del patron génico expresado
en el grupo EPI, permiten afirmar que la técnica EPI tiene capacidad de desencadenar
una respuesta inflamatoria aguda, tal y como defienden su autor, Sanchez-lbafez, y

otros trabajos publicados [13, 339, 345, 401].

Por otra parte, cabe mencionar que en la terapia EPI se combina la puncién con
aguja y el paso de la corriente galvanica, es decir, el efecto mecanico propio de la
puncion mas el efecto electroterapico de la corriente. Por consiguiente, la necesidad de
diferenciar qué mecanismos fisioldgicos se desencadenan por la estimulacion mecanica
con la aguja y cuales por el efecto de la corriente galvanica, determind nuestra
metodologia de trabajo, justificando la obligatoriedad de hacer un grupo control de
puncion con aguja (grupo experimental denominado PA). Asi, en los analisis
histoldgicos del grupo experimental tratado con 3 sesiones de puncion con aguja no se
observaron cambios resefiables en las caracteristicas histologicas del colageno ni la

presencia de células inflamatorias (Figs. 32F y 33D). Por su parte, en el analisis
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molecular, al comparar el grupo de ratas con tendones sanos respecto al grupo tratado
con puncién con aguja (C vs. PA) se determind que algunos de los genes estudiados en
este trabajo y expresados en reacciones organicas inflamatorias, como Cox2, Mmp2,
Col3az y Scx también estaban sobreexpresados, desde el punto de vista estadistico, en
el grupo PA, aunque este aumento era notablemente menor que el que se presentaba
en el caso del tratamiento con EPI (vs. C) (Fig. 39A-B, E, G; Tabla 4). Confrontando
estos datos con las publicaciones anteriormente mencionadas [394, 396-400], se
aprecia que la puncidn con aguja también provocaria una respuesta inflamatoria sobre
el tejido tratado, pero esta respuesta molecular es mucho menor que la producida por
el tratamiento con EPI, extrapolandose como conclusion, que la causa de tal diferencia
residiria en la aplicacion de la corriente galvanica. Estos resultados van en la linea de los
obtenidos por Valera-Garrido y cols. (2013) [401], donde compararon histoldgicamente
la respuesta orgdnica tras la aplicacion de la técnica EPI con la respuesta tras la
aplicacion de puncion con aguja en tendones sanos de ratas y concluyeron, mediante
analisis histoldgico, que la técnica EPI provoca una respuesta inflamatoria aguda

significativamente mayor que la puncidn con aguja.

3. EFECTO DE LA APLICACION DE LA TECNICA EPI EN
TENDON CON TENDINOPATIA

Respecto al analisis de las imagenes al microscopio obtenidas con las tinciones
empleadas en este trabajo, hematoxilina-eosinay safranina O, al comparar el grupo con
tendinopatia sin tratamiento alguno con el grupo tratado con EPI con una sesion (2T vs.
1T+EPI), se observd que una Unica sesion de tratamiento con EPI no producia ningun
tipo de cambio significativo en las caracteristicas histologicas del colageno ni en el
grado de vascularizacion del tejido. En ambos grupos experimentales se mantenia la
desalineacion de las fibras de colageno y la neoangiogénesis (Figs. 34A-C; 35A-C). Sin
embargo, habia un cambio muy destacable a nivel celular Unicamente presente en el
grupo 1T+EPI, y era la presencia de células inflamatorias. Este resultado refuerza el
argumento expuesto anteriormente de que la técnica EPI desencadena una reaccion
inflamatoria aguda tras su aplicacion. Del mismo modo, tampoco se observaron

diferencias histoldgicas apreciables entre el grupo de ratas con tendinopatia tratadas
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con una Unica sesion de puncion con aguja (1 T+PA) respecto al grupo 1T (Figs. 34A, D;

35A, D).

Pero en el caso de los analisis de los resultados obtenidos a nivel molecular,
éstos demostraron que una Unica sesion de EPl era capaz de desencadenar una reaccion
organica inflamatoria aguda y una hipervascularizacion en el tejido tendinopatico. Asi,
los incrementos de expresion de Cox2 y Vefg en muestras del grupo 1T+EPI frente a las
del grupo 1T, corroboran la presencia de ambos tipos de reacciones (Fig. 40A, F; Tabla
5). A este respecto cabe indicar que la sobreexpresion de Cox2 no es estadisticamente
significativa en los resultados (p valor de 0.053), pero parece muy probable que con un
incremento del tamafno de muestra si pudiera lograrse ese mismo tipo de variacion,
pero con significacion estadistica. Estos perfiles de expresion coinciden con los
publicados por otros autores en procesos inflamatorios en las lesiones tendinosas
agudas [394, 396, 398, 400] y refuerzan el argumento expuesto en el apartado anterior
referente a que la técnica EPI desencadena una reaccion inflamatoria aguda tras su

aplicacion.

En el caso de los perfiles de expresion génica de Mmp2 y Mmpg, al analizar la
misma comparativa (2T+EPI vs. 1T), cabe destacar que se detectaron apreciables
desregulaciones, un descenso y un incremento, respectivamente, aunque en ninguna
de las 2 variaciones se obtuvieron resultados estadisticamente significativos (Fig. 40B-
C; Tabla 5). Asimismo, tanto con el gen Colzaz como con el Col3az no se determind
ningun tipo de variacion en sus expresiones génicas (Fig. 40D-E; Tabla 5). Estos Ultimos
resultados parecen estar en desacuerdo con los obtenidos por otras publicaciones en
las que se reportaron sobrexpresiones de Mmp2,-3,-9y -14 [396, 397] y de Colza1 [398].
Tal vez la razdon de que nuestros resultados no coincidan, esté en que los citados
trabajos evidencian cambios en estos genes en el marco de un proceso inflamatorio
producido sobre un tenddn sanoy, en el caso que se enmarca en esta tesis doctoral, se
estd ante una tendinopatia donde los niveles de Mmps, en concreto Mmp2'y Mmpg, y
de Colza1, ya estaban sobreexpresados en la comparativa 1T vs. C (Fig. 38B-D; Tabla
3), dato de partida que podria ser determinante para explicar que el incremento

producido por la reaccion inflamatoria en estos genes sea menor (Fig. 40B-D; Tabla 5).
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La conclusion anterior, deducida mediante el analisis molecular del grupo
experimental 1T+EPI frente a 1T, demuestra que la técnica EPI desencadena una
reaccion inflamatoria aguda tras una Unica sesion, pero, tal y como se menciono en
anteriores apartados, los protocolos publicados en diferentes estudios clinicos de
pacientes con tendinopatias por sobreuso tratados con EPI coinciden en que los
mejores resultados se obtienen con un promedio de 3 sesiones por paciente [14-19,
351]. Por lo tanto, con el fin de lograr un mayor paralelismo con la practica clinica diaria,
en esta tesis doctoral se decidid llevar a cabo un estudio mas exhaustivo de los cambios,
tanto histologicos como moleculares, producidos tras la aplicacion de la técnica EPl en
el tendon de rata con tendinopatia durante 3 semanas consecutivas (2T+EPI),
sacrificando a las ratas al mes de iniciado este tipo de tratamiento, con una sesion
semanal, coincidiendo asi con los parametros de periodicidad que llevan a cabo algunos
de los autores referenciados [15, 17-19]. A este respecto es de destacar el hecho de que
hay discrepancias en la literatura respecto a cual debe ser la temporalidad entre
sesiones. Sequn Sanchez-lbafnez [14] y Valera y cols. [17-19], la indicacion seria
semanal, ya que consideran que a los 7 dias ya ha descendido el pico maximo de la
primera fase de la respuesta inflamatoria provocada por la EPI. Sin embargo, hay otros
autores que defienden la prescripcion de una sesion cada 2 semanas, basandose en que,
segun la fisiopatologia del proceso de cicatrizacion del tejido blando, en este tiempo ya
habria un minimo o nulo infiltrado celular inflamatorio en la zona de aplicacion, sumado
a que la fase algica post-puncion ya habria desaparecido y se conseguiria una mejor

tolerancia del paciente a la técnica [351].

En primer lugar, se describieron el conjunto de caracteristicas histologicas que
se observaron en los analisis de distintas muestras representativas del grupo
tendinopatico 2T mediante los dos tipos de tinciones empleadas en este trabajo. En
éstas, se mostraba un notable incremento del nUmero de células (tenocitos), una
perdida de organizacion de la ECM con desalineacion de las fibras de colageno y una
marcada neovascularizacion (Figs. 36A y 37A), es decir, las imagenes histologicas eran
compatibles con una degeneracion tendinosa sin signos inflamatorios y caracteristicas
estructurales similares a las descritas en tendones humanos y de modelo de animales

con tendinopatia [253, 385, 387-392]. Estos resultados ponen de manifiesto, una vez

131



Discusion

mas, el logro de la induccion de la tendinopatia con la enzima colagenasa realizada para

este estudio, en este caso analizando exclusivamente muestras del grupo 2T.

En cuanto a los analisis comparativos de las muestras de dicho grupo
experimental (2T) con las del grupo con tendinopatia tratado con EPI durante 3
semanas consecutivas (2T+EPI vs. 2T), e incluso con las del grupo tratado durante el
mismo tiempo y forma pero con puncidn con aguja (2T+PA vs. 2T), mostraban que, a
nivel histoldgico, no se apreciaban cambios significativos en las caracteristicas de la
ECM, fundamentalmente en la organizacion de las fibras de colageno, ni en el grado de
vascularizacion entre estos grupos experimentales (Figs.36 y 37), pero,
interesantemente, en distintas muestras del grupo 2T+EPI si se apreciaba la presencia
de leucocitos tipo linfocitos y monocitos, esto es, se objetivaban signos histoldgicos de
procesos inflamatorios (Figs.36C y 37C). Una vez mas, el hallazgo de células
inflamatorias, solo presentes en los grupos tratados con la técnica EPI (Grupo EPI,
Grupo 1T+EPI y Grupo 2T+EPI), reafirma la hipotesis lanzada por el creador de la
técnica: la EPI, gracias al efecto provocado por el paso de la corriente galvanica,
desencadena una respuesta inflamatoria aguda [339, 342]. Por otra parte, el hecho de
no apreciarse cambios histologicos destacables en la comparativa 2T+EPI vs. 2T podria
tener su justificacion en que el espacio temporal del estudio (4 semanas) no conllevaria
suficiente tiempo para poderse visualizar cambios significativos en la estructura global
de la ECM vy, especificamente, en la estructura y organizacion del colageno y en la
(neo)vascularizacion. Para que estos cambios se produzcan y sean tangibles al
microscopio, consideramos imprescindible la combinacion del estimulo bioldgico
provocado tras la aplicacion de la técnica EPI junto con, como sucede en la practica
clinica diaria, trabajo activo que provoque una carga tendinosa suficiente para producir
cambios en la estructura del tenddn y serian a largo plazo. De hecho, algunos estudios
en tendinopatias en humanos sugieren que los cambios macroscopicos que se pueden
apreciar en imagenes ecograficas tras tratamiento con EPI de una lesion tendinosa,
sobre todo en la organizacion estructural del coldgeno, no se muestran antes de las 20
semanas post-intervencion [17-19]. La ampliacion del marco temporal de estudio tras
la aplicacion de la técnica EPI es uno de los proyectos que se pretenden llevar cabo en

futuras investigaciones.
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Respecto al analisis de los resultados obtenidos a nivel molecular al comparar
los grupos 2T+EPI vs. 2T, éste demostrd que los genes Cox2, Mmpg y Vefg estaban
sobreexpresados de forma estadisticamente significativa en el grupo tratado con EPI
(Fig. 41 A, C, F; Tabla 6). Ademas, en esta misma comparacion, Mmp2, Coliaz, Colza3
y Scx también se presentaban incrementados, aunque no estadisticamente
significativos (Fig. 41 B, D, E, G; Tabla 6), pero parece muy probable que con un
incremento del tamafio de muestra si se pudieran obtener sobreexpresiones
estadisticamente significativas de estos genes (p valores de 0.79, 0.71 y 0.67,

respectivamente; Tabla 6).

Seguidamente, y dada la importancia de las comparativas de este apartado 2T
vs. 2T+EPI vs. 2T+PA, se discuten detalladamente los analisis de los resultados
obtenidos, desglosando las distintas implicaciones que conllevarian las variaciones de

expresion descritas para cada uno de los genes estudiados en esta tesis doctoral.
Cyclo-oxigenase 2 (Cox2)

Como se acaba de indicar, la regulacion positiva de Cox2 en la comparativa
2T+EPI vs. 2T (Fig. 41A; Tabla 6) pone de manifiesto una vez mas la relacion entre la
electrolisis y una reaccion inflamatoria aguda, relacion que fue corroborada por el grupo
de Gravante y cols. (2010) [402]. Hay que destacar a este respecto que la enzima Cox2
estd implicada de forma directa con los procesos de cicatrizacion, y su sobreexpresion

génica es parte indispensable en los procesos de curacion [403].

Por otra parte, el grupo de ratas con tendinopatia tratadas con 3 sesiones de
puncion con aguja (2T+PA) también mostraba un incremento de expresion de Cox2
respecto al grupo con tendinopatia que no habia recibido tratamiento (2T) (Fig. 41A;
Tabla 6), pero estos niveles de expresion en modo alguno se acercaban a ser
estadisticamente significativos. Este hecho vuelve a avalar el efecto, clave y
beneficioso, producido por la ablacion electrolitica de la corriente galvanica frente a

Unicamente el estimulo mecanico de la puncion con aguja.

Los modelos fisiopatoldgicos publicados en la literatura muestran que en las

tendinopatias por sobreuso se produce un proceso degenerativo con aumento de la
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sustancia mixoide y alteracion en la formacion de los distintos tipos de colageno. Ante
esto, hay autores que sugieren que el planteamiento terapéutico debe ir encaminado a
desencadenar una respuesta inflamatoria aguda sobre el tejido degenerado que
favorezca que los mecanismos de curacion y/o reparacion del tejido blando sean
reactivados [55, 130]. Por tanto, el analisis de la desregulacion de la expresidn génica de
Cox2, junto con los hallazgos histopatoldgicos de células inflamatorias en los tejidos
tratados con EPI, justificaria plenamente con la mencionada indicacion, el uso de la

técnica EPI en el tratamiento de las tendinopatias.

Finalmente, cabe resaltar que los niveles de expresion de Cox2 son
substancialmente bajos en el grupo de ratas con tendinopatia de semanas de evolucién
que no habia recibido tratamiento alguno (2T) (Fig. 41A; Tabla 6), resefia importante
que sugiere que esta patologia a largo plazo no cursa con actividad inflamatoria, dato

que ya habian postulado y demostrado numerosos autores [2, 12, 93-99].
Metaloproteinasas de la ECM (Mmp2 y Mmp9g).

Es conocido que una correcta regulacion de los niveles de expresion, tanto
génica como proteica, de las MMPs es necesaria para mantener las propiedades
estructurales de la ECM de los tendones. A este respecto, distintas publicaciones han
demostrado el incremento de expresion génica de Mmpg y Mmp13 en los primeros
momentos tras una lesion aguda de tenddn, disminuyendo paulatinamente a partir del
3*" dia post-lesion segun Oshiro y cols. (2003) [397] o del 7° dia segun Loiselle y cols.
(2009) [398]. A raiz de estos resultados, se considera que estas MMPs participan de
forma activa, como enzimas cataliticas de las fibras de colageno, en la descomposicion
de la estructura de la ECM afectada por el dafio tendinoso [396-398]. Interesantemente,
en nuestro estudio, en la comparativa del grupo tratado con EPI (2T+EPI) respecto al no
tratado (2T), Mmpg también estaba sobreexpresada de forma significativa (Fig. 41 C;

Tabla 6).

Por otra parte, los genes Mmp2, Mmp3, Mmp4 y Mmpi14 también se han
referenciado con expresion elevada durante los 28 dias posteriores a una lesion aguda
tendinosa [167, 168, 397, 399, 404, 405]. En la literatura se apunta a que, en este tipo
de lesiones, estas MMPs participan en la degradacion inicial de la ECM pero que la
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permanencia de su sobreexpresion en el tiempo sugiere que también desempefian un
papel fundamental en la renovacion del coldgeno y, por consiguiente, en la
remodelacion de la estructura de la ECM durante los procesos de reparacion y
regeneracion tendinosa [167, 168, 397, 399, 404, 405]. En nuestro trabajo, Mmp2
también mostro un incremento, aunque no fuera estadisticamente significativo, en su

nivel de expresion (2T+EPI vs. 2T) (Fig. 41B, Tabla 6).

Como conclusidn, la demostracion, en esta tesis doctoral, del incremento de los
niveles de expresion de Mmp2 'y Mmpg en el grupo 2T+EPI frente al de 2T (Fig. 41B-C;
Tabla 6) es determinante para poder asumir que la terapia EPI activa la sobreexpresion
de estos genes codificantes de enzimas que hidrolizan el colageno e intervienen,
inicialmente en la desorganizacion generalizada de la estructura del ECM v,

posteriormente, en los procesos de reparacion y regeneracion del tendon.

Por otra parte, en lo que respecta a la comparacion entre el grupo de ratas con
tendinopatia tratadas con EPI y el grupo tratado con puncion con aguja de la misma
forma (2T+EPI vs. 2T+PA), el analisis de los resultados mostré que las expresiones
génicas de Mmp2 y Mmpg estaban incrementadas en el caso del tratamiento con EPI,
estadisticamente significativo solo en el caso de la Mmpg. (Fig. 41 B, C; Tabla 6).
Aunque no esta demostrado qué procesos fisiopatologicos se desencadenan tras la
puncidn con aguja, si se conoce que la estimulacion mecanica del tejido conjuntivo
produce una deformacion de la ECM inducida por el movimiento de la aguja [406-409],
produciéndose una ruptura mecanica de las fibras y/o de las placas motoras y una
estimulacion de los fibrocitos [410]. Este proceso justificaria el aumento producido, tras
las 3 punciones con aguja, de la expresion génica de la Mmp2 en este trabajo doctoral,
pero el hecho de que las expresiones génicas de ambas Mmps hayan sido mayores en
el grupo al que se ha aplicado la técnica EPI frente al de PA, se interpreta como
clinicamente muy relevante, ya que sugiere que la corriente galvanica produciria una
mayor actividad catalitica de la ECM, y con ella, un mayor estimulo en los procesos que
conllevan los mecanismos fisioldgicos de regeneracion del tejido al relacionarse con la

renovacion del coldgeno y remodelacion de la ECM.
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Colagenos tipo | y tipo lll (Colzaz y Col3az)

Junejay cols. (2013) [399], al analizar los niveles de expresion génica de algunos
tipos de colageno en un modelo de reparacion de una lesidn aguda de tendon en ratas,
observaron que Coliaz y Col3a1 se sobreexpresaban exponencialmente hasta el
intervalo del 14° al 21° dia post-lesion, reduciéndose posteriormente su expresion de
forma paulatina hasta el 35° dia. Un estudio anterior de Loiselle y cols. (2009) [398]
demostré también que, en un modelo de curacion de tendon murino tras seccion y
sutura, en las 2 primeras semanas del proceso de reparacion habia niveles altos de
expresion del Col3a1, siendo gradualmente substituido en las 2 semanas siguientes por
un incremento de la expresion de Colzaz. Ambas publicaciones defienden que, este
patron de expresion en el proceso de cicatrizacion de la estructura tendinosa tiene su
justificacion en la biologia de reparacion del tejido blando, donde tras una primera fase
inflamatoria, se produce un aumento en la sintesis de colageno para lograr una 6ptima
restauracion de la arquitectura de la ECM, proceso este Ultimo, que tiene lugar durante

las fases de reparacion fibroblastica y de remodelacion tisular [37, 121, 126].

En nuestro estudio, los analisis moleculares en el grupo de ratas con
tendinopatia tras 3 sesiones de la técnica EPl en comparacion con el grupo de ratas con
tendinopatia no tratado (2T+EPI vs. 2T), muestran el incremento de la expresion génica
descrito en las publicaciones referenciadas anteriormente, es decir, tanto del Colzaz
como Col3az1, especialmente en el caso del Col3az (Fig. 41D-E; Tabla 6), aunque éstos
no alcanzan resultados estadisticamente significativos, debido probablemente al
postulado, ya mencionado, en el que se sugiere que el espacio temporal en el que se
engloba este estudio no es lo suficientemente amplio. Pero estos resultados, teniendo
presentes los estudios reportados, pueden ser interpretados como muy positivos en
cuanto a un beneficio optimo de la terapia EPI, si se correlaciona el incremento de
expresion de ambos genes con la proliferacion y sintesis de nuevos tipos de colagenos,
proteina fibrosa necesaria para la remodelacion de la ECM degenerada en las

tendinopatias.

Debido a las limitaciones en el espacio temporal ya mencionadas, no se ha

podido determinar la evolucion de la expresion de dichos genes a tiempos mayores a
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las 4 semanas. No obstante, se plantea la hipdtesis que, una vez finalizadas las sesiones
de EPly, coincidiendo temporalmente con la Ultima fase del proceso de reparacion del
tejido blando (fase de remodelacién), podria tener lugar una disminucidn gradual de la
expresion génica de Col3az a favor de un aumento del Colzaz, tal y como reportaron los
trabajos mencionados[398, 399]. El colageno tipo 3 es un coldageno mas inmaduro, cuya
funcion principal es la de sostén, aportando mas elasticidad que resistencia; por su
parte, el colageno tipo 1, con una disposicion de sus fibras mas ordenada en paralelo y
con un mayor numero de enlaces cruzados, proporciona una mayor resistencia a la
carga [37, 127]. Por consiguiente, esta conversion progresiva tendria un efecto
totalmente beneficioso en la curacion del tenddn lesionado, al mejorar sus propiedades
biomecanicas y su capacidad de soportar tensiones. Ademas, es conocido que el
estimulo mecanico desempena un papel fundamental a favor de la sintesis del colageno
tipo 1 [126, 411], por lo que se sugiere que si la sobreexpresion del Col3a1 que tiene
lugar tras 3 sesiones de EPI se combinase con un estimulo mecanico éptimo producido
por ejercicios activos, se podrian obtener mejores resultados en el tratamiento de las
tendinopatias, al favorecer dicho estimulo la sintesis de un tipo de colageno con mayor

adaptacion biomecanica para soportar la actividad y la carga, el Colzaz.

Finalmente, en relacion con el analisis de los resultados obtenidos con el grupo
de ratas con tendinopatia tratadas con tres sesiones de puncion con aguja (2T+PA) lo
Unico destacable es que sdlo el estimulo mecanico también produce un incremento en
la expresion del Colzaz respecto al grupo no tratado (2T), aunque éste es menor que el

expresado en el tratado con EPI (2T+EPI) (Fig. 41D; Tabla 6).
El factor de crecimiento endotelial (Vefg)

Numerosos autores han descrito una hipervascularizacion con la presencia de
vasos no funcionales como uno de los grandes cambios histopatoldgicos que tienen
lugar en las tendinopatias por sobreuso [44, 171-173, 177-179, 204-206]. La técnica Color
Power- Doppler, técnica ecografica de monitorizacion no invasiva que permite registrar
la hipervascularizacion mediante la captacion del flujo sanguineo en movimiento,
resulta Util en el diagndstico de este tipo de patologias [178, 179, 412]. Asi, mediante

esta técnica, diferentes trabajos han determinado wuna prevalencia de
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hipervascularizacion entre un 70% y 75% de los tendones con tendinopatia [223, 413],
no pudiéndose dar actualmente una explicacion plausible al hecho de que haya en torno
a un 25% o 30% de tendones, que aun presentando imagen ecografica de tendinopatia
(engrosamiento del tendodn, zonas anecoicas, irreqgularidades corticales), no tienen

asociada unaimagen de hipervascularidad al realizar la evaluacion ultrasoénica.

También es conocido que el aumento de vasos sanguineos parece estar
correlacionado con una mayor presencia de factores de crecimiento neurales, como el
factor de crecimiento nervioso (NGF, nerve growth factor) y, con ellos, una
neoinervacion tendinosa que produce una sobreexpresion de neurotransmisores
neurotoxicos relacionados con el dolor, como el glutamato, la sustancia P (SP) y el
péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP, calcitonin gene related peptide)
[171, 174, 175]. Por consiguiente, muchos autores afirman que la presencia de
hipervascularizacion y dolor en los tendones con tendinopatia guarda una relacion
directa, reportandose que tendones hipervasculares cursan con mas dolor que los
tendones con tendinopatia que no presentan imagen con signos de hipervascularidad
[174, 175, 177, 414]. En concordancia con esta linea de investigacion, Alfredson y
colaboradores plantearon la hipotesis de que el tratamiento de las tendinopatias por
sobreuso con un esclerosante vascular, como el polidocanol (un polimero que se forma
por la etoxilacion del dodecanol), podria actuar eliminando el dolor por un efecto
indirecto a través de la isquemia que provocaria esta sustancia en el tejido [204, 238].
De este modo, su grupo de investigacion reportd la efectividad de este tipo de
tratamiento al determinar una prevalencia de pacientes asintomaticos en el 75% de los
pacientes con tendinopatia de tendon rotuliano tratados con infiltraciones de

polidocanol, porcentaje clinicamente muy relevante [204, 238].

Respecto al efecto de la terapia EPI, diferentes estudios clinicos publicados han
demostrado un efecto beneficioso de la técnica sobre la hipervascularizacion y el dolor
en el tratamiento de pacientes con tendinopatias por sobreuso [14-17, 19, 348, 349]. No
obstante, en la actualidad no se conoce con exactitud cuadl es el mecanismo bioldgico
que subyace a tal mejoria, aunque existen diversas hipdtesis al respecto. En concreto,
nuestro grupo de investigacion realizé un estudio clinico [351] sobre los cambios que se

producian en la clinica dolorosa y en el grado de vascularizacion en tendones de
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pacientes con tendinopatia rotuliana tras la aplicacion de 3 sesiones de EPI
complementadas con ejercicio excéntrico, para determinar si ambos pardmetros
guardaban algun tipo de relacion. Se comprobo una disminucion de la sintomatologia
dolorosa en mas de un 70% de los casos de la muestra, asi como la desaparicion, dentro
de dicho porcentaje, de la imagen ecografica de hipervascularidad en el 28.6% de los
pacientes. En paralelo a este grupo experimental, se realiz6 en otro grupo de pacientes
con tendinopatia rotuliana un tratamiento de fisioterapia convencional basado en
técnicas de electroterapia y también asociado a ejercicio excéntrico, y en dicho grupo
la sintomatologia dolorosa desaparecio en un 36% de los casos y la imagen de
hipervascularidad en el 8.6%, una mejoria en ambos parametros significativamente
menor que la obtenida en el grupo tratado con EPI. Los resultados obtenidos con este
trabajo son similares a los mostrados por el grupo de Valera y cols. [19] y resultan
clinicamente muy relevantes, ya que refuerzan la afirmacion realizada por las
publicaciones previamente mencionadas que asocian la hipervascularizacion y el dolor
y, consolidan también, la correlacion entre ausencia de vasos y una disminucion de la
sensacion de dolor [174, 175, 177, 414]. Sanchez-Sanchez (2011) [351] hipotetiza que
esta correlacion esta provocada porque, en el caso del tratamiento con EPI, la
electrolisis ademas de destruir el tejido fibrotico degenerado en la zona de aplicacion
elimina también los vasos sanguineos afuncionales y su hiperinervacion vinculada, con
la consiguiente disminucion de la percepcion dolorosa. Asimismo, una hipdtesis similar
es defendida por el autor de la técnica, Sanchez-lbafnez, que justifica que los buenos
resultados clinicos disminuyendo la sintomatologia dolorosa obtenidos con la terapia
con EPI podrian ser debidos al efecto polar del electrodo negativo, el cual provocaria la

destruccion de los terminales sinapticos nociceptivos [342, 344].

Segun lo expuesto en los parrafos anteriores, tanto el tratamiento de las
infiltraciones de polidocanol como la terapia EPI presentan la capacidad de disminuir el
dolor en las tendinopatias, con un porcentaje de mejoria similar en las dos (70-75% de
los pacientes). No obstante, ambos tratamientos presentan una diferencia clave; el
polidocanol no muestra influencia sobre la regeneracion tendinosa, por tanto, es una
técnica que alivia el sintoma doloroso de las tendinopatias, pero no es determinante en

la curacion del tenddn. Sin embargo, la técnica EPI, ademas de aliviar el dolor, también
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estimularia la curacion al provocar un aumento de vascularizacion en la zona lesionada,

que en este caso favoreceria la regeneracion tendinosa [345].

En esta tesis doctoral, se han valorado los posibles cambios en el grado de
vascularizacion del tendon con tendinopatia mediante el analisis de los niveles de
expresion de Vefg. Asi, al comparar el grupo de ratas con tendinopatia tras 3 sesiones
de EPI (2T+EPI) con el grupo con el mismo tipo de patologia sin tratar (2T) se objetivo
un incremento, estadisticamente significativo, en la expresion de este gen (Fig. 41F;
Tabla 6). Este resultado coincide con lo mostrado por Abat y cols. (2014) [345] en la
Unica publicacion realizada hasta el momento, en la que se analizaron las variaciones
de expresion de algunos genes relacionados con algunas funciones determinantes
como los procesos apoptdticos, con los genes codificantes de las proteinas citocromo
Cy el Smac/Diablo (second mitochondria-derived activator of caspases), y los procesos
de neovascularizacion, con el mismo Vegfy el gen codificante de uno de sus receptores,
Vegfr-2, tras tratamiento con la técnica EPI. A este respecto, es conocido que algunos
factores de crecimiento como el Vefg, el factor de crecimiento tipo insulina (Igfl) y el
factor de crecimiento derivado de plaquetas (Pdgf) estan sobreexpresados después de
una lesion aguda de tenddn y participan activamente en multiples etapas del proceso
de curacion [167, 168, 400, 415]. En el caso concreto del Vefg, potente estimulador de
la angiogénesis y de la permeabilidad, se ha detectado sobreexpresado después del
inicio del proceso inflamatorio y, especialmente, durante las fases de proliferacion y

remodelacion del tenddn [415, 416, 416, 417].

Por consiguiente, en nuestro estudio, el incremento de la expresion de este gen
tras la aplicacion de 3 sesiones de EPI se puede correlacionar con un estimulo clave para
la formacion de nuevos vasos sanguineos normofuncionales en el tenddn con
tendinopatia, influyendo positivamente en el proceso de curacion de éste. Asimismo,
el tratamiento con esta misma técnica podria también disminuir la hiperinervacion,
destruyendo los terminales sinapticos nociceptivos vinculados a la tendinopatia, con la
consiguiente disminucion de la percepcion dolorosa. Este Ultimo postulado debera

comprobarse con futuros experimentos moleculares y bioquimicos.
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Escleraxis (Scx)

El gen Scx codifica el factor de transcripcion escleraxis (SCX) y es utilizado como
marcador especifico de tendones vy ligamentos [418-420]. Se expresa
fundamentalmente en etapas progenitoras tempranas a la formacion de tendones,
aunque también en adultos [418, 421, 422]. Es considerado la proteina clave que reqgula
el destino de las células del tenddn [418], ya que ratones knock-out (KO) para este gen,
es decir, carentes de su expresion, exhiben una apreciable reduccion en la formacion de
los tendones con una alteracion de la ECM y un descenso o incluso ausencia de la
expresion de otros genes relacionados con la formacion y desarrollo de este tejido
blando, como los genes de colageno Colzaz y el Colias [423]. Por todo esto, se
considera que SCX podria regular la transcripcion de, al menos, el gen Col1az, entre

otros genes codificantes de los componentes de la ECM en los fibroblastos del tendon

[424-426].

Adicionalmente, se ha demostrado que SCX, junto con otros factores de
transcripcion como SOXg, MKX (Mohawk homeobox), EGR1 y EGR2 (Early growth
response protein 1 y 2), participa también activamente en los procesos de reparacion y
regeneracion del tenddn [394, 398, 405, 427, 428]. Asi, por ejemplo, se detectaron, en
tejidos tendinosos lesionados, niveles de expresion elevados de Scx que se mantenian
incrementados hasta la 4° semana post lesion [398, 405]. Por su parte, Tany cols. (2014)
[429] determinaron, en modelos murinos, que la reparacion de lesiones agudas
tendinosas con una suplementacion exdgena de la proteina SCX era significativamente
mejor histoldgica y biomecanicamente, por lo que hipotetizaron que ésta promovia la

curacion del tejido tendinoso.

En esta tesis doctoral, comparando los perfiles de expresion génica de Scx entre
los grupos experimentales 2T vs 2T+EPI, los resultados mostraron que Scx estaba
incrementada en el grupo tratado con 3 sesiones de EPI, aunque la variacién no era
estadisticamente significativa. No obstante, es importante destacar el hecho de que en
las comparativas C vs EPl'y Cvs 2T+EPI, los niveles de este gen se muestran altamente
elevados en los grupos tratados con la técnica EPI (Figs. 39-41G; Tablas 4,6). Este

resultado se puede interpretar como favorable y clinicamente muy relevante, por su
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relacion directa con la activacion de la transcripcion del Colzaz e indirecta con el

estimulo de los procesos de reparacion de la ECM.

Por otra parte, esimportante mencionar que SCXtambién parece jugar un papel
importante en la mejora en la adaptacion de los tendones adultos a la carga. Asi, Maeda
(2011) [430] demostrd que la expresion de Scx podria depender de la sefalizacion
mecanica, a mas estimulo mecanico mayor seria su expresion. Mendias y cols. (2012)
[419] también reportaron en un modelo murino que un entrenamiento con ejercicio en
cinta de correr durante 6 semanas conllevaba un aumento en la expresion génica de Scx
y de Colzaz. Ademas, Eliasson y cols. (2009) [394] demostraron que, al someter a carga
durante el proceso de reparacion a un grupo de tendones seccionados, la expresion
génica de Scx se elevaba, asi como la expresion de Colzaz y Col3a1. Todos estos estudios
resultan muy interesantes, al mostrar una correlacion entre estimulo mecanico,
aumento en la expresion de Scxy aumento en la expresion de Colzaz. Enlo que respecta
a este trabajo doctoral también parece existir esta correlacion entre los niveles de
expresion altos de Scx y Colzaz, fundamentalmente en los grupos experimentales

tratados con la técnica EPI (Figs. 39 y 41).

Continuando con larelacion de Scx 'y adaptacion a la carga del tenddn, Mallarias
(2013) [5] publicd un estudio con una extensa revision bibliografica defendiendo que
todos los tipos de contraccion, isométrica, concéntrica y excéntrica, son beneficiososy,
lo mas importante, necesarios en cualquier protocolo que pretenda recuperar con éxito
una lesion tendinosa. Mas especificamente, se considera que este tipo de ejercicios son
una parte del tratamiento imprescindible para conseguir una buena respuesta
reparadora que estimule la formacion de colageno [300, 301]. Por lo tanto, la
correlacion entre el estimulo mecanico y los incrementos de expresion de Scx 'y Colzaz,
podria ser uno de los procesos bioldgicos que diera respuesta a los resultados positivos
conseguidos con los protocolos de ejercicio que forman parte de la via adaptativa en el
tratamiento de las lesiones tendinosas en humanos [315-317, 431, 432]. Este hecho
justificaria el por qué hay mejoria con los distintos tipos de contraccidon, no
exclusivamente con los ejercicios excéntricos, ya que lo mas importante, tal y como
defienden Cook y cols. en su modelo Continuum, seria el estimulo mecanico de carga,

estimulo que aumentaria la sintesis de los distintos componentes de la ECM y mejoraria
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la alineacion dptima del colageno en formacion, aumentando asi la capacidad para

soportar la carga del tendon [103, 164, 318].

A este respecto, es de destacar el hecho que, hasta el momento actual, los
mejores resultados publicados sobre pacientes con tendinopatia tratados con la técnica
EPI se han obtenido al combinar la electrolisis con protocolos de ejercicio activo [14-17,
19, 348, 349]. La respuesta a esta mejoria clinica podria estar en que, si se afiade a la
regulacion positiva del gen “pro-regenerador” SCX, incentivada con la aplicacion de la
EPI tal y como se demuestra en esta tesis doctoral, una mayor expresion de este mismo
gen provocada exclusivamente por el propio estimulo de la carga con ejercicios, se
podria a su vez incrementar, aln mas, la transcripcion de COL1A1, favoreciendo la
reordenacion de la ECM con el consiguiente beneficio en la curacion del tendon. Este
postulado es clinicamente muy relevante, ya que daria una respuesta a los buenos
resultados clinicos publicados y justificaria plenamente la indicacion terapéutica de la

técnica EPl combinada con ejercicio activo en el tratamiento de las tendinopatias.

Para finalizar este apartado, cabe mencionar que varios estudios han descrito la
presencia en los tendones humanos y de ratdon de una poblacion celular Unica, las
denominadas células madre progenitoras del tenddn (TSPC: Tendon stem/progenitor
cells) [27, 33]. Este hallazgo resulta muy interesante, ya que las TSPCs poseen
caracteristicas universales de células madre, como clonogenicidad, multipotencia y
capacidad de autorrenovacion, y varios estudios han sugerido que podrian tenerincluso
capacidad de reversion del proceso degenerativo presente en las tendinopatias. Estos
estudios indican ademas que el gen SCX, que participa en la regeneracion de la matriz,
también desempefa un papel en la regeneracion de las TSPC, e hipotetizan la
posibilidad de que a mayor expresion de SCX, mayor presencia de TSPCs y mayor
capacidad de reversion del proceso degenerativo de las tendinopatias [33, 34, 433].
Analizar la posible implicacion de las células TSPCs tras aplicar la técnica EPI en
tendones patoldgicos es sin duda una de las nuevas lineas de investigacion a llevar a

cabo en el futuro.
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4. TERAPIA CON EPI FRENTE A OTROS TRATAMIENTOS
FISIOTERAPICOS

En el tratamiento conservador de las tendinopatias, dentro de cada via de
abordaje expuestas detalladamente en el marco tedrico, hay un gran abanico de
técnicas fisioterapicas con objetivos similares. Todas ellas se prescriben actualmente
para el tratamiento de las tendinopatias, pero no todas cuentan con la misma evidencia
clinica. En concreto, algunas de las técnicas, como en el caso de la ultrasonoterapia,
aunque ha sido prescrita durante décadas, en la actualidad se ha concluido que no
presenta buenos resultados que la sigan avalando [162, 220-223]. Por otra parte, otras
técnicas mas novedosas, como las ondas de choque extracorporeas, estan destacando
en la actualidad por tener resultados clinicos notablemente significativos [14-16, 213-
219]. Seqguidamente, se detallan algunas de las técnicas fisioterapicas utilizadas en el

tratamiento de las tendinopatias junto con los resultados clinicos que han mostrado.

En el caso de las corrientes interferenciales, técnica electroterapica indicada en
el tratamiento de las tendinopatias con fines analgésicos, sus efectos beneficiosos se
basan en el estimulo de las fibras nociceptivas Ad. Segun la teoria de control del dolor
de Melzack y Wall (1965) [225], el estimulo de este tipo de fibras bloquearia la sensacién
de dolor. No obstante, a pesar de este postulado, el nUmero de estudios clinicos sobre
los verdaderos efectos beneficiosos que produce este tipo de terapia son escasosy con
resultados poco concluyentes. Las afirmaciones sobre su eficacia se han limitado
tradicionalmente a menciones académicas en libros de texto de electroterapia [226,
227], 0 a un Unico articulo descriptivo [434]. Aun asi, es una técnica presente en los
servicios de fisioterapia que se prescribe, como se indicd anteriormente, en el

tratamiento del dolor en las tendinopatias por sobreuso.

El ultrasonido terapéutico o ultrasonoterapia se emplea clinicamente en los
servicios de fisioterapia en el tratamiento de las tendinopatias por sobreuso con el fin
de lograr una reagudizacion de la lesion tendinosa, desencadenando de forma
controlada un proceso reactivo en el propio tenddn que estimule la sintesis de las fibras
de colageno, su optima alineacidn y la reorganizacion de su ECM [221, 246, 247]. A

pesar de ser asumida esta base tedrica, sin embargo, existen algunos estudios donde
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se cuestiona su eficacia clinica, sugiriéndose incluso por algunos autores, un efecto
beneficioso muy bajo o nulo [220, 223, 248-250]. Asi, por ejemplo, Robertson y Baker
(2001) [249] revisaron, mediante un metaanalisis de todos los estudios publicados
referentes a esta técnica, su efectividad en la curacion y en la regeneracion del tejido
blando, no pudiéndose demostrar ningun tipo de beneficio superior al placebo. A su
vez, D'Vaz y cols. (2006) [248] en un estudio con pacientes diagnosticados de
tendinopatia epicondilea concluyeron que no se obtenian beneficios en la aplicacion de
esta técnica, ni en la mejoria del dolor ni en la funcionalidad, mayores que en el grupo
placebo. Ambos trabajos coinciden con los resultados publicados posteriomente por
Warden y cols. (2008) [223] con pacientes diagnosticados de tendinopatia crdnica

patelar.

La técnica laser de uso terapéutico en las tendinopatias, cuyo fin es lograr la
estimulacion de la estructura tendinosa, reporta en la literatura mejores resultados
clinicos con la modalidad de laser de baja intensidad [255]. Al igual que ocurre con los
ultrasonidos, esta técnica tiene justificada su aplicacion terapéutica en los tedricos
efectos fisiologicos que produce, tales como un incremento de la capacidad
regeneradora del tejido al estimular la sintesis de colagenoy de factores de crecimiento
tisular [251-254, 435]. En este caso, 2 trabajos publicados por Reddy y colaboradores
empleando esta técnica en el tratamiento de las tendinopatias, demostraron un
incremento de la tasa de produccion de colageno en los tendones patoldgicos al
combinar este tipo de terapia con una carga mecanica precoz [256, 257]. Asimismo,
otras publicaciones también reportaron los efectos beneficiosos de la aplicacion del
laser al reducir sensiblemente el sintoma doloroso [258, 259]. Sin embargo, en la
bibliografia también se encuentran varios articulos que ponen en duda su eficacia en el
tratamiento de este tipo de lesiones, sefialando que Unicamente superan levemente los

efectos clinicos obtenidos con placebo [260-262, 436].

El masaje transverso profundo (MTP) esta indicado en el tratamiento de las
tendinopatias por sobreuso con el objetivo de provocar una hiperemia que reagudice el
proceso patoldgico, ademas de eliminar las adherencias y fibrosis presentes en los
procesos cicatriciales [263]. Ha sido considerada una de las técnicas de eleccion para

tratar este tipo de patologias [265, 266], aunque hay discrepancias respecto a su
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efectividad. Asi, Gehlsen y cols. (1999) [264] reportaron que esta técnica si era efectiva
para el tratamiento de las lesiones cronicas de los tendones, pero otros autores no han
podido adjudicarle en sus estudios efectos beneficiosos clinicos con valor estadistico

optimo [266, 267, 437, 438].

Con respecto a los tratamientos basados en programas de ejercicios, son
numerosos los estudios publicados en la literatura que destacan los beneficios de las
intervenciones de programas de entrenamiento excéntrico, de manera aislada o
combinandolos con otras técnicas fisioterapicas [6, 10], describiéndolos como una de
las mejores opciones terapéuticas para el tratamiento de las tendinopatias por
sobreuso [305, 310-315, 431]. Sin embargo, autores como Naugle y cols. (2012) [316],
Cook y cols. (2014) [318] y Rio y cols. (2015) [317] demostraron los beneficios del
ejercicio isométrico en el tratamiento de este tipo de patologia, sefialando su potente
efecto analgésico en el dolor tendinoso y beneficio en el mantenimiento de la
capacidad del tendon de someterse a cargas [88]. A raiz de estos resultados, en la
actualidad se conoce que todos los tipos de contraccion, isométrica, concéntrica y
excéntrica, son beneficiosos y lo mas importante, totalmente necesarios en cualquier
protocolo que pretenda recuperar con éxito una lesion tendinosa [5, 8]. Siguiendo esta
misma linea, el grupo de investigacion de Cook describié su modelo Continuum (Fig.
17), donde se prescriben ejercicios activos con los distintos tipos de contraccidn, no
exclusivamente con ejercicios excéntricos, ya que consideran que lo necesario es el
estimulo de carga, estimulo que busca aumentar la sintesis y mejorar la alineacion de
las fibras de colageno en formacidn, aumentando asi la capacidad para soportar carga
del tenddn [103, 164, 318]. Esta tesis doctoral avala el argumento de todos estos
trabajos y, tal y como se indico en el apartado en el que se menciond en detalle el gen
Scx, ya se postulaba el por qué se produce una mejoria con los distintos tipos de
contraccion y no exclusivamente con ejercicios excéntricos; ademas, también se
hipotetizaba la razén por la cual podria ser mas efectiva la combinacidn de los ejercicios

con la técnica EPI que los ejercicios solos en el tratamiento de las tendinopatias.

Pero dentro de todo este abanico de técnicas terapéuticas pertenecientes a la
fisioterapia, a la que se le atribuye un mecanismo fisioldgico de actuacion mas parecido

al de la técnica EPI es a la terapia con ondas de choque extracorpdreas (TOCH). Este
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tipo de terapia presenta la capacidad de desencadenar una respuesta inflamatoria
aguda con un aumento del metabolismo celular y de vascularizacion en la zona tisular
del impacto, asi como de estimular la liberacion en la zona de la lesion de factores de
crecimiento que favorezcan una respuesta regeneradora de este tejido [270, 271, 390].
Asi, Vetrano y cols. (2011) [439] reportaron un aumento significativo en la
concentracion de colageno tipo | después de la aplicacion de las TOCH, dato
clinicamente significativo y que es similar al obtenido en esta tesis doctoral tras la
aplicacion de la técnica EPI (incremento de la expresion de Colzaz y Col3az1). Asimismo,
en la actualidad, hay una gran variedad de estudios que avalan el uso de las TOCH en el
tratamiento de las tendinopatias por sobreuso, reportando hasta un 70% de mejoria de
este tipo de patologias [213, 215, 272-278, 278, 279, 440, 441]. Sin embargo, también
existen otros trabajos, aunque en bastante menor nUmero, que desaconsejan su
utilizacion, ya que los supuestos beneficios clinicos obtenidos no son estadisticamente
significativos comparandolos con grupos control o los que contienen Unicamente
placebo [280, 281]. Interesantemente, en un estudio relativamente reciente,
Santamato y cols. (2016) sugieren que la combinacidn de TOCH vy ejercicios reporta
mejores resultados en el tratamiento de las tendinopatias que las TOCH aplicadas de
forma aislada [442]. Esto iria en la misma linea de tratamiento que defiende
actualmente la combinacion de la terapia EPI con ejercicios, combinacidon que

consideramos necesaria y que se ha justificado en apartados anteriores.

A este respecto cabe sefialar también que al realizar una comparativa entre los
distintos tipos de técnicas fisioterapicas que se emplean en el tratamiento de las
tendinopatias, el trabajo de Stasinopoulosy cols. (2004) [9] concluyd que, clinicamente,
las fricciones sobre el tendon, base de la técnica MTP, eran menos efectivas que el
trabajo activo en el tratamiento de las tendinopatias. Posteriormente, Warden y cols.
(2008) [223] confirmaron esta misma teoria, reportando no sélo que el MTP era menos
efectivo, sino que también lo era la terapia con ultrasonidos [223]. Respecto a la terapia
con laser, también se determind que su efectividad era mayor si se acompaiaba de

ejercicios [10].

En definitiva, por todo lo anteriormente expuesto, se puede concluir que las

técnicas fisioterapicas que actualmente muestran mejores resultados clinicos para el
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tratamiento de las tendinopatias por sobreuso son los ejercicios, las TOCH y, como se
postula en esta tesis doctoral, la terapia con EPI, mas concretamente, la combinacion
de ejercicios con alguna de estas 2 técnicas regeneradoras (TOCH y EPI), con mejorias
clinicas de un 70-75% en el caso de la combinacion con las TOCH [213, 215, 272-278, 278,
279, 440, 441] y de un 80-85% en la combinacion con la técnica EPI [16, 20, 351]. Por
consiguiente, se deduce que los tratamientos que incluyen un trabajo activo son
clinicamente mas efectivos si van precedidos de una técnica fisioterapica con suficiente
poder regenerativo, como las TOCH y la EPI, que parecen tener un mecanismo de
actuacion similar al desencadenar una respuesta aguda estimulativa. La gran ventaja
de la terapia con EPI frente a la TOCH es que se aplica con una simple aguja, su
aplicacion es mas focal, por lo que tiene un menor margen de error. Ademas, aunque
ambas técnicas son dolorosas, el tiempo de ejecucion de la EPl es mas corto por lo que

la tolerancia por parte del paciente a la técnica es mayor.

5. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Una de las limitaciones de este estudio, como ya se ha mencionado
anteriormente, es el espacio temporal en el que se engloba (4 semanas), tiempo que
podria ser insuficiente para poder visualizar algunos cambios significativos de la
reparacion del tendon a nivel histoldgico [17-19], asi como también para poder
determinar la evolucion de la expresion de los genes empleados y compararla con los
estudios publicados con espacios temporales mas largos [398, 399]. La ampliacion del
marco temporal tras la aplicacion de la técnica EPI en las tendinopatias es uno de los

proyectos que se pretenden llevar cabo en futuras investigaciones.

Por otra parte, el disefio del plan de trabajo se ajusté al menor numero de
muestra posible para minimizar el nUmero de animales utilizados, pero es posible que
un mayor numero de muestra podria mejorar la significancia de los resultados
obtenidos; y tal y como se ha ido indicado en algunos apartados de la discusion, éstos
pudieran llegar a ser estadisticamente significativos, con la consiguiente repercusion

funcional.

Finalmente, otra de las limitaciones es la propia utilizacion del modelo animal

empleado en esta tesis doctoral que, a pesar de ser un modelo validado para el estudio

148



Discusion

de las tendinopatias, los resultados y conclusiones obtenidas deben considerarse con la
debida cautela ya que quizas no podrian ser del todo extrapolables a lo que acontece

verdaderamente en las personas con este tipo de patologia [352, 353].
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PRIMERA

La inyeccion de la enzima colagenasa fue efectiva en la induccion de la tendinopatia en
el tendon de Aquiles en ratas ya que generd, en este tejido, unas caracteristicas
estructurales, histoldgicas y moleculares similares a las descritas en las tendinopatias
en humanos. Por lo tanto, el modelo animal empleado en este trabajo es totalmente

valido.

SEGUNDA

La técnica EPI produce inicialmente una respuesta inflamatoria local y aguda,
objetivada en el tenddn por la presencia de infiltrado tisular con células inflamatorias
del tipo leucocitos (linfocitos y monocitos), neoangiogénesis e incremento de la
expresion del gen proinflamatorio Cox2 y los genes Mmp2, Mmpg, Coliaz y Col3az,
éstos Ultimos, relacionados con los procesos de regeneracion del colageno vy
remodelacion de la matriz extracelular de este tejido. Estas respuestas se producen
tanto en un tenddn sano como en uno con tendinopatia, corroborando asi, el postulado

del creador de esta técnica terapéutica.

TERCERA

La técnica de puncion con aguja produce un proceso inflamatorio sobre el tenddn, sélo
apreciable en este trabajo a nivel molecular, aunque notablemente menor que el mismo
proceso generado por la técnica EPI, extrapolandose, por lo tanto, que la causa de tal
diferencia reside en la ablacion electrolitica que produce la aplicacion de la corriente

galvanica. Este hecho es determinante en la 6ptima recuperacion del tejido tendinoso.

CUARTA

La técnica EPI produce en un tenddn con tendinopatia un incremento de la expresion
génica de Vefg que esta directamente relacionado con los procesos de
neoangiogénesis. A este respecto, se postula que la formacion de nuevos vasos
sanguineos normofuncionales es un estimulo molecular clave e imprescindible para que

se lleve a cabo el proceso de curacion de este tejido.
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QUINTA

La técnica EPI produce un incremento de la expresion génica del factor de transcripcion
pro-regenerativo Scx, el cual, a su vez, activa la transcripcion de al menos uno de los
genes de colageno, Colzaz, e indirectamente estimula los procesos de reparacion de la
matriz extracelular del tenddn. Por lo tanto, estos hechos se pueden interpretar, desde
el punto de vista clinico, como muy relevantes en el fin de lograr un éptimo proceso de

curacion del tendon con tendinopatia.

SEXTA

La técnica fisioterapica EPI, al ser demostrado que provoca inicialmente una respuesta
inflamatoria y presenta un alto poder regenerativo del tejido tendinoso, puede
considerarse una de las terapias de eleccion preferente en el tratamiento de las

tendinopatias por sobreuso.
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