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Julian Braries Fierro

RESUMEN

La Tendinopatia de Hombro es una enfermedad frecuente y de etiologia aun
desconocida. Ha sido denominado como Tendinopatia al proceso de caracter degenerativo y
progresivo, con una alterada capacidad reparativa lo que conduce a rupturas y limitacién
funcional severa. El concepto de tendinosis corresponde a la definicion histopatolédgica de
este proceso gue se expresa en el tendon.

La terapia con Ondas de Choque es un tratamiento reciente y no invasivo, que en
estudios clinicos esta demostrando su utilidad en esta patologia, sin embargo, su rol
bioldgico aun no ha sido completamente estudiado.

El objetivo de esta tesis es evaluar el efecto de tratamiento con Ondas de Choque
extracorpdreas en tendinopatias del mango rotador en el hombre, mediante el uso de
técnicas inmunohistoquimicas. Se utilizaron biopsias de pacientes con rupturas completas
del mango rotador que aceptaron ser tratados con ondas de choque en forma pre-operatoria,
los que fueron operados posteriormente, a las 8 semanas de aplicadas las ondas de choque.
Se cuantificO la expresion de marcadores de proliferacion celular (PCNA), neo-
angiogenesis y vascularizacion (CD14 y CD34), analisis de vasos linfaticos a través de la
marcacion con D2-40, Colageno I, Colageno Ill y Tenascin-C. EI grupo control fueron
pacientes portadores de ruptura de mango rotador de indicacion quirdrgica, a quienes no se
les realizé el tratamiento de ondas de choque pre-operatorio, porque no lo aceptaron.

El andlisis histopatologico, confirma para toda la serie, tanto los tratados como los
que no recibieron la terapia, los hallazgos descrito para la tendinosis: un tejido
desorganizado, con ausencia de células inflamatorias e hipocelularidad progresiva. Los
pacientes sometidos a la terapia con Ondas de Choque muestran indicios de un tejido
reactivo, con focos espontaneos de reparacion tisular, desarrollo de neovascularizacion,

aumento de vasos linfaticos y proliferacion celular.
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ABSTRACT.

Rotator Cuff Tendinopathy of the Shoulder is a frequent disease at Orthopaedic
Medical facilities, but pathophysiology, that encompasses its many clinical variations are
incompletely understood. The term "tendinopathy™ define a degenerative and progressive
character of this ailment that also includes an upset of the healing capabilities of the tendon,
with potential for tears of tendon structure and severe functional limitation.

The Extracorporeal Shock Wave Therapy (ESWT) has been recently developed as a
treatment for this condition; however its biological role has not been completely studied.

The aim of this Thesis is to evaluate the responses of Rotator Cuff Tendinopathy to
ESWT, using Immunocytochemical Techniques as analytic tools. 31 patients with complete
rotator cuff tear that deserve a surgical repair were offered to receive, pre-operatively, a
single session of ESWT. 10 patients accepted the ESWT and underwent the surgical repair
8 weeks after application; 21 patients did not accept the treatment and underwent surgery
according schedule. Routine biopsies were taken in all patients and processed immediately
according protocol. Immunocytochemical battery includes PCNA, CD14, CD34, D2-40
(lymphatic marker), Collagen type I, Collagen type I11, and Tenascin-C.

Histopathological analysis of entire population demonstrates the tendinopathic
character for all samples (disorganized tendon tissue, absence of inflammatory cells and
progressive hypo-cellularity). Biopsies from patients that received ESWT are showing
reactive tissue foci with healing areas, actives neo-vessels development and augmented

cellular proliferation.
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INTRODUCCION.

Una de las causas frecuentes de consulta médica espontanea actual, corresponde a
pacientes que acusan dolor en el hombro, de inicio insidioso y de caracter progresivo, que
no responde a medidas habituales, como reposo o el uso de analgésicos comunes, notando
los pacientes un deterioro en su capacidad de movimiento en la articulacion afectada y por
tanto un menoscabo fisico doloroso e importante, el que se mantiene a lo largo de semanas
0 mas, situacion que los lleva a consultar. Esta situacion descrita presenta una incidencia
internacional que estd aumentando progresivamente (1,2) y se asocia al envejecimiento
poblacional junto al sobre uso de la estructura en actividades laborales y deportivas; la
etiopatogenia de ésta entidad nosoldgica no esta definida y se trabajan distintas hipotesis
que la explicarian.

Diversos reportes indican que la condicién fisiopatoldgica de estos pacientes
corresponde a una tendinopatia (3, 4, 18, 53), implicando en el término una *“condicion
cronica del tendon afecto, que intenta reparar pero no lo logra, debido a que estd
implicitamente alterada su microestructura y metabolismo”.

Asimismo, en el concepto subyace la idea de incapacidad de la estructura a
cicatrizar, a pesar de los esfuerzos terapéuticos, demostrada por la ineficacia de una serie de
medidas médicas para obtener alivio clinico. También se informa, en revisiones clinicas
consolidadas, el fracaso progresivo de tratamientos quirdrgicos adoptados, ya sea por el
dolor cronico o por la aparicién de roturas de espesor parcial 6 total del mango rotador,
derivadas del mismo dafio microestructural; la tasa de re-roturas posterior a la cirugia varia
entre el 25 al 90% (5), lo que indica la necesidad de buscar métodos de induccion bioldgica
gue aumenten la capacidad de cicatrizacion del mango rotador.

En los Gltimos afios se aprecia un aumento en los reportes (6, 7, 8), que basados en la
mejoria de las técnicas histologicas e inmunohistoquimicas, intentan explicar en mayor
profundidad lo que se puede considerar un tendén sano, en un individuo que naturalmente
envejece (considerando metabolismo acorde a la edad); asimismo estos avances permiten
comparaciones de las alteraciones progresivas encontradas en tendones tendindsicos y
ayudan a definir las caracteristicas propias de cicatrizacion de una estructura unica , como

es el mango rotador en el hombre.
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La Clasificacion de Riley (47) permite rapidamente categorizar el componente
celular y calidad del estroma tendineo, aunque no hace referencias especificas al
componente vascular tendineo. La clasifica en 4 tipos: | normal, caracterizados por
paquetes de fibras de coldgeno con un contorno ondulado y por nucleos de tenocitos
elongados, con un patron de cromatina homogéneo, y dispuestos con sus largos ejes
paralelos a las fibras de colageno. El tipo 1l o degeneracion leve, corresponde a las fases
iniciales de la tendinopatia, aun con fibras de coladgeno alineadas, pero su ondulacion es
desigual y sus fibras no pueden ser facilmente identificadas. Los nucleos son mas cortos,
pero aun ovales, con cromatina mas oscura y su disposicion es en cadenas cortas con
apariencia de “fila india”. El tipo Il presenta una degeneracion moderada, muestra
aumentada hialinizacion del colageno con areas borrosas, aumentada celularidad y los
nucleos con formas redondas u ovales. Hay pérdida de la orientacién de los paquetes de
colageno y pérdida de la orientacion de los nucleos con las fibras. La degeneracién severa o
tipo 1V describe franco compromiso del estroma con hialinizacion difusa avanzada (que se
corresponde con la transformacion condroidea) perdida completa de la orientacion de las
fibras de colageno. El nimero de nicleos se observa reducido y los presentes son pequefios
oscuros y redondos.

La condicién clinica de tendinopatia y su evolucion es un problema que no estéa
resuelto, existiendo un amplio campo de investigacion y sobretodo en el area terapéutica, la
gue esta derivando en la basqueda de fortalecer las capacidades intrinsecas remanentes de
cicatrizacion, lo que se puede definir como “medicina regenerativa” (9), basada en terapias
celulares (células mesenquimales/stem cells) y su coordinacién con los procesos de
neoangiogénesis y vasculogénesis post-natal. Estos estudios analizan los factores que estan
influenciando la respuesta vascular y celular inmediatamente subsiguiente, los que son
absolutamente fundamentales para la serie de eventos multifactoriales que desembocan en

lo que conocemos como cicatrizacion tisular.

La terapia con Ondas de Choque originalmente fue utilizada para destruir depdsitos
de calcio en el cuerpo, especialmente calculos renales, siendo una técnica no invasiva y
muy efectiva. Fue utilizada en patologias musculoesqueléticas por primera vez en 1987,

inicialmente en pseudoartrosis y luego en tendinitis calcica del hombro. Ha mostrado
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resultados variables en el tratamiento de tendinitis y tendinosis. Importantes avances en su
mecanismo bioldgico se han realizado, sin embargo aun faltan estudios que expliquen su rol
en los procesos degenerativos tendineos (15, 16, 17).

La Onda de Choque de utilizacién en clinica es una explosion controlada que
produce una onda sonica la cual penetra en los tejidos, transmitida por el componente
acuoso corporal y absorbida, ejerciendo asi su efecto biolégico. Fue definida como una
perturbacion de presion, transitoria, que se propaga con un aumento repentino por sobre la
presion del ambiente. Las ondas son generadas, desde los dispositivos a través de un medio
fluido como el agua, y un gel de acoplamiento facilita la transmision en los tejidos
bioldgicos; la onda genera un estrés tisular y ademas fuerzas tensiles que causan cavitacion
(51).

Wang y col. demostraron un aumento significativo de eNOS, VEGF, PCNA y
neovasos entre las 4 y 12 semanas, en tejido tendineo de conejo tratado con ondas de
choque. Asi la capacidad de reparacion tisular estaria dada por una neoangiogénesis, con la
consecuente mejora de aporte sanguineo y una hipercelularidad reparativa (10, 11).

La estimulacion con Ondas de Choque en un modelo animal de tendinitis aquiliana
inducida, demostrd el aumento significativo de TGF-bl y IGF-1, fundamentales para la
reparacion tisular, mediante la regulacion del metabolismo del colageno y la proliferacion
de tenocitos. Se demostr6 una mejoria en las propiedades biomecénicas del tendon,
encontrdndose ademéas que los tenocitos evidenciaron una proliferacion celular con
aumento de la expresion de PCNA (16).

La angiogénesis es el proceso fundamental para la reparacion tisular (22,52) y la
célula endotelial requiere, para su desarrollo y establecimiento, de sefiales como factores de
crecimiento y una matriz extracelular que le provea de un soporte (23, 24).

En éste sentido se ha demostrado que la Terapia por Ondas de Choque
extracorporeas son capaces de inducir una respuesta angiogénica que se acompafa de una
hipercelularidad con caracteristicas reparativas (10, 11, 12, 13, 14), cuando son aplicadas a
estructuras tendino-esqueléticas dafiadas en sus procesos ontolégicos de cicatrizacion
espontanea (tendinopatia, retardo y/o no consolidacién). Esta misma respuesta reparativa se

aprecia en tegumentos con heridas cronicas y en procesos de necrosis 0seas espontaneas,
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que se resuelven con significativos porcentajes de mejoria inducida, cuando son tratadas
con Ondas de Choque (15, 16, 17, 19, 20, 21).

Un analisis acucioso de los trabajos sobre el metabolismo de distintos tendones en
fase tendinosica, nos indica que hay respuestas disimiles de sus sistemas enzimaticos frente
a la mecanotransduccion a la que se ven sometidos (22, 23, 24), lo que en suma, afectan la
induccidn de la matriz tendinea sobre los procesos angiovasculares de reparacion (25,26,31);
de esto inferimos que se hace necesario restringir nuestro acceso de datos y fundamentacion
cientifica exclusivamente a publicaciones sobre investigaciones en el mango rotador
humano (38,39,40,42,43,44,45,46,47,48) y seleccionar los informes sobre modelos animales
aceptados como homologables a la condicién de tendinopatia del mango rotador en el
hombre (34,35,36,37,41). De lo anterior se desprende que no existen trabajos que evalten el
efecto tisular de ondas de choque en tendones de mango rotador humano. Este trabajo
pretende analizar los cambios tisulares observables y producidos por las ondas de choque

en pacientes con tendinosis de mango rotador.
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HIPOTESIS

La Terapia de Ondas de Choque extracorporea aplicada en pacientes con patologia
degenerativa y rotura del mango rotador del hombro, induce un efecto bioldgico que
ayudaria a la reparacion del tejido, estimulando la neovascularizacion y modificando la

expresion de moléculas asociadas a estos procesos.
BJETIVO GENERAL
Evaluacién inmunohistoquimica del efecto biologico inducido por la terapia de

Ondas de Choque extracorporea, aplicada en forma previa a la cirugia, en una poblacién de

pacientes tendindsicos con ruptura del mango rotador del hombro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar si existe neovascularizacion inducida por las Ondas de Chogue en los tendones
del mango rotador afectados por el proceso de tendinosis que desembocd en la ruptura total

de los mismos.
2. Evaluar las capacidades reparativas de la hipercelularidad derivada desde la
neoangiogenesis inducida, a través de la determinacion inmunohistoquimica de marcadores

especificos para Colageno I, Colageno I11, Tenascina C, D2-40, CD14, CD34 y PCNA.

3. Cuantificar las respuestas celulares y moleculares de los marcadores utilizados a través

de analisis de imégenes.
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MATERIALES Y METODOS.

Disefio del estudio

Es un estudio Cuasi Experimental, ya que se realizd una exposicion determinada en
un grupo de individuos que se compard con otro grupo en el que no se intervino, pero no se
realizd aleatorizacién debido al bajo nuimero de individuos; Transversal y de tipo

terapéutico (58).

Pacientes

El material que se trabajé en el presente estudio provino de pacientes atendidos por
el Dr. Manuel Brafies A., Traumatdlogo, y corresponde a una muestra de 31 pacientes con
rupturas sintomaticas del mango rotador. De esta poblacién pacientes, 10 de ellos aceptaron
recibir el tratamiento de ondas de choque previamente a la cirugia (protocolo basado en
tratamiento ambulatorio, dispositivos Dornier Compact Alpha, Orthospec y Storz Duo-lit,
recibieron 4000 pulsos a 0,3 mJ/mmz2, equivalentes a una FED de 1,200 J/mm2 en una
sesion, sin anestesia; la cantidad total de energia aplicada fue normalizada para los
diferentes dispositivos) (17, 65).

Las observaciones se distribuyen como 18 mujeres, 13 hombres, rango de edad de
48 afos a 73 afos, con una edad promedio de 61 afios. Ningun paciente habia recibido
tratamiento quirargico previo en el hombro y sus molestias se extendian por mas de 6
meses sin resultados a diversas medidas conservadoras. El diagnéstico de la condicién se
obtuvo en todos los casos a través de Ecografias y Radiografias de hombro, definiendo la
presencia de tendinosis ecografica y ruptura del mango rotador para todas ellas, sin
alteraciones dseas de otro origen. Los examenes preoperatorios alterados fueron
normalizados por indicacién del Anestesista (accién directa e Interconsultas) en las
evaluaciones anestésicas pre-quirtrgicas y se procedié a la cirugia con el consentimiento
informado de los procedimientos a realizar y de los métodos a aplicar a las biopsias

obtenidas. En el intra-operatorio todos los pacientes mostraron ruptura de espesor completo
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del mango rotador y se procedio a su reparacion a través de una excision completa y en
bloque del borde libre de la ruptura mas 2 a 3 mm. de tejido medial, muchas veces con
aspecto macroscopico de dafio estructural (adelgazamiento y/6 esfacelo); asimismo se
prepara un lecho éseo de reinsercion en el troquiter de +/- 5x7x2 mms. , (Ancho x largo x
profundidad) lugar donde se reinsertara el tendon liberado/movilizado y preparado,
reproduciendo sin modificaciones la técnica quirdrgica descrita por los Dr. Charles S. Neer
y L. U. Bigliani, Shoulder Service, Columbia Presbyterian Medical Center, New York (49,
50).

El material derivado de ambas acciones se colocd en recipientes conteniendo
solucion de formalina buffer preparada y se envié de inmediato al Departamento de
Histopatologia para su procesamiento. Todas las biopsias fueron informadas por Patologos
(L.C.M. y L.A.H.) y se reservo una copia del informe junto a los tacos con el material

fijado para utilizacion posterior.

Histologia

Las 31 biopsias fueron procesadas con las técnicas habituales para tincion con
Hematoxilina-Eosina y se estudiaron en forma exhaustiva bajo microscopio de luz (Nikon-
Eclipse E200) para determinar las caracteristicas microscopicas de estructura tendinea
(matriz) y células constituyentes segun la clasificacion de Riley, al tiempo que objetivar los
detalles de los focos de vascularizacion y/é reparacion tisular que pudiesen estar presentes
Como una respuesta espontanea de cicatrizacion ¢ inducida después del tratamiento de
Ondas de Choque. Se obtuvieron 3 (objetivo x10) microfotografias de las areas
mencionadas, a objeto de tener una base grafica de analisis histopatolégico, la que fue

posteriormente revisada por Patélogo (L.A.H.).
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Inmunohistoquimica.

El protocolo utilizado fue el siguiente (Contreras y col, 2009): primero se
desparafind e hidrat6 los cortes hasta el agua destilada. Luego se realiz6 recuperacion de
sitios antigénicos: se coloco los cortes en recipiente de vidrio con tapa y se cubrié con
liquido de recuperacion (Target Retrieval) durante 20 minutos en vaporera y luego 20
minutos a temperatura ambiente. Se lavo en buffer PBS, 3 lavados. Posteriormente se
procedid al blogueo de la peroxidasa enddgena: Incubacion con perdxido de hidrégeno al
3% en metanol x 15 min. en cdmara humeda y a temperatura ambiente. Se lavo en PBS
(3x). Luego se realizd bloqueo de sitios de unidn inespecifica: Incubacion con suero no
inmune x 10 min. a temperatura ambiente y en cdmara himeda. (54, 55)

Luego se incub6 con el anticuerpo primario durante 48 hrs. a 4° C. Los anticuerpos
primarios monoclonales que se utilizaron de describen en la tabla 1 con sus respectivas

diluciones utilizadas:

Anticuerpo anti CD 14 (5A3B11B5), (1:500) (Santa Cruz Biotechnology sc-58951)

Anticuerpo anti CD34 (43A1) (1:100), (Santa Cruz Biotechnology sc-65261)

Anticuerpo anti Colageno I (1: 500), (Affinity Bioreagents PA1-85319)

Anticuerpo anti Colageno Il (1: 250), (Affinity Bioreagents PA1-85323)

Anticuerpo anti PCNA (PC11) (1:100), (Santa Cruz Biotechnology sc-53407)

Anticuerpo anti D2-40 (1:100) (Affinity Bioreagents MA1-83884)

Anticuerpo anti Tenacina C (2Q568) (1:100) (Santa Cruz Biotechnology sc-73139)

Tabla 1. Anticuerpos utilizados y diluciones.

Posteriormente se lavd en PBS (3x) y se incubd con el anticuerpo secundario
biotinilado: Inmunoglobulinas biotiniladas en una dilucion 1:600 durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Se lavdo en PBS (3x). Se incubd con el conjugado Avidina-
perdxidasa: en una dilucion de 1:600 x 20 minutos a temperatura ambiente. Se lavo en PBS
(3x). Se incubd con solucion sustrato-cromogeno DAB: durante 2 minutos a temperatura
ambiente. Después se lavo en agua destilada y se realizé tincion nuclear con Hematoxilina

de Harris por 3a 5 segundos.
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Finalmente los cortes fueron deshidratados, aclarados y montados en Eukit®. Luego
fueron observados en microscopio Olimpus ®, y fotografiados (10 microfotografias a 40x)
con camara Digital E500 y procesados con sistema de captura computacional de imagenes
(Image Pro-Plus v.6.2).

Anélisis de Iméagenes

Se analizaron las muestras mediante el software Image Pro-Plus v.6.2, para un
analisis cuantitativo de la intensidad y cantidad de marcacion tisular.

El protocolo utilizado fue el siguiente: se utilizaron las 5 microfotografias mas
representativas para ser procesadas. El canal de DAB fue extraido mediante el método de
deconvolucion de colores integrado en Image J (NIH) segun el algoritmo de Ruifrok y
Johnston (56). Las imagenes obtenidas se transformaron a imagen en escala de grises de 8
bits con Image Pro Plus 6.2 (Media Cybernetics, Bethesda, MD) para la cuantificacion del
area de tincion positiva (AT) en um? y la densidad dptica integrada (DOI). Se calculé la
intensidad de tincion como IT=DOI/AT, obteniéndose el promedio con desviacion estandar
para cada serie.

Analisis estadistico

El anélisis fue desarrollado en Stata v.11.1. Para comparar las diferencias entre los
valores medios de los marcadores del grupo casos y del grupo control, fue desarrollado el
método de analisis de varianza para medidas repetidas, siendo las distintas lecturas
consideradas como medidas repetidas. Se consideré como significativo un valor p<0.05. Se
realiz6 una comparacion visual de las medias con sus respectivos intervalos de confianza al

95% (CI1 95%) entre los casos y controles para cada uno de los marcadores usados.

Comité ética

El estudio cuenta con la aprobacion ética para su realizacion por el Comité de Etica

de Investigacion en Seres Humanos de la Universidad de Chile.
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RESULTADOS

Analisis clinico-quirargico.

Los 31 pacientes intervenidos evolucionaron en el post-operatorio inmediato en
forma adecuada, no registrandose variaciones observables para los que recibieron la terapia
de Ondas de Choque. No hubo casos de retardo de cicatrizacidn de herida quirargica como
asi tampoco casos de infeccion superficial 6 profunda. Los controles de seguimiento a 6
meses postoperatorios tampoco mostraron diferencias entre ambas poblaciones, cumpliendo
todos sin problemas, la rehabilitacion post-cirugia. Durante el seguimiento no se
presentaron pérdidas.

No se observaron cambios macroscopicos en los planos quirdrgicos de los pacientes
sometidos a Ondas de Choque comparandolo con los que no han recibido el tratamiento. En
el periodo de seguimiento post-operatorio, no se observaron diferencias en los tiempos de
cicatrizacion considerados habituales 6 en los tiempos de rehabilitacion posterior. No se

han presentado complicaciones en la serie estudiada hasta el momento.

Analisis Histoldgico.

La evaluacion histoldgica del tejido tendineo de estos pacientes con historia clinica
de tendinopatia cronica y operados por ruptura completa del mango rotador con grave
insuficiencia funcional del hombro, muestra un tejido desorganizado, con ausencia de
células inflamatorias e hipocelularidad, ausencia de fibras colagenas paralelas, siendo
reemplazadas por zonas sin orden y amorfas asociada a microrupturas del tejido.

Podemos agregar que aquellos clasificados como tipo I11 de Riley, presentaron junto
a microrupturas de la matriz, focos de neo-angiogénesis defectuosa observado por el mal
desarrollo de pericitos que ayuden a estabilizar el vaso y ademas focos de micro-

hemorragias los que no desarrollan una fase inflamatoria normal (fig. 1).
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Las muestras se distribuyeron segun la clasificacion de Riley en tipo Il y tipo 1V,
resultando en el grupo control a 13 observaciones tipo Il y 8 tipos 1V, y para el grupo

casos hubo 9 observaciones tipo 111y 1 del tipo V. No se evidencio lesiones grados Il de

Riley.

Figura 1: Microfotografia de tendén de mango rotador, tendinosis moderada tipo 111 de Riley. (a) Se observan
microrupturas y desorganizacién de matriz (H-E, 10x). (b) Neoangiogenesis defectuosa con
microhemorragias (flechas discontinuas) (H-E 10x).

En el tipo 1V de Riley se observa un progresivo componente condroideo, el que no
permite ningln tipo de neovascularizacion y asimismo se observa con disminuida
celularidad y vascularidad. La revision de nuestro material histopatolégico enfocada en los
aspectos morfoldgicos de la neo-angiogénesis, ha mostrado una forma "nodular” que se
expresa como racimos de vasos activos principalmente y en un ambiente de alto nimero de
pericitos y células ovales circundantes. Como rasgo distintivo éstos nédulos no muestran
microhemorragias y se disponen de preferencia en las areas endotendineas y subsinoviales,
siendo encontradas muy escasamente en el estroma tendineo.Los nddulos muestran un alta
celularidad en base a células grandes, poligonales, que salen desde los neovasos y migran
hacia el estroma; estas células no se corresponden con fibroblastos y su origen requiere de

una mejor caracterizacion en base a técnicas inmunohistoquimicas (fig. 2).
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Figura 2: (a) Microfotografia de tendén de mango rotador, serie control, foco de "neoangiogénesis
nodular" con mayor nimero de células poligonales que invaden el estromay se alinean en el sentido
de las fibras de colageno nativo (H-E, 10x). (b) Microfotografia de tendon de mango rotador, de la
serie casos, mostrando un foco similar, donde los neo-vasos muestran mayor celularidad y no se
observan microhemorragias (H-E, 10x).

Analisis de marcadores inmunohistoquimica.

Anticuerpo CD14

El anticuerpo anti CD 14, es un marcador de superficie de monocitos. Su poblacion
en sangre es considerada una fuente de precursores endoteliales y se expresa en células
progenitoras endoteliales tempranas (early endothelial progenitor cells). Su existencia ha
provisto de evidencia que existe vasculogénesis postnatal en el adulto, planteandose un rol
en la reparacion tisular (28, 29, 57).
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Figura 3. Expresion de marcador CD 14: marcacion inmunohistoquimica de tendén de mango rotador en
pacientes con tendinosis tipo Il1: (a'y ¢) no tratado (grupo controles); (b y d) 8 semanas post tratamiento con
ondas de choque (grupo casos). (e) Control negativo. (40x)

En las muestras analizadas, las imé&genes obtenidas mostraron una tincion especifica
con un leve aumento de su expresion en las muestras provenientes de pacientes tratados con
ondas de choque, sin embargo esta diferencia no fue estadisticamente significativa (valor p
=0,18) (fig. 3).

Anticuerpo anti CD 34

El anticuerpo anti CD 34 reacciona con el marcador presente en las células
endoteliales de los neo-vasos existentes y no se expresa practicamente en las células
endoteliales maduras de los vasos residentes que no participan de la neo-angiogénesis. En
las muestras de pacientes tratados con ondas de choque, observamos un aumento de esta
marcacion, especialmente en zonas donde probablemente se organiza un foco reparativo.

Esta diferencia fue estadisticamente significativa al analisis de imagenes (valor p= 0.0116).
(fig. 4)
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Figura 4. Expresion de marcador CD34: marcacion inmunohistoquimica de tendén mango rotador en
tendinosis tipo I1l. (a, ¢ y e) no tratado (grupo controles) ; (b, d y f) 8 semanas post tratamiento con ondas de
choque (grupo casos). Control negativo (g). (40x)

Colageno |

El Colageno | se encuentra en gran cantidad distribuido por el tejido, pero en
tendinosis muestra un patrén heterogéneo y desordenado. En las muestras de pacientes
tratados con ondas de choque no observamos diferencias en su marcacion comparandolas

con los controles. (fig. 5)

e

Figura 5. Expresion de Colageno I: marcacién inmunohistéquimica de tendén de mango rotador en tendinosis tipo I11. (ay
c) no tratado (grupo controles) ; (by d) 8 semanas post tratamiento con ondas de choque (grupo casos). Control negativo
(e). (40x)
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Colégeno 111

Se ha observado un aumento de la expresion de colageno tipo IlI, en tejidos
tendineos con roturas agudas, en los procesos de reparacion; también dispuesto en forma
heterogénea. Esta respuesta da cuenta de un proceso inflamatorio, en que aumenta la
expresion y cantidad de proteina. En las muestras de pacientes tratados con ondas de
choque se observo leve un aumento de esta marca y en relacion a los focos de angiogénesis.
Sin embargo los valores obtenidos por analisis de imégenes no muestran diferencia

estadisticamente significativa (valor p=0.7838). (fig. 6)

e
Figura 6. Expresion de Colageno I11: marcacion inmunohistoquimica de tenddn de mango rotador en tendinosis tipo Il1. (a

y ¢) no tratado (grupo controles) ; (b y d) 8 semanas post tratamiento con ondas de choque (grupo casos). Control
negativo (e). (40x).
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Anticuerpo anti D2-40

El anticuerpo D2-40 es un marcador especifico de células endoteliales de vasos
linfaticos. Existen pocos estudios que evallen la respuesta linfatica a los cambios
degenerativos. En general, se produce una disminucion de su cantidad en aquellos tejidos
con mayores cambios degenerativos. Matthews y col. describe que la vasculatura linfatica
fue observada en las rupturas pequefias y medianas y no en las grandes rupturas, las que

presentan los mayores cambios degenerativos (48).

Figura 7. Expresién de marcador D2-40: marcacion inmunohistoquimica de tendén de mango rotador en
pacientes con tendinosis tipo Il1: (a'y ¢) no tratado (grupo controles); (b y d) 8 semanas post tratamiento con
ondas de choque (grupo casos). Control negativo (e) (40x)
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Al comparar los pacientes, aquellos con lesiones tipo 11l presentan mayor cantidad
de vasos linfaticos que los tipo 1V, tanto los tratados como los no tratados. Sin embargo los
pacientes tratados con ondas de choque mostraron un aumento de la marcacion y en las
imagenes analizadas, se observo la tincion especifica con un aumento de su expresion en
los casos tratados con ondas de choque, siendo esta diferencia estadisticamente

significativa segun el analisis de imagenes (valor p = 0,003) (fig. 7).

Anticuerpo anti PCNA

El PCNA es un antigeno que demuestra indice de proliferacion celular. Se observd
en relacion a los ndcleos de tenocitos y gran parte de las células de los focos de
angiogenesis, con mayor expresion en las muestras de pacientes tratados con ondas de
choque, evidencia inicial de una respuesta celular con objetivos de reparacion tisular. En las
muestras analizadas la tincion especifica mostré significativamente un aumento en las
muestras provenientes de pacientes tratados con ondas de choque (valor p = 0,006) (fig. 8).
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Figura 8. Expresion de marcador PCNA: marcacién inmunohistoquimica de tendén de mango rotador en
pacientes con tendinosis tipo Il1: (a 'y ¢) no tratado (grupo controles); (b y d) 8 semanas post tratamiento con
ondas de choque (grupo casos). Control negativo (e). (40x)

Anticuerpo anti Tenascina C

La Tenascina-C es una proteina de matriz extracelular que ayuda a la adhesion
molecular con un rol en la migracion celular y la organizacion tisular. La marcacion en las
muestras de pacientes tratados con ondas de choque fue menor que en las tendinosis no
tratadas, destacandose especialmente en relacion a los focos de vasos de neoformacion. Las
iméagenes analizadas mostraron que la diferencia es estadisticamente significativa (valor p =
0,000) (fig. 9y 10).
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Figura 9. Expresion de marcador Tenacina C: marcacion inmunohistoquimica de tendén de mango rotador en
pacientes con tendinosis tipo Il1: (a 'y ¢) no tratado (grupo controles); (by d) 8 semanas post tratamiento con
ondas de choque (grupo casos). Control negativo (e). (40x)
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Figura 10. Comparacidn de la expresion de marcadores PCNA y Tenacina C: marcacion inmunohistoquimica
de tenddn de mango rotador en paciente con tendinosis tipo Il tratado con ondas de choque. (a) y (c)
corresponde a PCNA y en (b) y (d) se observa la marcacion de Tenascina C en relacién a un vaso sanguineo.
Control negativo (e). (40x)

Los resultados del anélisis cuantitativo, utilizando el procesador de imagenes Image
Pro Plus 6.2 para la marcacién inmunohistoquimica de los marcadores CD14, CD 34,
Colageno I y 1lIl , PCNA, Tenacina C y D2-40 se presentan en la tabla 2. Los valores
promedio de intensidad de tincion para la marcacion del anticuerpo CD 34, PCNA y D2-40
fue mayor en el grupo tratado con ondas de choque al compararlo con los controles, estas
diferencias fueron estadisticamente significativas (p<0.05), observandose valores altos para
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éstos. Los valores de la marcacion del anticuerpo Colageno | y Tenascina C muestra
diferencia entre los grupos: fue significativamente menor en el grupo tratado con ondas de
choque compardndolo con los controles, siendo ésta diferencia debida a lo constante de sus
valores. No se evidencia diferencia significativa en la marcacion de los anticuerpos CD14 y
Colageno lll, resultando con p-valores por sobre los 0,15, aunque para CD14 los valores

Sean mayores.

Tabla 2. Resultados del analisis para la cuantificacion del area de tincion positiva para la serie completa.

Marcador Grupo Media SD Min. Max. LCI UCI | p-valor
CD 14 Casos 17.78 19.78 0.79 82.94 11.84 23.73 0.175
Control 13.32 14.46 0.23 63.48 9.74 16.91
CD 34 Casos 22.16 12.83 1.31 61.97 18.31 26.02 0.012
Control 15.82 12.32 1.86 57.27 12.63 19.00
Colégeno | Casos 0.1 0.04 0.04 0.17 0.09 0.12 0.0001
Control 0.13 0.03 0.07 0.17 0.12 0.14
Colageno Il | Casos 0.12 0.04 0.04 0.19 0.11 0.13 0.780
Control 0.12 0.04 0.03 0.18 0.11 0.13
PCNA Casos 0,59 0,28 0,03 1,00 0,50 0,68 0,006
Control 0,45 0,18 0,07 0,82 0,40 0,50
TenacinaC | Casos 0,09 0,03 0,06 0,15 0,08 0,10 0,000
Control 0,12 0,03 0,05 0,16 0,12 0,13
D2-40 Casos 6,10 9,68 0,00 49,90 3,01 9,20 0,003
Control 2,07 3,85 0,00 18,82 1,11 3,02

SD: desviacion estandar. LCI: Limite inferior 1C95%. UCI: Limite superior IC95%. p-valor: Significancia del
analisis de varianza entre casos y controles por marcador.
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Se realizd, en forma conjunta, un analisis cuantitativo de la marcacion
inmunohistoquimica para los marcadores, segun el grado de tendinosis tipo Il y 1V de
Riley, diferenciando de esta manera entre los estadios de la enfermedad, considerando
ademas el grupo y nimero de la medicion realizada. Se observa una diferencia entre los
estadios I11 y IV para los marcadores CD14 y CD34, tanto para el grupo control como para
el tratado. Se observa una tendencia al aumento de marcacién comparando el grupo casos

versus el control. Los resultados se presentan en la tabla 3.

Tabla 3. Resumen estadistico para el valor registrado por marcador segun tipo de lesién (grado 111/
grado 1V), de tratamiento (casos / controles) y nimero de lectura (L-1/ L-5).

Controles Casos
Marcador  Grado Lectura N Media SD LCI UcCl N Media SD LCI UCl
L-1 13 122 7,08 7,92 1648 9 11,45 10,23 3,58 19,31
L-2 13 13,62 1549 4,26 22,99 9 1802 22,17 0,98 35,06
G-111 L-3 13 16,17 17,32 5,7 26,64 9 11,77 847 526 18,28
L-4 13 12,51 14,86 3,53 21,49 9 22,5 2544 294 42,05
D14 L-5 13 12,11 17,06 1,8 22,43 9 2519 2579 536 45,01
L-1 8 101 96 2,07 1812 1 248 - - -
L-2 8 555 145 4,34 6,76 1 364 - - -
G-IV L-3 8 577 508 1,52 10,01 1 101 - - -
L-4 8 95 534 503 13,9 1 057 - - -
L-5 8 804 843 1 15,09 1 015 - - -
L-1 12 13,95 11,01 6,95 2094 9 1484 11,5 6,01 23,68
L-2 12 16,63 1585 6,56 26,7 9 2598 13,4 15,68 36,27
G-111 L-3 12 16,91 14,57 7,65 26,16 9 24,03 12,55 14,38 33,68
L-4 12 14,79 961 869 209 9 29,1 14,551 17,94 40,25
D34 L-5 12 16,79 11,35 9,58 24,01 9 16,87 7,73 10,93 22,82
L-1 8 6 69 019 11,82 1 0,04 - - -
L-2 8 888 1315 0 19,87 1 004 - - -
G-IV L-3 8 845 1047 0 17,21 0o - - - -
L-4 8 6,67 12,67 0 17,26 0 - - - -
L-5 8 382 6,8 0 951 1 436 - - -
L-1 13 013 003 011 0,14 9 009 003 007 012
L-2 13 013 003 011 0,15 9 01 004 007 014
G-111 L-3 13 013 003 011 0,15 9 012 003 0,09 0,14
L-4 13 013 003 011 0,15 9 01 004 007 014
Colageno| L-5 13 013 003 0,12 0,15 9 01 004 007 0,13
L-1 8 0,13 0,03 0,1 0,15 1 0,1 - - -
L-2 8 012 004 009 015 1 007 - - -
G-IV L-3 8 012 0,02 01 014 1 006 - - -
L-4 8 014 003 011 0,16 1 0,07 - - -
L-5 8 023 029 0 047 1 006 - - -
L-1 13 012 004 009 014 9 012 004 009 015
L-2 13 011 003 0,09 0,13 9 011 005 0,08 0,15
G-111 L-3 13 012 003 011 0,14 9 011 004 0,08 0,14
L-4 13 012 0,04 01 014 9 011 004 008 014
L-5 13 0,12 0,04 01 014 9 012 004 009 0,15
Colageno Il
L-1 8 0,13 0,04 0,1 0,116 1 0,06 - - -
L-2 8 014 003 012 016 1 007 - - -
G-IV L-3 8 012 0,03 01 015 1 012 - - -
L-4 8 013 003 0,11 0,16 1 0,06 - - -
L-5 8 012 003 0,09 0,15 1 007 - - -

SD: desviacion estandar. LCI: Limite inferior 1C95%. UCI: Limite superior 1C95%. p-valor:
Significancia del andlisis de varianza entre casos y controles por marcador.
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Tabla 3 (continuacion)

Controles Casos
Marcador  Grado Lectura N Media SD LCI UClI N Media SD LCI UCl
L-1 1 051 021 0,37 0,65 7 059 025 036 082
L-2 11 039 0,19 026 0,52 7 061 028 036 087
G-l L-3 10 048 017 036 0,61 8 054 1032 027 081
L-4 11 045 016 034 0,56 8 053 031 027 079
PCNA L-5 10 042 019 029 0,55 7 07 029 043 097
L-1 2 03 0,18 0 1,9 1 062 - - -
L-2 2 035 014 0 1,58 1 0,57
G-IV L-3 2 024 0,18 0 184 1 054
L-4 2 032 024 0 244 1 08
L-5 4 023 0,25 0 0,63 1 064 - - -
L-1 13 013 002 012 0,15 9 009 002 007 011
L-2 13 0,11 004 009 0,13 9 008 001 007 0,09
G-l L-3 13 013 003 011 0,5 9 01 003 008 0,12
L-4 13 011 003 0,09 0,13 9 009 003 006 011
Tenacina C L-5 13 0,13 003 0,11 0,15 9 009 003 007 012
L-1 8 015 001 014 0,16 1 013 - - -
L-2 8 013 0,03 01 0,16 1 013
G-IV L-3 8 014 003 011 0,16 1 015
L-4 8 0,15 0 015 0,15 1 014
L-5 8 0,15 0 015 0,15 1 014 - -
L-1 13 2,22 4,3 0 481 8 3,39 4,65 0 727
L-2 13 3,11 5,81 0 662 8 4,8 616 0 10,03
G-I L-3 13 2,54 4,13 0,04 5,04 8 657 7,86 0 13,14
L-4 13 1,2 1,78 0,13 2,28 8 9,38 17,08 0 23,66
02.40 L-5 13 1,26 19 011 24 8 631 926 0 14,05
-1 8 15 3,25 0 422 1 032 - -
L-2 8 054 0,69 0 1,12 1 025
G-IV L-3 8 063 095 0 143 1 011
L-4 8 091 1,59 0 224 1 1,03
L-5 8 0,39 0,61 0 091 1 021

SD: desviacion estandar. LCI: Limite inferior 1C95%. UCI: Limite superior 1C95%. p-valor:
Significancia del andlisis de varianza entre casos y controles por marcador.

El analisis estadistico de los valores obtenidos por analisis de varianza con medidas
repetidas se resumen en la tabla 4, que compara los grupos casos v/s control en las lesiones
tipo 1.

Se observa que el modelo utilizado tiende a explicar poca variabilidad de los datos
(R? < 0,30) y ser poco representativos (p-valor (Modelo) > 0,05), pero cumple con el
objetivo de poder conocer cual marcador presenta diferencias entre los grupos casos y
controles (p-valor (Grupo) < 0,05). No hubo evidencia para indicar que las 5 mediciones
realizadas en cada uno de los pacientes, por cada marcador, fueran distintas (p-valor
(Lectura) < 0,05).
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En cuanto a los valores medios registrados entre los casos y controles para cada
marcador (p-valor (Grupo)) hay evidencia de ser diferentes entre los marcadores CD34,
Colageno I, PCNA, Tenacina C y D2-40 al presentar p-valor< 0,05; sin embargo los valores
promedios para Colageno | y Tenascina C fueron significativamente menores en los
tratados. Los marcadores CD14 y Colageno Il resultaron sin la evidencia necesaria con p-
valores por sobre los 0,15. En promedio, los marcadores CD34, PCNA y D2-40 presentan

valores mas altos entre los sometidos a Ondas de Choque que entre los no tratados.

Tabla 4. Resumen de los modelos obtenidos por andlisis de varianza con medidas repetidas (Lectura) para
comparar los grupos (casos / control) en las lesiones Grado 111 por marcador.

Marcador R2 Modelo (p) Grupo (p) Lectura (p)
CDh 14 0.03 0.664 0.1800 0.8402
CD 34 0.1 0.06 0.0116 0.3623
Colégeno | 0.15 0.006 0.0001 0.8484
Colégeno IlI 0.00 0.993 0.7838 0.9827
PCNA 0.10 0.124 0.0065 0.8765
Tenascina C 0.30 0.000 0.000 0.0819
D2-40 0.09 0.098 0.0038 0.9332

R? : Coeficiente de determinacion. (p): p-valor significancia del anélisis de varianza entre casos y
controles por marcador.

La figura 11 representa la distribucion y tendencia de los valores registrados segun

marcador y grupo en grado de lesion tipo 111y 1V, segun los diferentes marcadores.
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Figura 11. Efecto del tratamiento con Ondas de Choque: gréficos de caja para describir la distribucién y
tendencia de los valores registrados segiin marcador, grado de lesion y grupo casos tratados comparado con el
grupo controles.
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Adicionalmente, se comparé las diferencias entre los valores medios para las
lesiones de grado 111 y IV de los pacientes pertenecientes al grupo de los controles. Otras
comprobaciones no fueron posibles de ejecutar por el nimero de participantes que obtuvo
el grupo casos con lesiones grado IV (sélo una observacién). Esta comparacion también fue
desarrollada con analisis de varianza para medidas repetidas. EI resumen de los modelos

obtenidos con sus caracteristicas principales es presentado en la Tabla 5.

Tabla 5. Resumen de los modelos obtenidos por andlisis de varianza con medidas repetidas (Lectura) para
comparar el tipo de lesion (grado 111 / grado 1V) en los controles por marcador.

Marcador R2 Modelo (p) Grupo (p) Lectura (p)
CD 14 0.05 0.3913 0.0276 0.9919
CD 34 0.14 0.0125 0.0002 0.9180
Colégeno | 0.05 0.4146 0.3622 0.3825
Colégeno ll1 0.02 0.8022 0.1804 0.9731
PCNA 0.16 0.0634 0.0068 0.6475
Tenascina C 0.19 0.0007 0.0004 0.0430
D2-40 0.06 0.3009 0.0532 0.6778

R? : Coeficiente de determinacién. (p): p-valor significancia del analisis de varianza.
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DISCUSION

La condicion de Tendinopatia Mango Rotador del Hombro es una situacion clinica
comun y compleja, crénica y evolutiva (1,2). Es necesario profundizar sobre su capacidad de
cicatrizacion, ya que determina los resultados quirtrgicos. La tasa de recurrencias de
rupturas es variada (5, 34) y se asocia a un tendon degenerado con capacidad reparativa
disminuida (59).

Existen publicaciones que apoyan el uso de la terapia con Ondas de Choque como
inductor biologico en tejidos tendineos con alteracion de sus capacidades reparativas. El
tratamiento fue aplicado a pacientes con patologia degenerativa y rotura del mango rotador
del hombro.

La clasificacion de Riley nos permite una adecuada caracterizacion de la
enfermedad y siendo histologica con base en H-E resulta ser rapida, de bajo costo, no
compleja y permite comparaciones. La distribucion de nuestra muestra en base a la imagen
histolégica de coladgeno y celularidad descrita por Riley, fue corroborada en lo sustancial.
El andlisis en conjunto de las caracteristicas del colageno descrito por Riley para las
tendinopatias 111 y IV mas la inmunohistoquimica de colagenos I y 111, permite decir que las
tendinopatias tipo 111 muestran mejor calidad y estructura de colagenos que la tipo IV, por
lo tanto el dafio es menos severo en la tipo 111 (degeneracion moderada) que en la tipo 1V
(degeneracidn severa). La condicion de éste componente resulta fundamental por un hecho
basado en estudios de mecanotransduccion: solo un coladgeno capaz de transmitir fuerzas a
la interfase con tenocitos/tenoblastos es capaz de evitar su apoptosis (60). Estas
consideraciones apoyan la clasificacion seleccionada a la vez que indican, en general, que
las técnicas inductoras de reparacion tisular debieran ser aplicadas en las fases tempranas
de la enfermedad tendinopatica, donde existe un estroma y celularidad capaz de sostener 6
permitir un esfuerzo reparativo conducente a una cicatrizacion estructural y funcional.

Seleccionamos los marcadores CD34 y CD14 para validar la presencia y
comportamiento de células endoteliales progenitoras nuevas en los procesos de neo-

vascularizacion tendinea del mango rotador tratados con Ondas de Choque. Las células
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endoteliales maduras en vasos sanguineos residentes que no participan del proceso de neo-
vascularizacion tienden a disminuir la densidad del marcador CD34 (61).

La marcacién inmunohistoquimica para antigenos CD14 y CD34 fue adecuada y no
existio diferencia entre las distintas lecturas para cada uno de ellos, confirmado por el valor
(p) observado en la lectura. Esto nos permite corroborar que no hubo alteraciones en el
procedimiento de la toma de los datos entre los distintos tiempos. Sin embargo el bajo valor
del coeficiente de determinacion, que informa la capacidad del modelo para explicar la
variacion observada en los datos, nos plantea la posibilidad de que otras variables no fueran
consideradas.

La expresion de CD34 en los pacientes no tratados es baja y disminuye mas a
medida que progresa la enfermedad desde un tipo 111 a un tipo 1V de Riley, asociado a una
alteracion en el proceso reparativo, lo que estaria de acuerdo con la bibliografia, que sefiala
la hipovascularidad como un factor caracteristico de esta patologia. Considerando nuestra
cuantificacion, esta marcacion es significativamente diferente en los pacientes tratados con
ondas de choque para el CD34, lo que nos permite inferir su rol como inductor de
neoangiogénesis, observandose no solamente un mayor ndmero de vasos, Sino una
marcacion que impresiona corresponder a células inductoras de neo- vasos.

La marcacion de CD14, expresado en células precursoras endoteliales, nos permite
plantear su rol en el proceso de reparacion tisular y en la respuesta neoangiogenética, sin
embargo no existe una diferencia estadistica significativa de su induccion por las ondas de

choque.

La utilizacion de los anticuerpos monoclonales para Colageno | y Il permiten
apreciar en forma directa la estructura de la matriz y su relacién al grado de dafio segln la
Clasificacion de Riley. Se observd una adecuada marcacion para ambos colagenos,
especialmente para Colageno I, sin embargo al comparar los grupos, los valores promedio
de los tratados fue menor que los controles, entregando una significancia estadistica al
analisis cuantitativo. EI Colageno Il no mostrd esta diferencia y su marcaciéon presentd
valores bajos y de dificil comparacion, lo que sugiere que su determinacién mediante
técnicas de inmunohistoquimica no permite una adecuada caracterizacion de esta molécula

involucrada en los procesos de regeneracion de matriz extracelular.
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Nosotros pudimos observar una mayor aparicion de ambos tipos de colageno
asociados a los focos de neovascularizacion inducidos por las Ondas de Choque, situacion
descrita por Kirckpatrick (27) donde demuestra que la célula endotelial del brote vascular es
capaz de inducir la polimerizacién del tropocoldgeno inmediatamente adyacente a ella,
planteando que también es capaz de sintetizar Colageno I. Asimismo, Berta (62), aplicando
Ondas de Choque in-vitro a fibroblastos, obtiene mayor expresion de Colageno | a los seis
dias y de Colageno Il al noveno dia junto a una mayor expresion de TGF-b1l (mRNA) para
el periodo; una situacién interesante la constituye el hecho que analiza sus resultados con
igual herramienta estadistica utilizada por nosotros. Es posible que el bajo valor de
marcacion de Colageno Il y la falta de diferencia estadistica se deba a que el

procedimiento no fue realizado en el periodo de mayor expresion de la proteina.

El marcador D2-40 de reciente liberacion, permite identificar la presencia de vasos
linfaticos por marcacion de celulas endoteliales linfaticas (66). Lo seleccionamos buscando
evidenciar si las Ondas de Choque inducian, junto a la neo-vascularizacion, a vasos
linfaticos que pudieran explicar el comportamiento de las tendinopatias célcicas del mango
rotador cuando se le aplica esta terapia. En estos casos se observa una reabsorcién del
depdsito célcico en términos de 60 a 80 dias en forma importante, por lo menos en el 75%
de las poblaciones tratadas en nuestro medio en los ultimos afios. La correlacion de
nuestros hallazgos clinicos e inmunohistoquimicos nos permiten sugerir que las ondas de
choque modulan el mecanismo de reabsorcion de los depositos célcicos, a través del
desarrollo de nuevos vasos linfaticos en el tendén del mango rotador. En la historia natural
de la enfermedad se produce la licuefaccion del deposito hacia la bursa subacromial, para
asi iniciar su reabsorcion, esta vez desde linfaticos bursales.

El andlisis de los valores medios entre casos y controles para las lesiones grado Ill
muestra una diferencia significativa de presencia de linfaticos después de ondas de choque;
el mismo andlisis sobre diferencias entre tendinopatias 111 y IV para controles, presenta
valores diferentes con un p cercano a lo estadisticamente significativo (p=0,0532).
Pusztaszeri M.P (66) realiza una investigacion de la expresion espontanea de marcadores

endoteliales incluyendo a D2-40 en tejidos humanos, calificando a D2-40 como un
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marcador sensible y relativamente especifico para endotelio linfatico, pero no incluye en su

estudio la expresion de éste marcador en tejidos conjuntivos tendineos.

El anticuerpo monoclonal PCNA reconoce un antigeno nuclear, el cual se expresa
en las células proliferantes, aportando una evidencia indirecta sobre ndmero de células
estromales activadas para division celular ¢ diferenciacion. El analisis estadistico indica
que el valor medio registrado de PCNA entre casos y controles es significativo (p<0,05),
mostrando un aumento de éste marcador en la poblacidn tratada. La activacion celular asi
inducida, permitiria sugerir que existe mayor actividad metabdlica celular de poblaciones
celulares activadas a la mitosis y posiblemente diferenciacion estromal. Segun estos datos,
el marcador PCNA puede ser considerado un elemento de analisis inmunohistoquimico que
permita inferir actividad anabolica. Diversos estudios realizados en animales y humanos a
los que se les han aplicado Ondas de Choque, son consistentes en demostrar aumentos
estadisticamente significativos de la expresion de esta molécula y ésta investigacion obtiene

similares resultados (11, 16, 20) para este marcador.

La Tenacina C es una glicoproteina de matriz extracelular con un importante rol
estructural y regulador celular. Sus multidominios le confieren mudltiples sitios de
interaccion con otras proteinas de matriz extracelular. Es expresada en una variedad de
tejidos y se le han atribuido variadas funciones. Su efecto en la proliferacion celular de
osteoblastos fue estudiada (64) evidenciandose que inhibe la proliferacién celular en una de
las tres lineas celulares utilizadas. Tenascina C presentaria diferentes efectos respecto de la
proliferacion dependiendo de la etapa de diferenciacion del osteoblasto. Otro estudio, en
tejido articular y periarticular de rata, demostr6 que su expresion estd restringida
dependiendo del tipo celular y su grado de diferenciacién, disminuyendo su marcacion a
medida que maduraba el tejido. De esta manera cambia su distribucion con el desarrollo y
la maduracién (63). EI marcador Tenascina-C permite reconocer la expresion de esta
glicoproteina de la matriz del tejido tendineo, la que en condiciones normales, contribuye a
la estructura de la misma e influencia la conducta de las células en contacto con la matriz
extracelular (31, 32). Su expresion es regulada por stress mecanico, demostrandose mayor

actividad en heridas y tejidos inflamados que estan en fase de remodelacion (33), los que
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presentan asi mayor actividad de ella asociada a los focos de neoangiogénesis espontanea e
inducida (34, 35). Nosotros observamos que incluso se puede encontrar expresion de
Tenascina-C como una débil tincion inicial asociada a una filopodia de la célula endotelial,
haciéndose mas intensa a medida que el vaso se estructura completamente y madura con el
adosamiento de celulas pericitos, descrito de similar manera por Riley (67). Nosotros
encontramos una menor marcacion de Tenascina C en los casos tratados con Ondas de
Choque, comparandolo con los controles y su diferencia fue significativa, al analisis de
imagenes, en las lesiones tendinopaticas grado Il para casos y controles, como asi también
al comparar lesiones tipo Il y IV en el grupo control. Una posible explicacion es que
Tenascina C presente un rol inhibitorio en tenocitos diferenciados y en atapas avanzadas de
degeneracion tisular, sin descartar un rol proliferativo en los focos de angiogénesis donde
evidenciamos una adecuada marcacion. Es posible sugerir que Tenascina C es un elemento
de andlisis adecuado para categorizar el metabolismo de matriz y su actividad de
reparacion, sin embargo se requiere de herramientas de mayor diferenciacion para
establecer su rol. Considerando su marcacion en relacion a los focos de angiogénesis
sugerimos que su expresién indica un proceso de neoangiogénesis adecuado en los casos
tratados con Ondas de Choque, apreciandose alrededor de toda la nueva poblacion de neo-
vasos inducida por el tratamiento. De acuerdo con lo anterior, podemos afirmar que si
existe neovascularizacion inducida por las Ondas de Choque en los tendones del mango

rotador afectados por el proceso de tendinosis.

El analisis de las distintas areas expuestas en éste trabajo, nos sugieren que la
capacidad de reparacion del tendon esta intimamente asociada a las condiciones de su
matriz que permita el desarrollo de un proceso de neoangiogénesis y posterior
repoblamiento celular reparativo y en ése sentido, las poblaciones de tendinopatias tipo 11l

muestran claras diferencias con las IV tratadas 0 no, sugiriendo una aplicacion de

inductores bioldgicos mas temprano que tarde.
A lo largo de la investigacion se aprecio la existencia de limitaciones que afectan el

nivel de resultados alcanzados y seran expuestos en forma sumaria. EI nimero de casos

insuficiente para el grupo de Ondas de Choque, se debid a que la seleccion de participacion
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correspondia a los pacientes y se desarroll6 en base a gratuidad, obtenida para cada uno de
los participantes. La distribucion aleatoria de los pacientes, observando solo una Unica

tendinosis tipo 1V de Riley, en la serie casos tratados.

CONCLUSION

Al considerar el comportamiento de PCNA, Tenascina C y CD34, luego de aplicar
el tratamiento Ondas de Choque, indica que el tejido muestra una mayor capacidad
metabolica, con alta probabilidad de mejorar su capacidad cicatricial considerando su
aumento de neoangiogénesis y celularidad activa. Asi es posible también plantear, que la
aplicacion de Ondas de Choque en Tendinopatias tipo 11l de Riley sin rupturas ecograficas
permitiria modular su evolucién y observar mejorias clinico-ecograficas, lo que debiera ser

corroborado por bien disefiados estudios clinicos.

Los resultados obtenidos nos permiten sugerir una propiedad de induccién de
endotelio linfatico luego de la aplicacion de Ondas de Choque, a través del marcador D2-
40. Se requieren de estudios dirigidos sobre este punto a objeto de apoyar ésta hipotesis

interesante.
El anélisis en conjunto indica que las Ondas de Choque presentan una capacidad de

induccion de neovascularizacion y celularidad activa, cuando son aplicadas a lesiones

degenerativas tempranas del Mango Rotador en el hombre.
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Evaluacién del efecto de tratamiento con ondas de choque extracorpéreas en
tendinopatias del mango rotador en el hombre.

Obijetivos: Esta investigacion tiene por objetivo evaluar el efecto bioldgico inducido por la Terapia
de Ondas de Choque extracorpérea aplicada en forma previa a la cirugia, en una poblacién de
pacientes tendindsicos con ruptura del mango rotador del hombro.

Procedimientos: Si Ud. Acepta dar su consentimiento, una vez realizado el tratamiento, sélo
aprovecharemos que a usted se le realizard una biopsia de tenddn segun dictamine su propio médico
tratante y realizaremos las determinaciones de las moléculas explicadas anteriormente.

Riesgos: Su consentimiento para utilizar una biopsia de tenddn en el presente proyecto no
representara ningun riesgo para usted.

Costos: Su consentimiento para utilizar una biopsia de tendon en el presente proyecto no
representara ningun costo para usted.

Beneficios: Los resultados de este estudio pueden traer mejoramientos en el diagndstico y
tratamiento de la patologia y beneficiar a los pacientes con esta enfermedad a estudiar.

Compensacion: Ud. no recibird ninguna compensacidn econémica por su consentimiento.

Confidencialidad: Toda informacidn personal sera conservada con estricta confidencialidad, lo que
incluye el acceso de los investigadores 0 agencias supervisoras de la investigacion. Cualquier
publicacion o comunicacion cientifica de los resultados de la investigacion sera completamente
anonima.
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Informacién adicional: Ud. o su médico tratante seran informados si durante el desarrollo de este
estudio surgen nuevos conocimientos que pudiesen ser de utilidad en algun futuro tratamiento de su
enfermedad.

Voluntariedad: Su participacién en esta investigacion es totalmente voluntaria.

Derechos del participante: Si Ud. requiere cualquier otra informacion acerca de este estudio puede
Ilamar a:

Académico Asesor Héctor Contreras Mufioz. PhD. .
Laboratorio de Andrologia Celular y Molecular.
Programa de Fisiologia y Biofisica. ICBM. Facultad de
Medicina. Universidad de Chile. Independencia 1027. Casilla
70005, Santiago. Chile.
Fonos: 678 6863 / 6861. Fax: 777 6916.
E-mail: hcontrer@med.uchile.cl

Asesor Clinico: Dr. Manuel Braries
Ortopedia y Traumatologia.
Clinica Arauco Salud.
Profesor Adjunto
Facultad de Ciencias. Universidad de Chile.
F: 229 9202

Conclusién:

Después de haber recibido y comprendido la informacion de este documento y de haber podido
aclarar todas mis dudas, otorgo mi consentimiento para autorizar el uso de una biopsia de tendén en
el proyecto Evaluacion del efecto de tratamiento con ondas de choque
extracorpdreas en tendinopatias del mango rotador en el hombre.

Nombre del sujeto Firma Fecha

Nombre de informante Firma Fecha

Dr. Julién Brafies
Nombre del investigador Firma Fecha

Si se trata de un paciente incompetente, registrar nombre del paciente y de su apoderado
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2

UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE MEDTCINA :
COMITE OF FTICA DF INVESTIGACION EN SERES HUMANDS

ACTA DE APROBACION DE PROYECTO
FECHA: 18 00 i

PROYECTO: EVALUACION DEL EFECTO DE TRATAMIENTO CON ONDAS
DE CHOQUE EXTRACORPOREAS EN TENDINOPATIAS DEL
MANGO ROTADOR EN EL HOMBRE

INVESTIGADOR RESPONSABLE:  SR. JULIAN BRANES

INSTITUCION: PROYECTO DE TESIS PROG. DE MAGISTER EN
CIENCIAS MEDICAS CON MENCION FISIOLOGIA,
FACULTAD DE MEDICINA, UNIVERSIDAD DE CHILE.

Con fecha 12 de octubre de 2010, el proyecto ha sido analizado a la luz de los
postulados de la Declaracion de Helsinki, de la Guia Internacional de Etica para
la Investigacion Biomeédica que involucra sujetos humanos CIOMS 1992, v de
las Guias de Buena Practica Clinica de 1CH 1996,

Sobre 13 base de la informacidn proporcionada en el texto del proyecto el
Comité de Etica de la Investigacion en Seres Humanos de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile, estima que el estudio propuesto esta blen
justificado v que no significa para los sujetos involucrados riesgos fisicos,
paiquicos o socales mayores que minimos.

Este comité también analizé y aprobd el correspondiente documents de
Consentimiento Informado en su wversion modificada con fecha 27 de
septiembre de 2010, Se adjunta aprobacion del Consentimiento Informado,

En virtud de las consideraciones anteriores el Comité otorga la aprobacion etica

para la realizacion del estudio propuesto, dentro de las especificaciones del
protocolo,

Teldfono: 3786923 Fax; 3786182 Email; ceiha@med.uchife.cl
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UNTVERSIDAD DE CHILE
FACLULTAD DE MEDICINA )
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANDS 18 ocT 200

INTEGRANTES DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION
EN SERES HUMANOS

NOMBRE CARGO  |RELACION CON LA INSTITUCION
Dr. Manuel Oyarzun Presidente Si -
5ra. Marianne Gaudlitz Vicepresidente Si =
Dr. Hugo Amigo Miembro Si ety
Dr. Leandro Biagini Miembro Si

Dra. Lucia Cifuentes Miembro Si

| Sra. Nina Horwitz Miernbro Si g
| Dra. Maria Eugenia Pinto Miembro Si

| Sra. Claudia Marshall Miembro _ Mo

Santiago. 13 de octubre de 20000,

Presipente

MOG mva
c.: Archivo Proy, NYS-2004,

Telefono: §F86R23 Fax: 9786189 Email: cedhaiimed, veliie. of
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