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Resumen.—Se ha efectuado un estudio experimental comparativo, con valoracion macro y mi-
croscopica, de la supervivencia, dentro de la articulacion de la rodilla del conejo, de tendones fle-
xores sobre extensores y dentro de estos, entre tendones conservados en fresco, congelados,
liofilizados y fijados en solucion de glutaraldehido al 0,2%. Los tendones se mantuvieron libres en
la articulacion receptora durante periodos distintos de tiempo. Entre los resultados destaca la pér-
dida de volumen, en el tiempo, de la masa tendinosa (18% de despariciones totales, con un 28%
de pérdida final global). Los tendones fijados en glutaraldehido fueron los que presentaron menor
pérdida de volumen. Los tendones implantados en fresco y los congelados presentaron una mayor
tasa de infeccion. La mejor respuesta de supervivencia se detecté en los tendones conservados en
glutaraldehido y los congelados. Asi mismo, tenian mas posibilidades de sobrevivir los flexores que
los extensores. Desde el punto de vista histolégico, los tendones conservados en fresco desencade-
naron una mayor respuesta inflamatoria, con gran alteracion estructural. Desde el punto de vista
microscopico no se han hallado diferencias significativas entre flexores y extensores.

INTRAARTICULAR BIOLOGICAL BEHAVIOR OF DIFFERENT TENDINOUS ALLO-
GRAFTS. AN EXPERIMENTAL STUDY

Summary.—Different groups of flexor and extensor tendons have been compared in their
abitihty survive within the rabbit knee joint. Tendons were grouped and compared according
four different storage procedures like freezing, lyophylization and fixation in 0,2% glutaral-
dehid. Some of them were used in fresh. All tendons have been kept inside the joint as free
graft. All specimens lost weight along the study (18% of total loosing of specimen, and 28% of
global loosing). Tendons fixed in disclosed less loosing of volume. Allograft infection was

related to the method o glutaraildehid of storage, relationship being statistically significant (fresh ten-
dons and frozen tendons were infected more easily). The best survival was found in both frozen
and glutaraldehid fixed tendons. Flexor tendons show more chances of survival than extensors
tendons. Histologically, fresh tendons disclosed the greatest inflammatory reaction. Opposite to
the macroscopic findings, there were no significant differences between flexors and extensors
tendons in the microscopical study.

INTRODUCCION Groves (1) inform6 de la primera reconstruccion
del ligamento cruzado anterior utilizando una ban-
da proximal del tracto iliotibial. El tratamiento de
eleccion actual de la ruptura reciente del ligamento
cruzado anterior es la plastia sustitutiva del mismo
mediante autoinjertos, pues cada dia se utilizan
Correspondencia: menos la transferencias musculotendinosas y, sobre
Dr. ANDREU LLADOBLANCH todo, las plastias artificiales. En una nueva linea,

Avda. Sant Josep de la Muntanya,,12 ) T o
08024 Barcelona se estdn ensayando la aplicacion de aloinjertos ten-

dinosos mantenidos mediante diferentes técnicas
* Beca ddl Ingtitut Municipal dInvestigacié Médica de Barcelona

(Exp. 87/153) y del Fondo de Investigaciones Sanitarizs de la de conservacion (congelacion, liofilizacion, irradia-
Segur.idad Socid (Exp. 88/1637). cion, fijacion con distintos aldehidos, etc.).

La preocupacion por la reparacion del ligamen-
to cruzado anterior data de antiguo. En 1917 Hey
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Multitud de métodos de conservacion de aloin-
jertos se han ensayado tales como liofilizaciéon (2-9),
congelacion (10-19), estabilizacién en glutaraldehi-
do (20-30), irradiados con rayos gamma (31), este-
rilizados en vapores de formalina (32), en éxido de
etileno (33, 34) y preservados en cialit (35). Asimis-
mo, numerosos son los trabajos de diferentes auto-
res comparando distintos métodos de conservacion
de aoinjertos entre si, con proétesis ligamentosas y
con autoinjertos (36, 40).

El hecho de la existencia de esta gran variedad
de tratamientos de conservacion de los injertos y la
multitud de trabajos, tanto clinicos como de expe-
rimentacion, que han surgido en los Ultimos afos,
nos ha inducido a efectuar el presente estudio ex-
perimental paravalorar, de entre cuatro, cud es el
mas adecuado tratamiento de conservacion de
aloinjertos tendinosos, comparando ademas tendo-
nes flexores con extensores.

Este estudio experimental esta incluido en una
linea de investigaciéon, encaminada a lograr un sus-
tituto biolégico del ligamento cruzado anterior,
mediante un haz de tendones flexores, tomados de
donantes multiorganicos y conservados con el mé-
todo que demostrase ser mas inocuo, antiséptico,
con mayor grado de resistencia, que mejor manten-
ga la estructura morfolégica dd tendén y con mas
capacidad y rapidez de recelularizacion (41). Los
objetivos de este trabajo experimental se pueden
resumir en cuatro:

1. Contrastar diferentes métodos de conserva-
cion de aoinjertos tendinosos, para valorar e que
demuestre mejor supervivencia del injerto, a man-
tenerlo libre en la cavidad sinovial de la rodilla del
animal de experimentacion.

2. Contrastar la viabilidad, dentro de los dife-
rentes grupos de conservacion, de los tendones fle-
xores frente a los extensores.

3. Evaluar la relacién, s existe, entre los dife-
rentes tipos de conservacion y los diferentes tipos
de tendones.

4. Valorar la evolucién en el tiempo de estos di-
ferentes tipos de aoinjertos tendinosos.

MATERIAL Y METODOS

Para la realizacion de la aplicacion «in vivo» de los
aloinjertos, en sus diferentes modalidades de conserva-
cion, se utiliz6 como modelo experimental la cavidad si-
novial de larodilla del congo (oryctolagus cuniculus) de
la cepa Nueva Zelanda. Todos los ejemplares eran ma-
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chos, de un peso (en el momento de la implantacion) en-
tre 2.400 g. y 2.600 g., que es €l peso que le corresponde
alos ejemplares de tres meses de edad.

A todos los animales se les aplicé el mismo régimen
de estabulaciony el mismo protocolo de estudio, siendo
la Unica diferencia el modelo de aoinjerto a implantar y
el tiempo de permanencia en la cavidad sinovial de laro-
dilla receptora.

Se intervinieron 104 rodillas de congjos (52 anima-
les), distribuidos en cuatro grupos principales, segun el
tipo de implante (tabla 1): Grupos de 4 animales se sa
crificaron alas 4, 8y 12 semanas para valoracién de re-
sultados, excepto con tendones flexores fijados en
glutaraldehido en los que se decidi6 ampliar el estudio
para proceder a su valoracion a 22 y 32 semanas. El nu-
mero de rodillas intervenidas con tendones conservados
en glutaraldehido fue, por tanto, de 32.

Para la obtencién de los injertos se utilizaron como
donantes especimenes a los que se les habia implantado
un tendon previamente. En el momento del sacrificio,
bajo rigurosas normas de asepsia, se tomaron los tendo-
nes flexores y extensores de las extremidades anteriores.

Los tendones en fresco se mantuvieron en un reci-
piente estéril con suero glucosalino a 0,5%, conservan-
dose en un refrigerador a 4° C de temperatura, desde la
obtencion de los mismos hasta la implantacion. Un gru-
po de tendones se congelaron a -86° C, previa limpieza
con suero fisiologico y secada en las maximas medidas
de esterilidad posibles; manteniéndose en estas circuns-
tancias hasta el momento del implante, periodo que va-
rio de las seis semanas a los cuatro meses. Una hora
antes de su transplante, se dejaron descongelar dentro de
su recipiente estéril y a temperatura ambiental.

Los tendones liofilizados se mantuvieron en su reci-
piente estéril y aislado de la humedad por cierre hermé-
tico (sellado) a temperatura constante en un frigorifico a
4° C. Unahora antes de su implantacion se bafiaron en
una solucién de suero fisiologico estéril, hasta el momen-
to del transplante.

Los tendones fijados en glutaraldehido se esteriliza-
ron, fijaron y conservaron mediante solucion al 0,2% de
dialdehido glutérico en tampén HLI apH 7,4 (OSM290),
manteniéndose en su recipiente estéril con temperatura

Tabla |: Aloinjertos tendinosos. Rodillas intervenidas: 104.

v VI X1l
Sem. Sem. Sem.

Frescos ext.
Frescos flex.
Congel. ext.
Gongel flex.
Liolif. ext.
Liofil. flex.
Glutarald. ext.
Glutarald. flex.
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constante en un frigorifico a 4° C. Antes de su implanta-
cion fueron lavados con suero fisiolégico en tres bafios
consecutivos de 15 minutos cada uno.

La induccion anestésica se efectud con Ketamina a
dosis de 30 mg. por Kg. de peso por via intramuscular;
administrandose a continuacién Fluothane vaporizado
junto con oxigeno, mediante mascarilla adecuada, a do-
ss iniciales de 3,5 a 4%, para descender progresivamente
hasta el 2,5%. Asi mismo se administraron sistematica-
mente 200 mg., por via intramuscular, de metamizol
magnésico, como analgésico, y 500 mg. de cloxacilina,
también por via intramuscular, como pauta de profilaxis
antibidtica. La via de abordaje utilizada fue la pararro-
tuliana externa, con capsulotomia longitudinal externa.
A continuacion se depositaba el implante en la bolsa
subcuadricipital interna comprobandose que no afectaba
la mecénica articular. El cierre de la herida se efectuaba
por planos. No se aplicé aposito.

Se mantuvo a todos los animales en condiciones de
movimiento libre en su habitaculo durante el periodo de
tiempo que dur6 la experimentacion. Se observaron dia-
riamente, durante todo el periodo de tiempo en el que
eran «portadores» del aloinjerto tendinoso, haciendo es-
pecial hincapié en el control clinico de sus extremidades
posteriores y en su aspecto general, para descartar infec-
ciones locales o generales.

En cl periodo de tiempo estipulado para cada im-
plante (4, 8, 12, 20 y 32 semanas) se sacrificd a animal
mediante inyeccion intracardiaca de 20 cc. de aire, reti-
réndose los restos del injerto, que se remitieron para su
estudio morfoldgico.

Estudio morfologico

Las muestras obtenidas se fijaron en formalina tam-
ponada a 10% y se efectud el estudio morfologico, in-
cluyendo: Examen macroscopico (aspecto externo del
tenddn, valorando sus consistencia, uniformidad y sime-
tria, identificando la presencia de revestimiento sinovial
y/o calcificaciones, medicion del fragmento y del aspecto
externo de la sinovia de larodilla) y examen microsco-
pico mediante inclusion en parafina en sentido longitudi-
nal, practicandose secciones seriadas. Se practicaron
tinciones histolégicas en Hemotoxilina-eosina y Tricro-
mico de Masson. Los parametros microscopicos valora-
dos incluian grado de celularidad, orientacion de fibras
colégenas, fibrosis, vascularizacién, respuesta inflamato-
ria, presencia de membrana sinovial y de focos de calci-
ficacion y de metaplasia 6sea o cartilaginosa.

Estudio estadistico

Se practico el tratamiento estadistico de los datos
numéricos obtenidos a partir del trabajo experimental.
Se llevd a cabo una prueba de independencia, para veri-
ficar si la forma de conservacion de los tendones tenia
relacion con la apariciéon o no de infecciones. Se tomaron
ambas como variables cualitativas y la hipétesis nula fue
que en la poblacion origen de la muestra (totalidad de
aloinjertos tendinosos), las dos variables eran indepen-

dientes (la forma de conservacién de los aloinjertos no
influye en la aparicion de infecciones). Se aplico el esta-
distico chi-cuadrado de Pearson dado que las frecuencia
esperadas eran mayores o iguales a 5.

RESULTADOS

1. En cuanto a la articulaciéon

I nfecciones

La infeccion articular se ha considerado una
complicacion excluyente del estudio, dada la altera-
cion de parametros que produce tanto en el estudio
macroscopico como en la valoracion microscopica.
Al término del periodo de implantancién de los
aloinjertos sobrevivieron 50 especimenes, pues hu-
bo dos éxitus por infeccion antes del periodo esti-
pulado para su sacrificio.

El ndmero total de infecciones articulares a fi-
nal del periodo de implantacion, incluyendo los dos
éxitus (4 rodillas), fue de 16 articulaciones (15%).
Los gérmenes detectados en el estudio Gram y en
el cultivo dd liquido articular fueron staphylococ-
cus epidermidis en nueve ocasiones y escherichia
coli en siete. La distribucion de las mismas fue la
siguiente: 7 en transplantes de tendones frexcos (5
en extensores y 2 en flexores), 9 en trasplantes de
tendones liofilizados (4 en extensores y 5 en flexo-
res). No se demostraron infecciones en los trans-
plantes de tendones congelados y tratados con
glutaraldehido. La relacion extensores/flexores fue
de 8/7.

El 42% de los tendones frescos se infectaron, en
contra del 17% de flexores. El total parcia repre-
senta el 29% de los tendones conservados en fres-
co. Larelacion se invirtio en los liofilizados (33%
de extensores versus 42% de flexores). El total par-
cia representa el 37% de los tendones implantados
previa liofilizacion.

El estudio comparativo demuestra que se infec-
taron en total el 15% de los aloinjertos (6,7% se
produjeron en los tendones implantados en fresco y
86% en los liofilizados).

Sinovitis no infecciosas

La sinovitis no infecciosa se ha considerado una
complicacion no excluyente del estudio, ya que esta
incidencia debe valorarse como una reaccion infla-
matoria a tener en cuenta al implantar los diferen-
tes tipos de injertos.
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Es notorio el hecho de que se observaron sino-
vitis no infecciosa en 18 articulaciones: distribuidas
de la siguiente manera: 3 en transplantes de tendo-
nes frescos (1 en extensoresy 2 en flexores), 8 en
transplantes de tendones congelados (4 en extenso-
resy en 4 flexores), 5 en transplantes de tendones
liofilizados (4 en extensoresy 1 en flexores) y 2 en
trasplantes de tendones tratados con glutaraldehi-
do (flexores). La relacion flexores/extensores fue
semejante:  9/9.

La existencia de sinovitis no infecciosa en las
rodillas en las que se implantaron tendones conge-
lados fue la més elevada: 33%; lo que representa €l
8% dd total de tendones transplantados. La afec-
tacion de los tendones implantados en fresco fue
del 12,5%, lo que representa el 3% del total. Los
tendones liofilizados presentaron 21 % de sinovitis
no infecciosa, que representa el 5% del total. El ni-
vel mas bgjo de sinovitis no infecciosa se observé
en los tendones fijados con glutaraldehido, con un
8%; lo que representd el 2% del total de tendones
implantados.

Otras incidencias

Si afiadimos un caso de neoplasia condroide de
un implante conservado en glutaraldehido, que se
adhiri6 a condilo femora interno, e ndmero total
de complicaciones fue de 35. La relacion de com-
plicaciones entre extensores y flexores fue la si-
guiente: a) Extensores. 18/44, lo que representa el
37% del total de los mismos. b) Flexores: 17/56,
gue corresponde al 30% de los flexores.

Tal y como se observa en la tabla Il, sblo se
complicaron € 9% de los implantes conservados en
glutaraldehido (3 de 32); en cambio, una tercera
parte (8 de 24) de los tendones congelados sufrie-
ron complicaciones(33%). Los tendones implanta-
do en fresco presentaron complicaciones en 42%

Tabla Il: Aloinjertos tendinosos. Complicaciones: 35.

I\ VI Xl XX XXX
=em Sem. Sem. Sem. Sem
Freseos ext 2-1 27 2-1 1-5(3) 11 (1)
Frescos flex. 1-1 |'.\"_).: 1-1 |-“._"
Congel. ext 2.5 (2 2-5 jﬁvl
Conge I flex. }-= (3) 1-5 (1
Liolil. ext. 2-1 1-58(3) 2-8 (2y 2-1 1-5(3
Liofil. flex. 1-1 (1) 2-11-5(3) 2-1 {2)
Glinarald. exi
Glutarald. flex, 2.5 (2) 1-M (1)

I: infeccién; S: sinovitis no infecciosa; M: metaplasia.
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Tabla Il1: Aloinjertos tendinosos. Total injertos estudiados: 69.
v Vil XII XX XXX

Sem. Bem, Sem, Sem. Sem.

Frescos ext. 2

Frescos flex. 3 3

Congel. ext. 4 4 2

Gongel Nex. 4 4 4

Liodif. ext. 2 1

Liofil. flex. 3 1

Glutarald. ext. 4 4 4

Clutarald. flex. 4 4 4 4 4

(10 de 14) y los tendones liofilizados, en una clara
desventgja, presentaron complicaciones en mas de
la mitad de los casos (14 de 24, lo que representa
el 58%). No existia una relacion directa entre el
tiempo transcurrido y el aumento del nimero total
de complicaciones.

2. En cuanto al injerto

Fue posible el estudio microscopico de 69
muestras, una vez eliminadas las que cursaron con
infeccion articular, y légicamente, las muestras no
halladas en la cavidad sinovial (pérdida total de
volumen) como veremos mas adelante. La distribu-
cion fue la siguiente (tabla I11): 8 injertos de tendo-
nes de fresco, 22 injertos de tendones congelados, 7
injertos de tendones liofilizados y 32 injertos de
tendones fijados con glutaraldehido (todos los ex-
tensores y flexores). La relacién entre extensores y
flexores fue de 56% (27/48) y 75% (42/56) res-
pectivamente.

Pérdidas de volumen

No se hallaron restos de implante, en el mo-
mento de su sacrificio, en 19 rodillas (18%). La
ausencia de tenddn, en el momento de la artroto-
mia exploradora en €l periodo estipulada, la hemos
considerado como lapérdida total de volumen del
100% y lo diferenciamos de las pérdidas parciales
de volumen, observadas en la medicién del resto de
los aoinjertos encontrados en el momento de la ex-
traccion. La relacion extensores/flexores fue de
12/7.

Debemos destacar que no existid ninguna pér-
dida total de volumen (fata de restos tendinosos a
efectuar la artrotomia para la extraccion del injerto
implantado) en los tendones tratados con glutaral-
dehido y que la pérdida parcial de volumen maés
baja (0,7%) también se encontrd en las muestras
de tendones fijados con glutaraldehido. La pérdida
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Tabla IV: Aloinjertos tendinosos. Pérdidas do volumen 28%.

\% VIII X1

Sem. Sem. Sem.

Frescos ext. 26% 72% 87%
Frescos flex. 12% 28% 88%
Congel. ext. 1% 5% 54%
Gongel flex. 1% 3% 2%
Liolif. ext. 22% 78% 70%
Liofil. flex. 13% 48% 64%
Glutarald. ext. 0% 1% 1%
Clutarald. flex. 0% 1% 2%

de volumen (parcial o total) del implante no se ha
considerado una complicacién del estudio, sino una
consecuencia del mismo. Asi pues, ni la pérdida to-
tal (ni, logicamente, la pérdida parcial) del volu-
men de un implante no son excluyentes del estudio
y las hemos valorado con gran atencion.

En los tendones frescos no se encontraron 9 de
los 24 tendones implantados, 10 que representa el
37% de pérdida (9% dd total), siendo el grupo con
un més ato indice. Los tendones liofilizados tam-
bién presentaron un ato indice de desapariciones
intraarticulares (33%), siendo un 8% del total; a
diferencia de los tendones congelados que tuvieron
una pérdida total de volumen del 8% (2% a com-
pararlos con el resto). La medicion macroscopica
de los diametros mayores del implante extraido de-
mostré una pérdida de volumen del 28% de total
de los tendones estudiados, valorandose las pérdi-
das totales como el 100%.

En la tabla IV se demuestra que con e tiempo
aumenta la pérdida de volumen de los injertos en
general (9% alas 4 semanas, 29% alas 8 semanas
y 46% a las 12 semanas), aunque en los injertos
conservados en solucion de glutaraldehido no exis-
te précticamente pérdida ni, esta, es progresiva.

Hemos observado en este estudio una disminu-
cién del tamafio a la mitad, préacticamente, en los
tendones implantados en fresco (51%) y los liofili-
zados (49%); frente a una pérdida de volumen casi
nula en los tendones tratados con glutaraldehido
(0,7%) vy, relativamente discreta en los congelados
(11%).

Asl pues, se deduce que los tendones conserva-
dos en glutaraldehido son los que sufren una menor
pérdida de masa y que esta pequefia disminucion
del volumen es constante a lo largo del estudio. Los
tendones congelados mantienen una pérdida de
masa moderada en las primeras semanas, pero

existe un incremento notable en la pérdida de volu-
men de las muestras a las 12 semanas (28%). Los
tendones implantados en fresco sufren una progre-
siva e importante pérdida de volumen alo largo de
estudio, llegando hasta el 87% de disminucion de
sus diametros. Los tendones liofilizados soportan
una disminucion importante hasta las 8 semanas,
gue se mantiene hasta finalizar el estudio; siendo el
total de la pérdida similar a la de los tendones im-
plantados en fresco.

Estudio de Microscopico

Tendones en frescos

El estudio histolégico de los tendones transplan-
tados en fresco demostré una marcada alteracion
histolégica caracterizada por gran desestructuracion
del tegjido fibrocolageno y presencia de areas de fi-
brosis. Estos cambios aparecian precozmente (esta-
ban presentes en las muestras obtenidas a las 4
semanas) y se mantienen a lo largo de toda la dura-
cion del estudio. Existia infiltrado inflamatorio en
la mayoria de las muestras con frecuencia de inten-
sidad elevada (Fig. 1). La gran intensidad de las le-
siones observadas impedia establecer diferencias
entre tendones flexores y extensores.

Tendones liofilizados

El cambio histolégico mas llamativo en los ten-
dones liofilizados era la pérdida de celularidad. El
centro de las muestras quedaba convertido en una
masa homogénea acelular hialina que podia de-
mostrarse en las muestras obtenidas en la cuarta
semana y se mantenia en muestras posteriores. En
la periferia era también frecuente la presencia de
membrana sinovial, siendo el tejido subsinovial el
Unico punto con celularidad fusiforme conservada.
A diferencia de lo observado en las muestras de los
tendones frescos, el infiltrado inflamatorio es mini-
mo o inexistente (Fig. 2). No se apreciaban dife-
rencias significativas en el aspecto histologico de
los tendones flexores y extensores.

Tendones congelados

Los tendones congelados mostraban una cierta
conservacion de la estructura reconociéndose facil-
mente la presencia de nucleos elongados (Fig. 3A).
Se observaba revestimiento sinovia y una banda fu-
socelular subsinovial. El infiltrado inflamatorio era
variable y, cuando era intenso, se acompafiaba de
fibrosis coldgena. En muestras de larga evolucion
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Figura 1. En las muestras de tendones frescos, se observa pérdida de polaridad celular con gran infiltrado inflamatorio. N6-
tese el revestimiento sinovial, A) tanto alas cuatro, B) como alas ocho semanas.

(Fig. 3C) se observaba homogenizacion hialiana de
la estructura tendinosa. Los cambios observados no
permitian establecer diferencias entre tendones fle-
Xoresy extensores.

Tendones fijados en glutaraldehido

Los tendones fijados en glutaraldehido presen-
taban una homogenizacion de la estructura, que
adquiria un aspecto rojo brillante en la tincion con
hematoxilina-eosina y en la que podian observarse
normalmente restos de nucleos fusiformes (Fig.
4A). De nuevo existia sistematicamente una mem-
brana sinovial y una banda subsinovial de células
fusiformes. El infiltrado inflamatorio observado
fue minimo. Tampoco existian diferencias signifi-
cativas entre extensores y flexores. En las muestras
que se mantuvieron mas tiempo (hasta 32 sema
nas) no se observaron modificaciones importantes
desde el punto de vista microscopico (Fig. 4C).

Misceldnea

Otros cambios histolégicos observados incluian
fibrosis, focos ocasionales de calcificacion (espe-
cialmente en lesiones avanzadas), y en dos mues-
tras, metaplasia condroide (ambas muestras se
hallaron, al ser extraidas, adheridas a la cara exter-
na del céndilo femoral).

DISCUSION

La valoracién general de los resultados obteni-
dos, nos hace suponer la viabilidad de un proyecto
de conservacion de aoinjertos tendinosos; pues cre-
emos que, igual que existen actualmente banco de
huesos dotados a través de donantes multiorganicos,
podemos conseguir bancos de tendones, de ligamen-
tos o de unidades hueso-tendén-hueso, que puedan
paliar nuestras necesidades técnicas y evitar los pro-
blemas derivados de la obtencién del autoinjerto.

[ 2p

Figura 2. En lamayoria de los tendones flexores liofilizados, en las primeras semanas, se observa sustitucion del tejido fi-
brocoldgeno normal por una masa homogénea hialina. A) Noétese la presencia de revestimiento sinovial y de células fus-
formes (probablemente fibroblastos) localizados a nivel subsinovial. B) En periodos méas avanzados (tenddn extensor
liofilizado a las ocho semanas) suele existir sustitucion masiva de la estructura por una masa esclerosa hialina.
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Figura 3. Conservacién de nlcleos elongados en los tendones
congelados. Existe revestimiento sinovial en la periferia. A) No6-
tese la similitud entre el tenddn flexor y B) el extensor. C) En
nuestras mas avanzadas se observa desestructuracién e hialini-
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Hay que tener en cuenta la importancia que
tiene en la nutricion dd ligamento cruzado anterior
la difuson de nutrientes a partir del liquido sino-
vial. Amiel en 1987 (42) ya demostré que los nu-
trientes normalmente presentes en el liquido
sinovial son utilizados por las células del tenddn
implantado intraarticular, por medio de la incor-
poracion de Prolina tritiada.

En cuanto a mecanismo intimo de prolifera-
cion celular en los injertos tendinosos, desde anti-
guo (43-47), la primera cuestién era establecer
cuales son los tejidos responsables de la cicatriza-
cion tendinosa. Se debia demostrar si eran las célu-
las del propio tenddén las que experimentaban un

zacion masiva.

proceso de proliferacion (28, 48-52) o bien s e
protagonismo estaba en €l paratendén y las vainas
(53-70), que también experimentan un proceso de
proliferacion celular y de invasion tisular.

En 1962, Potenza (71) publicé un estudio ex-
perimental sobre la cicatrizacion tendinosa dentro
de la viana del flexor digital. El objetivo del mismo
era intervenir en la polémica que se habia creado
en la discusion sobre cudl era e mecanismo de la
cicatrizacion tendinosa.

Describio €l proceso de cicatrizacion en la vaina
del flexor digital tras una seccion asépticay una re-
paracion atraumatica. En estas condiciones solo los
tejidos de la vaina dan suficientes elementos de ci-
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catrizacion del tenddn flexor digital. El tendon se
une por una cicatriz producida por fibroblastos de-
rivados de la vaina. Estos fibroblastos producen
colageno que alrededor de los 128 dias es indistin-
guible del colageno del propio tendén. La nutricién
de los fibroblastos provenia de lavainay de los ne-
ovasos formados para nutrir la cicatriz.

Se habia formado una vaina superficia lisa al-
rededor de cada injerto de forma parecida a la vai-
na que se forma sobre los implantes de silicona,
extremo éste que nosotros hemos podido constatar
experimental mente.

Los trabgjos de Shino (13-18) en e campo de
los aloinjertos, han ampliado los horizontes en este
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Figura 4. En los tendones fijados con glutaraldehido, se observa
hialinizacién de los mismos, A, B y C) con revestimiento sinovial,
B y C) banda fusocelular subsinovial. C) Noétese la escasa modifi-
cacion en el aspecto histolégico tras 32 semanas de implantacion.

terreno. Su trabajo se basa en € uso de aoinjertos
congelados. Sus estudios de seguimiento de aloin-
jertos a largo plazo, son de los mas completos que
se dispone. En este estudio vio que los aloinjertos
congelados experimentan revascularizacion, infil-
tracion por células mesenquimales y procesos de
remodelacion que son semejantes a los observados
en tendones autdlogos.

Asl pues, una protesis ligamentaria debe reunir
las siguientes caracteristicas:

— Sear compatible con los tejidos del huésped.

— Ser inmunol 6gicamente neutro.
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— Tener capacidad de resistir fuerzas de ten-
sion y de transmitirlas a través de su ge longitudi-
nal sin interrupciones.

— Estimular la formacion de una vaina lisa pa-
recida a la sinovial que se genera a partir de los te-
jidos del huésped sin que se formen adhesiones que
l[imiten su motilidad.

— Permitir la union con los tejidos del huésped
por medio de un proceso normal de cicatrizacion,
sin presentar ningun problema insoluble en lo que
ainsercion Gsea 0 a unién con un cabo tendinoso o
ligamentario se refiere. Esto mismo se debe consta-
tar en prétesis sintéticas o no biolégicas.

En nuestra experiencia, el nimero total de in-
fecciones fue de 15%, cifra aceptable en trabajos
experimentales; pues comparando hallamos que
Thorson et a (39) muestran cifras del 27% y en
otro extremo, Shino et a (13, 18) presentan un to-
tal de infecciones del 3%. En un principio, el hecho
de no hallar € injerto en la rodilla que estudiaba-
mos, lo consideramos como una complicacion. Pos-
teriormente, hemos valorado el incidente como un
resultado de importante valor significativo y no co-
mo una complicacion. También debemos remon-
tarnos al trabajo experimental de Thorson et al.
(39) que manifiesta no haber encontrado restos del
aloinjerto en la autopsia del 18% de los perros es-
tudiados. Nuestra causistica nos demostré que la
pérdida total del tendon ocurrio en el 18%. En la
revision bibliografia de la literatura médica, no he-
mos hallado ningin trabajo experimental con
aloinjertos tendinosos que compare las pérdidas
parciales de volumen de las distintas muestras an-
tes y después de su implantacién; ni tampoco su
relacion con el tiempo. Creemos que es destacable
el hecho de que, cuanto mas tiempo permanece el
aloinjerto en la rodilla, mas posibilidades existen
de menguar masa o, incluso, de no desaparecer to-
talmente.

Aunque desde el punto de vista histologico, las
muestras de flexores no presentaban diferencias sig-
nificativas con los extensores (dentro de los diferen-
tes tipos de métodos de conservacion), la valoracion
macroscopica si demostré evidentes diferencias. So-
brevivieron a estudio sdlo la mitad (56%) de los
extensores, en contra dd 75% de los flexores. En el
apartado de infecciones, no hubo diferencias signi-
ficativas, asi como en las sinovitis no infecciosas.
Donde se encontraron diferencias fue en la pérdida
total de volumen (relacion extensores/flexores:
12/7) y en el volumen promedio total perdido don-
de los flexores se sitlan en unas pérdidas del 35%

y los flexores en el 21%. La antigenicidad del in-
jerto «in vitro» se reduce mediante el tratamiento
con glutaraldehido, como demostré Slesinski (73),
pues la estabilizacion con glutaraldehido satisface
la mayoria de criterios para un injerto ideal.

Los estudios de la antigenicidad inmunoldgica
en injertos tendinosos efectuados por Minami (37,
38), demostraron que dichos aloinjertos presenta-
ban los antigenos del complejo mayor de histocom-
patibilidad y que la antigenicidad se hallaba ligada
a los componentes celulares dd tendon (membrana
celular) y no a coladgeno. También se demostro,
mediante el test de citotoxicidad aplicado a ratas
que habian recibido aloinjertos conservados con di-
ferentes métodos, que los injertos congelados y los
conservados en paraformaldehido mantenian la
respuesta inmunolégica mas baja. Por otro lado,
los conservados en glutaraldehido, mitomicina C e
irradiados con rayox X, mantenian respuesta in-
munolégica débil.

Estos estudios se deben contrastar con los efec-
tuados por Thorson et al. (39), que demostraron el
poco valor de estas pruebas, pues en un estudio ex-
perimental comparativo (injertos congelados versus
autoinjertos) en perros encontré positivo el test de
linfotoxicidad después de un mes en € 50% de los
casos, sn hallar respuesta inmunitaria histoldgica
en ninguno de ellos.

Martens (72) usO tendones de Aquiles, del ten-
sor de la fascia lata o dd tibial anterior procedentes
de donantes multiorganicos que fueron amacena-
dos a —80 grados centigrados durante tres meses.
En su estudio tratd de determinar si habia una res-
puesta inmunolégica significativa en el uso de estos
tendones.

Se observd aparicién de anticuerpos anti HLA
en el 50% de los pacientes aunque ninguno de ellos
mostré evidencia clinica de rechazo. Posiblemente,
estos trabajos nos indican que realmente existe una
respuesta inmunoldégica a los implantes congelados
y conservados en glutaraldehido, pero es débil y
nos favorece. Queremos expresar que la reaccién
inflamatoria que se produce alrededor del tenddn
implantado, es aprovechada por éste para dotar a
la estructura de colageno o «andamio tendinoso»
de un potencial celular fibroblastico que por meta-
plasia podria revitalizarlo utilizando conceptos de
discusion de Potenza (64-68, 74) y Lundborg (55-
60). Asi pues, €l aoinjerto actuaria como un anda-
mio de baja inmunogenicidad de cara a inducir la
produccion de tegjido ligamentario viable desde €l
huésped. Incluso los autoinjertos implantados como
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sustitutos del ligamento cruzado anterior sufren
una necrosis isquémica, posterior revascularizacion
y consiguiente remodelacion.

Otro aspecto de actualidad, por las graves conse-
cuencias que conlleva, es la proteccion de los injertos
frente a V.I.H., pues aunque se efectlan estudios
biologicos del donante 'y €l receptor, existe un perio-
do de latencia entre la contaminacién y la aparicion
de anticuerpos frente a virus. Es conocida la labili-
dad del virus de SI.D.A a glutaraldehido (74), pe-
ro no tanto a otros medios de conservacién de
tgjidos como la congelacion, laliofilizacion, etc. Cre-
emos que un estudio comparativo puede ser fuente
de una nueva linea de investigacion en el futuro.

Con respecto a los autoinjertos, los aloinjertos
presentan importantes ventajas. En ambos casos
estamos usando material biolégico para alcanzar €l
mismo objetivo, pero el uso de aoinjertos es mucho
menos mutilante. Se acorta considerablemente el
tiempo de intervencion en los aloinjertos y se evitan
las complicaciones que da €l uso de autoinjertos,
como pueden ser la tendinitis rotuliana, sindrome
rotuliano y otros también se han descrito fracturas
de rétulay rupturas del tendén rotuliano. El uso de
aloinjertos, ademaés, resulta en un acortamiento de
los periodos de hospitalizacion y de rehabilitacion.
Esta claro que hay una relacion entre el tratamien-
to de conservacién que se da a aoinjertoy € resul-
tado final que obtenemos. El glutaraldehido ha
demostrado ser el método de conservacién mas f&
cil de obtener, mas barato en sus costes, de mas
elemental conservacion e implantaciéon inmediata y
que, ademés de fijar y conservar € injerto, lo este-
riliza. Los trabajos de McMaster (24-27) sobre
xenoinjertos y aloinjertos esterilizados, fijados y
conservados en glutaraldehido han sido pioneros en
este campo.

En cuanto a porcentaje de la solucién, como la
mayoria de autores (24, 26, 30), la hemos mante-
nido a una concentracion de gluataraldehido del
0,2%, tamponado para obtener un pH de 7,4.

Se ha demostrado (Broom y Thomson) (21) que
si la presion, durante la fijacion del tendén en glu-
taraldehido, sube tan sdlo 4 mm. Hg, la estructura
colagena fallara por la presencia de puntos débiles
de desgaste en la misma.

Dados los buenos resultados histolégicos obte-
nidos a 4, 8 y 12 semanas con los tendones fijados
en glutaraldehido y el hecho de no observar sinovi-
tis inflamatorias ni infecciosas, decidimos ampliar
el plazo de estudio de flexores estabilizados en di-
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cha sustancia. Contrastando los resultados de
Shahgaldi, que en un trabajo que publicé en 1991
(29) utilizaba xenoinjertos meniscales, osteocon-
drales y costales bovinos fijados en glutaraldehido
en una solucion acuosa a 1%, neutralizada a un
pH de 7,4 y en donde relataba que, a partir de los
seis meses, se iniciaba una degeneracion de los in-
jertos que se implantaron en las rodillas de 19 ca-
bras; debemos decir que en nuestro estudio no se
ha mantenido esta evolucion, pues las muestras
histoldgicas se han mostrado uniformes a lo largo
de todo el tiempo, en cuanto a su aspecto estructu-
ral. Por otro lado, no hemos observado un aumento
progresivo importante del nimero de nucleos fus-
formes en el tiempo, pues la progresion de recelu-
larizacion ha sido lenta.

La valoracion de las diferentes preparaciones
estudiadas de tendones mantenidos en glutaral dehi-
do, han coincidido plenamente con las observadas
por McMaster (24-27) Smith (30). La iconografia
mostrada por ellos, es superponible a la que hemos
obtenido (membrana sinovial con banda subsino-
viad de células fusiformes, con aparicion progresiva
hacia la zona central de nlcleos elongados.)

También coincidimos con Smith (30) a &fir-
mar que la membrana sinovial, que recubre todo €l
injerto, se adelgaza hasta la mitad a partir de las
20 semanas aproximadamente. Quiza lo destaca-
ble, desde el punto de vista histolégico, en las
muestras de tendones fijados en glutaraldehido sea
la uniformidad de estructura de las muestras y que
ésta no se alter6 con € tiempo; lo que nos podria
sugerir que el «andamio» estructural se mantiene
perfectamente para poder ser recelularizado lenta-
mente (posiblemente menos rapido que en la es
tructura congelada, aunque en ésta se altera algo
méas su estructura colagena).

La relacion de sinovitis inflamatoria es la mas
baja (2%) comparada con el resto de tendones
(congelados: 8%, liofilizados: 5% y frescos: 3%).
La sinovitis de repeticion que relata Alien (20), po-
siblemente, se manifestaron mas por un problema
mecanico que por una reaccién inmunitaria.

Es destacable el hecho de que los tendones
mantenidos en glutaraldehido, no han sufrido nin-
guna infeccion (igual que en los tendones congela-
dos) y que no ha habido ninguna pérdida total de
volumen (en las muestras de tendones congelados
han desaparecido dos) siendo el total del volumen
disminuido el 0,7% (& menor, con mucho, de to-
dos los grupos); llegando a final del estudio el
100% de las muestras.
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Asi mismo, debemos valorar la facilidad de
conservacion de estos aloinjertos, pues los tendones
estabilizados en glutaraladehibido se mantienen a
temperatura ambiente y pueden usarse en el mo-
mento en que el cirujano lo desee, pues solo preci-
san seguir un facil protocolo de lavados con suero
fisiolégico (21, 22, 24, 29).

Valorando los mdltiples trabajos sobre la apli-
cacion de injertos congelados y los buenos resulta-
dos obtenidos, tanto experimentales (13) como
clinicos (16-18), debemos considerar la congela-
cion como un buen método de conservacion de in-
jertos tendinosos. En nuestra experiencia, la
supervivencia de tendones congelados ha sido bue-
na, llegando al fina del estudio el 92%.

Al igual que en e caso de los tendones conser-
vados en glutaraldehido, no hemos encontrado nin-
guna infeccion articular en la implantacion de
tendones congelados. Es notorio, en cambio, que €l
indice més elevado de sinovitis no infecciosa, se ha
producido en las rodillas con estos implantes.

La valoracion histologica ha sido también muy
buena, pues los tendones congelados, a igual que
los fijados en glutaraldehido, han mantenido su es-
tructura en condiciones muy aceptables. Desde un
punto de vista cuantitativo, es evidente la mayor
cantidad de nucleos fusiformes hallados en los ten-
dones congelados, que en los mantenidos en solu-
cién de gluraldehido.

Todo ello nos puede llevar a una posible con-
clusién, que demostraria que los tendones conser-
vados congelados se «recelularizan» mejor que los
conservados en glutaraldehido; pero estos dltimos
mantendrian méas estable su estructura («andamia-
je») en el tiempo, tardando més en «recelularizar-
se». Creemos que ambos tipos de aloinjertos son
utilizables.

Los injertos tratados con glutaraldehido estabi-
lizan el coldgeno mediante formacion de enlaces
cruzados covalentes a lo largo de los grupos de
aminolisina (30). La temperatura, el pH, la pre-
son (22) y la concentracion del aldehido son va-
riantes importantes del grado de enlace cruzado y
que éste afecta la duracion y rigidez del implante.
También se conoce, popularmente, que la congela-
cién y descongelacion de los cefaldpodos, ablanda
su estructura. Valorando los resultados obtenidos,
se podria abrir otra nueva linea de investigacién al
comparar la estructura colagena de ambos tendo-
nes (congelados y estabilizados en glutaraldehido),
para valorar la flexibilidad, resistencia y duracién
de las mismas.

La valoracion de los aloinjertosfrescos es defi-
ciente, pues la reaccion inmunoldégica es tan agresi-
va que llega a desestructurar totalmente el tejido
fibrocolageno, que no permite identificarlo en mu-
chas &reas como a un tendon. Ello es evidente,
ademas, por otros signos caracteristicos como son
el hecho de que presentan un 29% de infecciones,
un 37% de desapariciones de la cavidad sinovial
(no llegando ningun injerto a final de estudio) y
una pérdida de mas del 50% de su volumen.

Cifras bastantes similares hallamos en los ten-
dones lidfilizados, pues solo hemos podido estudiar
siete (29%) muestras porque se han infectado nue-
ve (37%), han desaparecido ocho (33%). El estu-
dio histolégico muestra una masa homogénea
acelular dificilmente identificable como estructura
tendinosa.

Coincidimos con Nasca (7), que no recomienda
el uso de tendones liofilizados y nos sorprendemos
del estudio comparativo entre tendones congelados
y liofilizados de Indelicato (6), que no halla dife-
rencia entre los dos tipos de conservacion, valoran-
do los resultados de excelentes.

CONCLUSIONES

De las conclusiones de este trabajo experimen-
tal destacarnos las siguientes: No se han hallado
restos de aloinjerto en 19 casos, o que representa
el 18% de total. Existe una relacion, estadistica-
mente significativa, entre el método de conserva-
ciény e hecho de no hallar restos del injerto en €
momento de su examen; y entre la falta de restos y
el tiempo transcurrido. Todas las muestras de ten-
dones conservados en glutaraldehido han llegado al
finad de los distintos periodos estipulados. Cuanto
mas tiempo transcurre, menor es la posibilidad de
hallar el injerto en la articulacién. Ha existido una
pérdida de volumen, en e momento fina de ex-
traccion de los injertos, del 28%.

Existe una relacién, estadisticamente significa-
tiva, entre el método de conservacion y la pérdida
de volumen; y entre la pérdida de volumen y €
tiempo en que se mantiene el tenddn en la rodilla
Los tendones conservados en glutaraldehido son
los que pierden menos volumen. Cuanto mas tiem-
po se mantienen los injertos en la cavidad sinovial,
mas porcentaje de masa pierden.

Existe una relacion, significativamente estadisti-
ca, entre la tasa de infeccion y e método de conser-
vacion de los aoinjertos. Los tendones implantados
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en fresco y los liofilizados, tienen mayor posibilidad
de infectarse.

Siguiendo la valoracién con estos parametros,
los aoinjertos conservados en glutaraldehido y los
congelados son los que han dado mejor resultado.

También segln valoracion con los mismos pa-
rametros, los tendones flexores han demostrado

REVISTA ESPANOLA DE CIRUGIA OSTEOARTICULAR

— Que los tendones implantados en fresco y los
liofilizados, son los que se muestran més alterados,
aunque la reaccion inflamatoria es menor en los
liofilizados.

— Que los tendones congelados y fijados en
glutaraldehido presentan menor fibrosis y reaccién
inflamatoria. Parece observarse mayor numero de

nucleos celulares en los congelados.

comportarse megjor que los extensores.

10.

— Que los tendones implantados en fresco de-
sencadenan una mayor respuesta inflamatoria.

— Que, aunque los resultados macroscopicos
muestran lo contrario, los resultados microscépicos
no han demostrado diferencias significativas entre
extensores y flexores.

Histol 6gicamente, se ha observado:
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