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Introduccion

1. Introduccion

El Bisfenol A (BPA) es un compuesto, con actividad como disruptor endocrino,
gue es utilizado habitualmente como componente de plasticos y envases de alimentos.
Cambios en el pH, abrasiones mecanicas y el calor pueden acelerar la hidrolisis del
enlace éster que une las moléculas de BPA en el policarbonato plastico, pudiendo
producir que se libere facilmente llegando al alimento y/o ambiente. (Vandenberg et

al., 2007; Mileva et al., 2014).

Existen distintas vias de exposicion a los contaminantes que se encuentran en
el medio ambiente siendo la via inhalatoria y la ingesta alimentaria dos de las mas

estudiadas (Zhuang et al., 2016; Kan et al.,2017; Leyssens et al., 2017; Lyu et al.,
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2017; Xue et al., 2017). Parte de estos compuestos que participan activamente en la
contaminacion ambiental pueden actuar como disruptores endocrinos sobre los

organismos Vvivos.

La importancia del BPA como contaminante medioambiental y el riesgo que
conlleva debido a su baja tasa de biodegradacion y su bioacumulacién en la cadena
trofica han llevado al Parlamento Europeo a incluirlo como una sustancia cuya

toxicidad deberia evaluarse.

La Comision Europea y los Estados Miembros decidieron restringir el uso de
BPA en la fabricacion de biberones de plastico para lactantes (Directiva 2011/8/UE) a
partir del 1 de marzo de 2011, prohibiéndose tanto la comercializacion como la
importacion de los mismos a partir del 1 de junio del mismo afio (Reglamento de
Ejecucion (UE) 321/2011). Francia y Dinamarca de forma unilateral, ya prohibieron la
fabricacion y la comercializacion de biberones que contuvieran BPA. Ademas, el uso
de BPA en materiales en contacto con alimentacién infantil de entre 0 y 3 afios, esta
prohibido en Canad4, Australia y en varios estados de Estados Unidos. Por otra parte,
desde el afio 2015, ha quedado prohibido en Francia el uso de BPA en materiales que

entren en contacto con cualquier tipo de alimento.

La utilizacion del BPA en envases en contacto con los alimentos esta permitida
en el resto de la Union Europea mediante el Reglamento Europeo (UE) 10/2011 de la

Comision de 14 de enero, relativa a los materiales y objetos plasticos destinados a
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entrar en contacto con los productos alimenticios, en el cual se establece un limite
maximo de migracion para esta sustancia de 0,6 mg/kg. El valor de la Ingesta Diaria
Tolerable (IDT) del BPA ha sido modificado en el dltimo informe realizado por la EFSA
en el 2015, y ha pasado de 50 pg/kg pc/dia a 4 pg/kg pc/dia (EFSA, 2015). En
referencia al andlisis de la exposicién del BPA realizado por la EFSA, éste concluye
gue la exposicion dietética no supera el valor de IDT para ningun grupo de edad, ya
que los niveles calculados se encuentran 34 veces por debajo del valor de IDT. Pero,
por otro lado, también se hace referencia y se apunta a que la evaluacion de
incertidumbre y debe ser estudiada (EFSA, 2015). La IDT se ha hecho temporal para
dar cuenta de la incertidumbre sobre los posibles efectos del BPA en la glandula
mamaria, sistema reproductivo, neurolégico, sistemas inmunol6gicos y metabdlicos en

animales de laboratorio.

En diciembre de 2016, la Comisién Europea decidio restringir el uso de BPA en
el papel térmico en la Uni6n Europea. Esta prohibicién sera efectiva en el afio 2020,

habiéndose establecido como alternativa el uso de Bisfenol S (BPS).

En junio de 2017, el BPA ha sido incluido por la Unién Europea (ECHA) dentro
de la lista de quimicos altamente preocupantes debido a sus propiedades, y a que
causa serios efectos en la salud humana, se ha establecido que todos los fabricantes,

importadores y suministradores de BPA deben clasificar y etiquetar todas las mezclas



Introduccion

gue contengan BPA como téxico para la reproduccion, categoria 1B para el 1 de

marzo de 2018.

Actualmente, el limite de migracion permitido en juguetes para nifios es de 0.1

mg/l de BPA.

En mayo de 2017, la Comision Europea public6 una directiva (Directiva
2017/898) para disminuir ese limite a 0.04mg/l. Este nuevo limite debe establecerse

en 2018.

Por otra parte, en abril del 2008 el Programa Nacional de Toxicologia de los
EEUU publicé un informe preliminar sobre el BPA en el que consideré prudente
aumentar el margen de seguridad y establecer nuevos estudios sobre la evaluacién
del riesgo. La EFSA revisara su IDT después de evaluar todas las evidencias
cientificas-toxicolégicas publicadas desde el 2012, y se estima que comience en 2017,
cuando un estudio de dos afios llevado a cabo por el Programa Nacional de

Toxicologia de Estados Unidos esté disponible.

El término disruptor endocrino, puede definirse como todo agente exdgeno
(quimico o fisico) capaz de inducir efectos adversos para la salud de un organismo
intacto o su descendencia, como consecuencia de cambios en la funcién endocrina.
(Diamanti-Kandarakis et al., 2009; Yeung et al.,, 2011). Para ello el perturbador

hormonal interfiere con la sintesis, secrecion, transporte, unién, o metabolismo de las
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hormonas, que el organismo sintetiza fisiol6gicamente, y que son responsables del
mantenimiento de la homeostasis y de la regulacién de la reproduccion, del desarrollo,
y/o del comportamiento. Incluye a cualquier agente que induzca alteraciones sobre

cualquier aspecto de la actividad y desarrollo del sistema endocrinoldgico.

Bajo este término se engloba un gran numero de compuestos quimicos
(plaguicidas, metales pesados, polimeros sintéticos y plasticos, derivados industriales)
y de agentes fisicos, como son las radiaciones de baja frecuencia, por tanto, el
catalogo de perturbadores endocrinos es muy amplio, comprendiendo desde
sustancias que se encuentran de forma natural en el medio ambiente y/o en los
alimentos, hasta productos quimicos, resultado de la accién antropogénica (Olea-

Serrano, 2006).

La actividad del BPA como disruptor neuroendocrino ha sido muy estudiada por
diversos grupos de investigacion en distintas especies (Mandich et al.,, 2007;
Rodriguez et al., 2010; Lépez-Casas et al., 2012; Molina et al., 2013; Lora et al.,
2016), siendo fundamentalmente su interferencia en la reproduccién la mas
ampliamente evaluada. Ademas de su accion deletérea a nivel gonadal se ha
observado que puede tener, entre otros efectos, accién sobre la diabetes tipo 2,
obesidad, funcion hepatica, alteraciones cardiovasculares, estrés oxidativo e
inflamacién e incluso a nivel del sistema musculotendinoso (Vandenberg et al., 2013;

Rochester, 2013; Giménez et al., 2016).
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En los ultimos afios ha sido muy estudiado en proceso de recuperacion de los
tendones lesionados por traumatismo y cortes a los que se les ha aplicado factores de
crecimiento, en cambio, apenas se han evaluado tratamientos paliativos de
degeneraciones tendinosas con factores de crecimiento, tal y como existen en
musculos (Cunha et al., 2014; Giménez et al., 2016). Cuando se producen procesos
degenerativos en los tendones, suelen ir acompafados con fenémenos inflamatorios,
por lo que pueden convivir conjuntamente las fibras de colageno tipo |, propia de los
tendones, y las fibras de colageno tipo Ill que se produce en las inflamaciones. Esta
mezcla resulta nociva ya que el colageno tipo | se distribuye de forma longitudinal al
eje de contraccion y con unas ondulaciones que favorecen al estiramiento, en tanto
que el colageno tipo Il tiene una disposicion irregular en todos los sentidos del

espacio.

El tratamiento con Plasma Rico en Plaquetas, PRP, y de monocitos medulares
se ha extendido recientemente en diferentes especialidades médicas en todo el
mundo, aunque se describi6 hace mas de veinte afios en cirugia maxilofacial y
odontologia. Consiste en la aplicacién de plasma aut6logo con una concentracion
suprafisioldgica de las plaquetas, que son activadas para que liberen los factores de
crecimiento y sustancias activas de sus granulos a. El objetivo de esta terapia es
favorecer, estimular o iniciar el proceso de cicatrizacion, regeneracién o curacién del
tejido dafiado, aplicandose localmente de forma ambulatoria o bien como

complemento a una técnica quirdrgica. En medicina y traumatologia deportiva, donde
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siempre se buscan los tratamientos mas novedosos, se ha acogido con gran
esperanza para el tratamiento de mudiltiples patologias. Es un tratamiento que ha
recibido ademas gran atencién por los medios de comunicacién, creando expectativas
sobredimensionadas en los pacientes que no siempre se corresponden con la
realidad. Es un tema controvertido en la comunidad médica debido a que ha habido
una amplia implantacién de su uso clinico en diferentes especialidades a pesar de que
no hay demasiados estudios de laboratorio previos, y son escasos los estudios
clinicos con alto nivel de evidencia cientifica que demuestren su eficacia. Existen
opiniones de expertos a favor y en contra del uso de esta terapia. La ausencia de
regulacion por ninguna normativa y la falta de estandarizacion del proceso es un
handicap en la investigaciébn y comparacion de resultados. No es un tratamiento
incluido como tal en la lista de sustancias y métodos prohibidos en el deporte de la

Agencia Mundial Antidopaje.

Los factores de crecimiento plaquetario, actian con el propdésito de estimular la
regeneracion de los tejidos dafiados. Esta accién la realizan mediante tres

mecanismos diferentes:

1. Estimulando la multiplicacién de las células sanas que rodean a la lesion.
2. Aumentando el riego sanguineo a la zona al estimular la formacion de

nuevos vasos.
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3. Activando a las células madre que hay en la zona para que se diferencien y

convirtiéndose asi en células del tipo de las del tejido dafiado.

Este es un mecanismo progresivo que va consiguiendo poco a poco que las
lesiones sanen, y lo que es lo mas importante, sin que quede tejido cicatricial y

sustituyendo la lesién por tejido sano normal.

10
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2. Objetivos

Debido al riesgo de exposicion a través de la dieta, nos planteamos como
objetivo general del estudio evaluar los posibles efectos del BPA sobre el tenddn
Aquiles, empleando como modelo experimental el minipig, y utlizando la
histopatologia e inmunohistoquimica como herramienta fundamental para investigarlo.
Ademas de evaluar su capacidad de recuperacion después de la retirada de la
exposicion a este compuesto, comprobando su posible reversién de las lesiones. Y por
ultimo, la efectividad de los tratamientos con PRP y monocitos medulares en los
procesos degenerativos en el tendon de aquellos animales previamente expuestos a

BPA.

13
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Para ello nos planteamos comoobjetivos especificos:

1. Evaluar las maodificaciones que se producen tanto en los tenocitos vy fibras
de colageno, de los tendones debido a la accion del BPA.

2. Realizar el estudio histopatolégico estructural y ultraestructural en los
tendones alterados y posteriormente tratados con factores de crecimiento
(PRP) y monocitos medulares.

3. Comprobar la eficacia de tratamientos con factores de crecimiento, en la
recuperacion tendinosa.

4. Relacionar la recuperacion funcional de los tendones y su relacion de la
histopatologia estructural y ultraestructural en los tendones tratados con

BPA y recuperados con factores de crecimiento de las plaquetas.

Este estudio se realizaran mediantes técnicas  microscoépicas,

ultramicroscdpicas, imnunohistoquimicas y morfométricas.

Este trabajo de Proyecto surgié como un planteamiento interdisciplinar, entre
los Departamentos de Toxicologia y de Anatomia y Anatomia Patolégica Comparadas,
siendo una de sus lineas de investigacion principal el estudio de los disruptores

endocrinos, como contaminante alimentario y medioambiental.

14
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3. Revision bibliografica

En las Ultimas décadas, el empleo de productos agricolas, farmacos y plasticos
ha ido aumentando junto con la fabricacién de productos quimicos como herbicidas,
insecticidas, biocidas o incluso drogas. El uso de este tipo de sustancias conlleva una
contaminacion del medio ambiente, y un posible dafio en la salud humana y de los
animales de vida silvestre, expuestos frecuentemente a través de la cadena
alimentaria (Marococcia et al., 2017). Como posible efecto adverso se encuentra la
interferencia en el sistema endocrino, que podria tener graves consecuencias sobre la
salud dificiles de predecir normalmente. Esto ha provocado un aumento de la

preocupacion de la comunidad cientifica y ha generado un debate publico en torno a

17
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de los efectos potenciales que estas sustancias pueden tener sobre la vida humana y
silvestre. Esta preocupacion se debe en primer lugar a los efectos adversos
observados en animales de vida libre como pueden ser ciertas aves, peces e incluso
los ecosistemas. Un ejemplo de ello son los efectos producidos por compuestos como
los insecticidas organoclorados y su relacién con la disminucion de la poblacién de las
aves rapaces, muchas de ellas actualmente en peligro de extincién, se ha demostrado
gue actuan interfiriendo en los niveles de estrogenos lo que provocaria la disminucién
de la deposicion de calcio en la cascara de los huevos y, por tanto, una disminucién en
la tasa de huevos viables. Por otro lado, el aumento de la incidencia de diversas
enfermedades endocrinas de elevado indice epidemioldgico en humanos, unido a los
resultados de estudios laboratoriales de ciertas sustancias de actividad endocrina
sobre animales de experimentacion, han hecho que adquiera un elevado interés el
estudio de compuestos que puedan actuar interfiriendo con el sistema endocrino

(Kabir et al., 2015).

Las sustancias que tienen esta capacidad son denominadas disruptores
endocrinos cuya definicion aceptada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
es la de “sustancias o mezcla de sustancias exdgenas que alteran una o varias
funciones del sistema endocrino y en consecuencia causan efectos adversos en el
organismo, o su descendencia, o (sub)poblaciones”. También pueden ser definidas
como “sustancias exdgenas al organismo que se encuentran en el medio ambiente, en

los alimentos y en los productos destinados a los consumidores, que interfieren con la

18
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biosintesis de hormonas, el metabolismo y en las acciones resultantes de estas,
provocando una alteracion en la homeostasis normal del individuo expuesto o en la de

sus descendientes” (Diamanti —Kandarakis et al., 2009).

De esta forma, las definiciones tienden a centrarse en el modo de accién de las
sustancias e implican que la interferencia que ejercen se convierte en un riesgo segun
el nivel de exposicion. De hecho, los potenciales efectos de los disruptores en la
sintesis, secrecion y accion hormonal pueden perjudicar a la homeostasis celular y
tisular. Este hecho hace que la etapa del desarrollo del individuo durante la que esta
expuesto a este compuesto de actividad hormonal se considere de riesgo por los

graves efectos que puedan desarrollarse en un futuro (Zoeller et al., 2012).

Los disruptores endocrinos incluyen un grupo muy heterogéneo de
xenobidticos como productos quimicos sintéticos usados como solventes industriales y
sus subproductos (dioxinas), plastificantes (bisfenol A), aditivos alimentarios
(semicarbacida), productos agricolas como plaguicidas (insecticidas, herbicidas,
fungicidas...), cosméticos (parabenos) y sustancias farmacoldgicas (anticonceptivos
orales, entre otros). La principal via de exposicion es la oral, es decir, a través de la
dieta tanto para las personas como para los animales, aunque también hay otras vias
de exposicién por las que los individuos pueden estar expuestos como puede ser el
aire, el agua y suelo, productos de cuidado personal o incluso farmacos (Endocrine

Society, 2009).
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En estudios mas recientes se han encontrado muchas evidencias de la
capacidad estrogénica de bioactivos vegetales, como son la genisteina, quecetina,
naringenina o reveratrol, los cuales pertenecen a grupos tan amplios como los
lignanos, polifenoles o coumestroles. Estas sustancias se denominan actualmente con
el término de fitoestrégenos y han sido incluidas en la lista de disruptores endocrinos

(Marococcia et al., 2017).

Un aspecto de gran controversia que rodea a los disruptores es su dosis-
respuesta. Esto se debe a que actian mimetizando o antagonizando las acciones
llevadas a cabo de manera fisiolégica por las hormonas enddgenas. Por lo tanto, las
consideraciones sobre la dosis-respuesta de los disruptores deben ser diferentes a las
de otros productos quimicos que aparezcan como contaminantes ambientales, y que
no actlen directamente sobre el sistema endocrino. Ademas, se tienen que tener en
cuenta ciertos factores que van a influir en la dosis—respuesta como es el tipo de
mecanismo sobre el que actlle una sustancia concreta y la propia sustancia, asi como
el momento de exposicién. Este Ultimo aspecto puede determinar qué tipo de efectos
van a producirse sobre el organismo expuesto: neurolégicos, inmunoldgicos,

reproductivos, entre otros (OMS, 2002).

En cuanto a los efectos que producen, se han realizado multiples estudios que
muestran que estas sustancias han producido ciertos cambios en especies y

poblaciones de vida salvaje, entre otras. Estos efectos pueden ser desde cambios

20
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sutiles en el comportamiento fisiolégico y sexual de las especies hasta alteraciones
permanentes en la diferenciacion sexual. Las especies acuéticas son de las mas
afectadas, pero no los Unicos, ya que también se han encontrado especies terrestres
dafadas (Mathieu-Denoncourt et al., 2016; Salgueiro-Gonzélez et al., 2016). En los
humanos, es dificil comparar e integrar los resultados de distintos estudios porque los
datos a menudo son recogidos en distintos periodos de tiempo, usando diferentes
condiciones de exposicion. Un aspecto de gran preocupacion es la falta de datos
sobre la exposicién durante periodos de exposicion criticos, es decir, en neonatos y
durante el embarazo que puede influir en la aparicion de efectos en el individuo adulto.
Aun asi, existen numerosos estudios que demuestran los efectos de los disruptores
sobre distintos sistemas organicos. Por ejemplo, se relacionan estas sustancias con la
aparicion de patologias como la endometriosis, el cancer de mama, o la apariciéon de

un desarrollo neuronal deficiente o pubertad precoz (OMS, 2002).

Debido a la importancia de la exposicién inadvertida a este tipo de sustancias
través de la dieta y/o contaminacién ambiental, nos proponemos realizar una revision
bibliogréafica de un compuesto con actividad como disruptor endocrino. En este trabajo
hemos elegido el bisfenol A (BPA), debido a sus multiples usos en la industria que
hace que estemos diariamente expuestos a este compuesto, tanto por exposicion
alimenticia como por otro tipo de exposiciones. Para la realizacion de la presente

revision bibliogréfica se han consultado diferentes fuentes, textos y documentos de
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caracter cientifico utilizando distintos criterios de busqueda. Se han consultado

articulos cientificos, bases de datos y documentos de caracter legislativo.

3.1.

22

Bisfenol A

El bisfenol A (4,4’-dihidroxi-2,2-difenilpropano) (Fig. 1) es una sustancia
con actividad como disruptor endocrino que es ampliamente utilizado en el
mundo. Esto se debe a sus multiples usos en la industria como monémero o
aditivo para la fabricacion de plasticos policarbonados y resinas epoxi ademas
de otros materiales poliméricos, se sintetiza por condensacion de dos grupos
fenol y una acetona. El BPA confiere propiedades como la rigidez,
transparencia y resistencia, entre otras, caracteristicas que lo han llevado a
estar presente en objetos y recipientes alimentarios tan comunes en la vida
cotidiana como las botellas, latas, platos, tazas, etc. Pero también tiene otros
usos que no estan relacionadas con la alimentacion como pinturas, tintas de
impresion o el PVC (EFSA, 2015). Ademas de todas estas aplicaciones, el BPA
se encuentra frecuentemente presente como contaminante ambiental en rios y
agua de bebida, por lo que las personas y los animales estamos expuestos de

forma cotidiana a esta sustancia.
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Figura 1. Estructura quimica del bisfenol A

Aunque fue sintetizado por primera vez en 1891, no fue hasta 1930
cuando se comenzd a especular sobre sus posibles propiedades estrogénicas.
El BPA presenta una estructura similar al estradiol, por lo que se une a los
receptores estrogénicos actuando como un disruptor endocrino pudiendo
afectar a la fertilidad de los individuos expuestos a él (Mileva et al., 2014).
Ademas, hay diversos estudios que han indicado como grupos de riesgo a los
nifos y mujeres embarazadas (Braun et al.,, 2011; Giulivo et al., 2016). La
exposicion al BPA es casi universal: la mayoria de las personas presentan
niveles cuantificables de este compuesto tanto en orina como en suero (Mileva
et al.,, 2014). De hecho, en EEUU mas del 90% de la poblacién presenta
niveles detectables de BPA en su orina (Calafat et al., 2008), lo que indica que
la exposicibn en humana esta muy generalizada. Actualmente, la ingesta
estimada de BPA a través de la dieta segun la FDA es de 0,2-0,5 pg/kg de

peso vivo/dia.
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3.1.1. Usos

El BPA es utilizado desde 1940 como mondmero en la fabricacion
de polimeros como los policarbonatos, resinas epoxi, polisulfona, o
poliacrulato, como un antioxidante e inhibidor del fin de la polimerizacion en
el policloruro de vinilo (PVC) y como un precursor para la sintesis del
retardante de llama tetrabromobisphenol-A (Geens et al, 2011).
Actualmente, el policarbonato se usa en materiales destinados a estar en
contacto con los alimentos, por ejemplo, botellas de plastico reutilizables,
platos o tazas, mientras que las resinas epoxi se utlizan para el
recubrimiento interno de latas de conservas y bebidas (EFSA, 2006). Hay
otros muchos usos para los policarbonatos, resinas epoxi, polisulfona y
poliacrilato como gafas, materiales de construccion, CD-ROM, dispositivos
médicos, materiales relacionados con la odontologia, por lo que ademas de
a través de la dieta estamos expuestos de forma cotidiana a este

compuesto debido a sus multiples usos (Geens et al., 2012).

Pueden obtenerse muchos analogos del bisfenol por condensacion
de una cetona o un aldehido con fenoles con sus variaciones en el derivado

carbonilo o en los sustituyentes en el anillo aroméatico (Fig. 2). Sin embargo,
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la mayoria de estos compuestos tienen un precio demasiado elevado para

su aplicacién industrial y la toxicidad no es tan conocida.

CHs
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B CHy a — Hy —
n HD—@—'—@—DH “n — o—< )i( )0
CI—‘JL\CI = MO cH3 n

CHy

H

H

Q

Figura 2. Estructura quimica de analogos del bisfenol. A). Estructura quimica del BPA,
B). Sintesis del policarbonato desde BPA; C). Estructura quimica de la resina epoxi;
D). Estructura quimica del bisfenol E y F). Estructura quimica del bisfenol S (Geens et
al., 2012).

3.1.2. Migracién alos alimentos

e Migracién desde policarbonatos

Se han realizado diversos estudios para determinar la migracién de
BPA desde los materiales y, en el caso de los policarbonatos (PC), se ha
concluido que se puede producir la migracién desde los mismos durante la

difusiéon e hidrdlisis de los polimeros. Sin embargo, la difusion tiene una
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menor relevancia. En el estudio realizado por Mercea et al. (2009), se
observd que un descenso del pH en una solucién se asociaba al aumento
de la migracion de BPA desde los policarbonatos al agua, mientras que la
presencia de cationes en una solucion (a temperatura ambiente) no
afectaba de manera significativa a la hidrdlisis. También se prob6 que la
migracion era mas rapida en recipientes de policarbonato (como botellas de
agua) que fueron agitadas durante unos afios y se sometieron a
temperaturas en aumento. Ademas, se descubrié que la tasa de migracion
hacia el contenido depende de las propiedades quimicas del mismo. En
una mezcla de etanol y agua, se produjo una migracion mas rapida en
comparacion con agua, mientras que en aceite de oliva (que no afecta a la

hidroélisis del PC) la migracion del BPA fue despreciable.

Otro estudio realizado por Nam et al. (2010) evalud la tasa de
migracion de BPA desde biberones nuevos y usados de forma repetida. Se
observo que el incremento de temperatura y el uso prolongado propiciaban
la hidrélisis del polimero causando una mayor migracion. También se
observd migracion desde botellas nuevas con una concentracién de 0,03 y
0,13ug /dm3 a 40 y 95°C, respectivamente. Tras 6 meses de uso, las
concentraciones de BPA del agua aumentaron a 18 y 18,47 mg/dm3 a 40y
95 © respectivamente. Maia et al. (2011), mostré como los detergentes

disueltos en agua afectaban a la migracibon de BPA en biberones,
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retardando este efecto al lavar, cepillar o enjabonar los biberones de PC

con agua con detergente.

Los resultados de estos estudios, entre otros, propiciaron que
muchos paises prohibieran el uso de materiales que contengan BPA para
la fabricacién de biberones. En el caso de Esparia, esto se llevo a cabo con
la modificacién del Anexo Il del Real Decreto 866 del 2008, mediante la

Orden PRE/628/2011.

e Migracion del BPA desde el recubrimiento de las latas

La comida enlatada presenta una exposicion significativa al BPA ya
gue se libera de la laca de las latas, la resina que recubre el interior de la
lata se usa para evitar la corrosién del metal. Estas lacas se fabrican con
resinas epoxi, en las que se usa el diglicidil éter como componente
prioritario. En estudios realizados se ha observado como la liberacion de
BPA era significativa y se estimé que iba desde 4 a 23 pg por lata
(Vandenberg et al., 2007). En el estudio de Takao et al. (2002) se demostrd
gue la temperatura que se usa para la pasteurizacion térmica (100°C)
provocaba la liberacion 18 veces mas rapida desde el polimero. Ademas,

concluyé que existe una relacién entre la concentracion de BPA liberado

27



28

Revision bibliografica

3.1.3.

desde las latas y la temperatura de pasteurizacion de la comida enlatada.
Se determinaron concentraciones bajas de BPA (0,06 ng/cm2) en comida
enlatada que no habia sido pasteurizada, mientras que cantidades
significativamente superiores (21 y 32 ng/cm2) fueron halladas en latas que
habian sido sometidas a temperaturas de 80 y 100°C, respectivamente. Por
altimo, se demostré que la cantidad de BPA liberado esta determinada por
el grado de polimerizacién de las resinas epoxi de las lacas y el uso de

BPA como componente de primer orden en su produccion.

Exposicion

A medida que los paises se han desarrollado, la demanda de
equipamiento médico, objetos electronicos, adhesivos, materiales de
construccion, automoviles, etc... ha incrementado de forma global. Como
resultado de esto, la produccion y consumo de BPA, ha aumentado de
forma continua en las ultimas décadas (Fig. 3). La produccion global en
2012 de BPA fue de 4,6 millones de toneladas, siendo Asia el productor
predominante con casi el 53% del volumen producido total (2,4 millones).
Los siguientes productores son Europa y Norte América con el 25 y 18%,
respectivamente. En cuanto a paises, Estados Unidos, Taiwan, China,

Corea del Sur y Japon son los cinco mayores productores, cuya producciéon
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conjunta supone mas de 2,7 millones de toneladas (Fig. 4). Asi, el
crecimiento de la produccion global anual se ha mantenido entre el 0 y el

5% (Flint et al., 2012; Corrales et al., 2015).

:
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Figura 3. Consumo global de policarbonato desde 2000 al 2015 (Muhamad et al.,
2016)
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Figura 4. Produccion global de BPA por paises (Adaptado de Corrales et al., 2015)

30

El vertido directo del BPA al medio ambiente se produce durante el
procesado y manipulacién de éste llegando al aire, agua y suelo, y/o a
través de vertido directo al suelo. De esta forma, se ha detectado BPA en
aire, polvo, suelo, agua (tanto de bebidacomo agua libre), sedimento,

residuos industriales y municipales, y comida (Flint et al., 2012).

En el dltimo informe publicado por la Agencia Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA) en el 2015, se realizo una evaluacion de la exposicion
dietética del BPA. Las concentraciones mas elevadas de BPA se
encontraron en los alimentos y productos envasados, en comparacion con
los alimentos no envasados, donde la media mostré6 concentraciones de

18,68 pg/kg y 1,5 pug/kg de BPA, respectivamente (Fig. 5a). Las categorias
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de los alimentos envasados donde se observaron las concentraciones mas
relevantes de BPA fueron cereales, legumbres, carnes, pescados,
condimentos, comida preparada, snacks y helados. Estas 7 categorias
alcanzaban valores superiores a 30 pg/kg de BPA (Fig. 5b) (Juan-Garcia et

al., 2015).
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Figura 5. Presencia de BPA en productos envasados y no envasados (a); Grupos de

alimentos envasados donde se observan las concentraciones mas relevantes de BPA
(b) (Juan-Garcia et al., 2015).
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Alimento y agua de bebida

La ingesta se considera la via predominante de exposicion humana
a esta sustancia y esto se debe fundamentalmente al contacto de la comida
con polimeros que la contiene, aunque también podria estar relacionado
con la acumulacién de BPA en el medio ambiente, y la exposicion de los
animales y plantas a este compuesto. En un estudio realizado por
Vandenberg et al. (2007) estimaron que la exposicién al BPA a través de la
dieta en el caso de los humanos es diaria y que se produce en

concentraciones entre 0,16-0,48 pg/kg/peso/dia.

Como ya se ha mencionado previamente, el BPA tiene la capacidad
de migrar desde los polimeros y resinas epoxi a la comida y agua de
bebida. Algunos estudios detectaron concentraciones de BPA en distintos
productos carnicos (0,49-56 pg/kg), pescado (7,1-102,7 ug/kg), verduras y
frutas (11,0-95,3 pg/kg) y cereales (1,0 — 3,8 pg/kg) (Yoshida et al., 2001,

Munguia-Lopez et al., 2005; Shao et al., 2007; Niu et al., 2012).
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3.1.4. Liberacion al medioambiente

Atmosfera

Como resultado de la actividad industrial, el BPA es liberado a la
atmésfera en grandes cantidades estimandose alrededor de 100 toneladas
por afio. Por este motivo, se han realizado diversos estudios para
determinar estas concentraciones, los cuales han obtenido resultados muy
variables dependiendo de la zona en la que se han realizado dichos
estudios. Como ejemplo, son los estudios de Berkner et al. (2004) y
Matsumoto et al. (2005), en el primero estudiaron las concentraciones en
Bavaria (Alemania) obteniendo unos niveles bajos de entre 5y 15 pg/m3.
Sin embargo, Matsumoto determiné los niveles en Osaka (Japon)
obteniendo resultados bastante mas altos y variables: de 10 a 1920 pg/m3.
Observandose, por tanto, niveles mucho mas elevados en la zona de Japon

en comparacion con Alemania.

Fu y Kawamura (2010) analizaron muestras de los 5 continentes y
observaron que las concentraciones mas bajas se encontraban en las
zonas de costa mientras que las concentraciones mas altas fueron
obtenidas en las regiones urbanas de la India con 4,5 ng/m3. Este dato se
debe probablemente a la intensa combustion de productos plasticos con

fines domésticos en esta zona.
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3.1.5.

Aguay efluentes

Normalmente, el BPA se encuentra en concentraciones bajas en la
superficie del agua. Se han realizado diversas mediciones en distintos
estudios obteniendo resultados muy diferentes. Por ejemplo, en Portugal se
encontraron concentraciones entre 28,7-98,4 ng/dm3 (Rocha et al., 2013),
mientas que en Alemania los resultados fueron méas elevados entre 4-92
pg/dm3 en la superficie y entre 10-380 pg/kg en el sedimento (Stachel et
al., 2003). En otros estudios realizados en el agua de los rios y los
efluentes de los mismos, se indic6é que los efluentes que contenian el agua
de fabricas relacionadas con BPA eran las fuentes predominantes de BPA

de sus respectivos rios (Lee et al., 2013).

En el caso del agua subterrdnea, se encontraron concentraciones
elevadas de BPA en aquellas situadas cerca de vertederos contaminados
con esta sustancia o en vertederos de residuos plasticos, obteniéndose

concentraciones de 740 pg/dm3 en Osaka (Japén) (Michalowicz, 2014).

Metabolismo

De todas las rutas posibles de exposicién al BPA, la mas estudiada
y de la que mas informacion se tiene es de la via oral. Se han realizado

diversos estudios en animales de laboratorio (fundamentalmente ratas y
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primates) obteniéndose diferencias en el metabolismo de esta sustancia

(Inoue et al., 2016; VandeVoort et al., 2016).

Cuando se administra via oral el BPA se absorbe rapidamente
desde el tracto gastrointestinal, obteniéndose concentraciones en el plasma
muy elevadas que demuestran una absorcion del 86 % en ratas y primates.
Una vez absorbido, el BPA se metaboliza por la udp-glucuronico
transferasa en la pared del intestino y el higado conjugandose con el acido
glucurénico (forma inactiva) antes de ser excretado. En roedores, el BPA
administrado por via oral también es glucuronizado rgpidamente, pero un
porcentaje alto se une a las proteinas plasmaticas, se excreta por la bilis,
se escinde de nuevo como BPA libre y se reabsorbe desde el intestino
hasta el torrente sanguineo. Esta recirculacion enterohepética puede ocurrir
varias veces antes de que se excrete, mayoritariamente por heces, algunos
dias mas tarde. Esto se traduce en una eliminacién lenta en comparacion
con los primates, por lo que la exposicion a BPA libre tras su administracion

va a ser mas prolongada (INFOSAN, 2009).

En humanos, se han realizado estudios sobre el metabolismo tras la
administracion oral de BPA mediante capsulas de gelatina (Vokel et al.,
2005), se demostr6 que esta sustancia es absorbida rapida vy

completamente por esta via (Fig. 6). Ademas, la ruta metabdlica primaria
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del BPA en el higado es por la fase Il de conjugacion en la que se produce
una gran cantidad de BPA-glucurénico y en pequefas cantidades BPA
sulfato (Kurebayashi et al., 2010). Debido al alto efecto de primer paso, los
niveles en suero de BPA sin conjugar que se registran tras la ingestion son
muy bajos, llegan incluso a no detectarse en el estudio original (Volkel et
al., 2002), siendo la ruta predominante de excrecion de BPA conjugado la
orina (Volkel et al.,, 2005). En diversos estudios se ha encontrado la
presencia de BPA en diferentes fluidos corporales como la orina, leche, y
fluidos amnidticos y placentarios, ademéas de en nifios y neonatos (lkezuki
et al.,, 2002; Braun et al., 2011; Altamirano et al., 2015; Ferguson et al.,

2015).

Debido a los efectos que el BPA puede tener sobre el desarrollo
fetal se han realizado estudios sobre mujeres embarazadas. En el 90% de
la orina de poblacién estadounidense analizada se encontr6 BPA en
concentraciones de 0,2-1,6 ng/mL (Calafat et al.,, 2005), ademéas de
detectarse en la mayoria de muestras de sangre, leche materna y liquido
amniotico (Vanderberg et al., 2007), ya que el BPA tiene la capacidad de
ser transportado a través de la placenta en su forma activa (no conjugada)

(Balakrishnan et al., 2010).
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Figura 6. Esquema del metabolismo del BPA (Yang et al., 2015).

3.1.6. Bioacumulacién y biomagnificacion

Se han realizado estudios sobre la posible bioacumulacion vy
biomagnificacion de BPA y otros disruptores endocrinos (ECDs) en
organismos que se encuentran en un nivel elevado de la cadena trofica.
Esto se debe a que ciertos ECDs son activados gracias a pequefios
ligandos lipofilicos los cuales podrian bioacumularse en organismos

acuaticos que son ingeridos por el consumidor (Evenset et al., 2016).
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3.1.7.

Diversos estudios laboratoriales han obtenido como resultado que el
BPA tiene una capacidad muy baja de acumulacién en los tejidos de los
organismos estudiados. Los factores de bioconcentracion obtenidos se
encuentran en un rango entre 1,7 y 182, valores que estdn muy por debajo
de los limites utilizados para identificar una sustancia como bioacumulativa
(Corrales et al., 2015). Esto puede deberse a que muchos de estos
estudios se han llevado a cabo en peces, los cuales tiene una gran
capacidad de degradar el BPA a metabolitos faciimente excretables
(Lindholst et al., 2001). Por tanto, estos datos sugieren que para
caracterizar mejor la acumulacion potencial del BPA en especies acuaticas

y en la cadena alimentaria, se necesitan mas datos experimentales.

Efectos sobre la salud humana

En el dltimo informe de la EFSA (2015) sobre el BPA, se hace una
revision de los dltimos estudios realizados en relacion a los posibles efectos

adversos sobre la salud humana (Tabla 1).

Respecto a los efectos a nivel neuroldgico, concluye que puede
existir una asociacion de alteraciones en el comportamiento de nifios/as

debido a la exposicion de la madre a BPA durante la gestacion. Sin
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embargo, estas asociaciones no fueron constantes en todos los estudios
realizados por lo que no se puede descartar que los resultados se debieran
a otras causas como la exposicion simultanea a otros compuestos.
Ademas, otros estudios indican posibles efectos del BPA sobre el
desarrollo cerebral (efectos sobre la neurogénesis, expresion genética o
efectos neuroendocrinos, etc.) (Ferguson et al.,, 2012; Jasarevic et al.,

2013).

También se han realizado estudios sobre los posibles efectos a nivel
metabdlico, los desérdenes metabdlicos con los que se ha asociado el BPA
podrian ademas estar relacionados con dietas pobres (elevada ingesta de
azlcar, grasas y alimentos procesados). Como la dieta es la principal via
de exposicion al BPA, se sugiere la posibilidad de que las dietas mas
pobres estén asociadas con una mayor exposicién a BPA. Sin embargo, los
resultados de los estudios estan limitados debido a las dificultades que
supone la medida de BPA en orina y el disefio de los estudios. Aun asi, los
estudios llevados a cabo indican que una mayor exposicién a BPA supone
el aumento de masa corporal en nifios, y un estudio sugiere que la
exposicion prenatal puede asociarse con menor masa corporal y
adiponectina en nifias y mayor leptina plasmatica en nifios (Lang et al.,

2008; Volberg et al., 2013).
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Por otro lado, se ha demostrado la capacidad del BPA de inducir
aneuploidia en un estudio in vitro en células mamiferas, produciendo la
induccién de microndcleos como consecuencia de interferencias en los
husos (Johnson et al., 2008). Sin embargo, el BPA no tiene efectos
mutagénicos ni clastogénicos, y la posibilidad de producir aneuploidia solo
se ha demostrado in vitro, esto ha llevado a asignar como “no probable” la
posibilidad de producir genotoxicidad del BPA. De esta forma, la Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) lo incluye en el grupo
3, en el cual se incluyen sustancias que “no pueden ser calificadas respecto
a su carcinogenicidad para el ser humano”, debido a la falta de datos
epidemiolégicos relevantes y pruebas en animales de laboratorio (IARC,

1999).

En cuanto a su posible interferencia en la reproduccién humana, en
un estudio realizado por Ehrlich et al. (2012) se relacionaron niveles mas
elevados de BPA en orina con oocitos con un desarrollo disminuido,
medidos por el nUmero y porcentaje de oocitos maduros. Por otro lado, se
han asociado concentraciones elevadas de BPA en madres con efectos
adversos en bebés y nifios, incluido un aumento del riesgo de partos
prematuros (Cantonwine et al., 2010; Tang et al., 2013), ademas de efectos

sobre las medidas antropométricas al nacimiento (Lee et al., 2014).
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Por ultimo, varios estudios epidemiolégicos han investigado la
posible relacién con la incidencia de ciertos canceres como el cancer de
mama Yy meningiomas, pero estos estudios no llegaron a ninguna
conclusion. Por otro lado, se han realizado nuevos estudios en animales de
laboratorio y primates sobre su relacion con el cancer de mama. Aunque
los resultados fueron insuficientes para establecer una relacion causal,
parece ser que el BPA podria tener relacion con el aumento de la
susceptibilidad de la glandula mamaria a la carcinogénesis. Se trata de
estudios muy complejos donde es muy dificil establecer la causa-efecto,
hay que tener en cuenta que el desarrollo de tumores aparece a largo
plazo, y que generalmente a lo largo de la vida se estd expuesto a una
multitud de compuestos con actividad endocrina, que ademas a muy bajas
dosis de exposicién podrian ser nocivos para la salud del consumidor o de
la fauna a muy largo plazo. Esta situacion hace que la evaluacién del riesgo

sea muy compleja y que se genere mucha incertidumbre al respecto.

La respuesta proliferativa y el posible aumento de la sensibilidad de
la glandula al desarrollo de procesos cancerigenos observados en los
estudios con animales de laboratorio, ha llevado a la EFSA a catalogar
como “probable” la posibilidad de inducir cambios proliferativos en la

glandula mamaria.
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. Albuminuria

° Estrés oxidativo e
inflamacion

. Expresion genética

Tabla 1. Posibles efectos del BPA sobre la salud humana (Juan-Garcia et al., 2015)

3.1.8. Biomonitorizacion

La forma convencional de evaluacion de la exposicion al BPA es a
través de la medicion de BPA total y aglicona habitualmente en orina. La
orina es utlizada ya que es la principal via de excrecibn de BPA
glucuronoconjugado y la recogida de muestras es minimamente invasiva
(Andra et al., 2016). Sin embargo, debido a la corta vida media del BPA en
humanos (alrededor de 6h), los niveles observados soélo reflejan una
exposicion reciente a BPA, limitando su uso como biomarcador (Calafat et
al., 2015). Los métodos analiticos actuales determinan la concentracion
total de BPA tras su hidrdlisis enzimatica a 37 °C durante varias horas y en
algunos casos durante la noche. Habitualmente se han usado solo enzimas

B-glucuronidasas para el paso de desconjugacién debido a la presencia
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predominante de BPA conjugado con &cido glucurénico (BPAG), mientras
gue en menos ocasiones se ha usado enzima sulfatasa para la liberacion
de BPA de los conjugados con sulfato (BPAS), lo cual ocurre en menos
ocasiones. Sin embargo, las mediciones se consideran imprecisas y
subestimadas, debido a varias razones: baja concentracion de enzimas,
eleccion errénea de enzimas, desconjugacion incompleta, condiciones no
favorables y ante todo, un protocolo de desconjugaciéon subdptimo (Andra

et al., 2016).

Sin embargo, la cuantificacion de BPA total en orina es solo valida si
se mantiene controlada la posible contaminacién externa. Esto se debe a
gue la introducciébn de BPA procedente de fuentes externas eleva la
aglicona y también los niveles totales de BPA, por tanto, medir uno de ellos
no es necesariamente un biomarcador fiable (Andra et al., 2016). Esto ha
hecho que se considere cada vez mas la cuantificacion de BPAG y BPAS
ya que los niveles no se ven afectados ni por la manipulacion de las
muestras ni por los procedimientos analiticos. La especificidad de BPA es
similar al BPA aglicona en los estudios de evaluacién de exposicion; sin
embargo, la frecuencia de deteccion de BPAG en orina es casi siempre
mayor que las agliconas. En las poblaciones que han sido estudiadas, el
BPAG se detect6 casi en todas las matrices humanas (orina, plasma, suero

y sangre de cordon umbilical).
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Por otro lado, el BPAG se encontr6 con mas frecuencia que el
BPAS o BPADS. Las tasas de deteccion han sido variables en distintos
estudios, con entre un 61% y 100% en orina (Nachman et al., 2013; Hauck
et al.,, 2016) y entre el 0% y 100% en sangre (Volkel et al., 2005;
Vandenberg et al, 2014). Las concentraciones de BPAG fueron
comparativamente superiores a las de BPA aglicona en dichas matrices.
Por ejemplo, el BPAG se encontraba en un rango de 0,05 a 65,2 ng/mL en
orina y 0,05-11,9 ng/mL en suero mientras que el BPA aglicona se
encontraba en unos rangos de 0,01-0,187 ng/mL y 0,01-0,59 ng/mL
respectivamente en las muestras analizadas de la poblacion de estudio
(Liao et al., 2012). ElI BPA por su parte, se encontraba por encima de los
niveles de estudio en suero de adultos (Liao et al., 2012), suero del cordén
umbilical (Gerona et al., 2013) y orina (Provencher et al., 2014). El BPADS
ha sido incluido en menos ocasiones entre los conjugados de BPA
analizados, y raramente se encuentra por encima de los niveles de
deteccidén de los estudios en los que se ha incluido (Andra et al., 2016) (Fig.

7).
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Figura 7. Metabolismo del BPA (Andra et al., 2016)

3.1.9. Legislacion

Se autoriza el uso del BPA en Europa mediante la Directiva 2002/72
CE de la Comisién en Agosto de 2002 como mondmero y aditivo para la
fabricacion de materiales plasticos que pueden estar en contacto con
alimentos siempre que el BPA tuviera una migracion de 0,6 mg/kg. Se
enmienda esta directiva posteriormente el 28 de Enero de 2011 con la
Directiva 2011/8/EU en la cual se establece una prohibiciéon de su uso en
biberones. Los analisis de los estudios presentados a la EFSA para la

evaluacion del riesgo, ha dado como resultado la modificacion de la ingesta
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diaria tolerable de BPA en los alimentos, pasando de 50,4 pg/kg de
peso/dia a 4 pg/kg de peso/dia. Esto se debi6é a las incertidumbres que

rodean a los efectos potenciales para la salud de esta sustancia.

Francia fue pionera en prohibir la produccion, comercio y marketing
de recipientes de comida que contuvieran BPA. Esta decisién se llevo a
cabo tras las recomendaciones de la Agencia de Seguridad Alimentaria y
Ambiental francesa (ANSES) en septiembre del 2011 de disminuir la
exposicion de la poblacion. Un afio mas tarde, en septiembre de 2012 la
agencia propuso una clasificacion mas estricta para el BPA como “toxico
para la reproduccion” (ANSES, 2016). Por ello, aunque ya estaba prohibido
el uso de BPA en biberones a nivel europeo, Francia prohibié en 2013 el
uso de esta sustancia en todos recipientes alimentarios para bebés y nifios
de corta edad y para el resto de productos en enero de 2015. Pero esta
prohibiciébn supone un reto, ya que encontrar sustitutos para el BPA en los
recipientes puede ser dificil en el caso de alimentos ricos en grasas o

acidas como las bebidas gaseosas, tomate, mostazas, entre otros.

En cuanto a la legislacion espafiola, existe la restriccion del uso de
BPA en biberones mediante la Orden PRE/628/2011 (2011) que modifica el

Anexo Il del Real Decreto 866/2008 en el que se aprueban la lista de
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3.2.

sustancias permitidas para la fabricacién de materiales y objetos de plastico

destinados a entrar en contacto con los alimentos.

En el dltimo informe de la EFSA en 2015 se concluye que la
exposicion por dieta a BPA para los grupos de mayor exposicion
(incluyendo niflos y adolescentes) es inferior a la IDA de 4 ug/kg de
peso/dia. El problema radica en que la exposicion al BPA
(independientemente de la via de exposicién), conjuntamente a otros
compuestos de actividad endocrina podrian potenciar los efectos sobre el

organismo expuesto, aunque esto aun esta en evaluacion.

Recientemente, la Agencia Europea de Sustancias y Mezclas
Quimicas (ECHA), apoyando la decision tomada por Francia, ha incluido el
BPA en la lista de quimicos “altamente preocupantes debido a sus
propiedades de alteraciébn del sistema endocrino, que causan graves

efectos en la salud humana” (ECHA, 2017).

El tenddn de Aquiles. Tendinopatias. Tratamientos

El tendbn se define como parte esencial del aparato locomotor, cuya

funcion principal es la de proporcionar la carga tensora a la musculatura,

permitiendo asi el movimiento o el mantenimiento de la postura corporal.
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La tendinopatia del tendon de Aquiles es la enfermedad tendinosa mas
prevalente del miembro inferior. Es una patologia muy relacionada con la
practica de deporte, llegando a afectar en un 50% a personas deportistas de
élite. La etiologia mas frecuente es la sobrecarga excesiva y repetitiva en
ejercicios relacionados con ella, como correr y saltar. Los hombres son los mas
afectados por esta patologia, haciéndose mas frecuente conforme aumenta la

edad.

Clasicamente el tendon se define como tejido conjuntivo denso,
modelado, caracterizado por tener células y fibras conectivas ordenadas en

haces paralelos y muy juntos, con objeto de proveer la maxima resistencia.

Los tendones poseen tres zonas especificas en toda su longitud:

- La unién miotendinosa, punto de unién musculo-tendon.
- La zona media o cuerpo del tendon.
- La uni6bn del tendén al hueso, llamada entesis o unién

oseotendinosa.

¢ Histologia

En su histologia se puede ver que son tejidos escasamente

vascularizados, con baja celularidad y actividad metabdlica, y una matriz
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extracelular abundante. Esta ultima esta compuesta por fibras de coladgeno
alineadas y elastina, envueltos por una matriz hidratada de proteoglicanos. La
funcién principal que aportan las fibras de colageno son la de dar resistencia al
tendon, mientras que la de los proteoglicanos, es la de servir las propiedades

elasticas al tendon.

Las fibrillas de coldgeno son la unidad estructural mas pequefa. Cada
una de ellas esta compuesta por moléculas de procolageno, que se cruzan
entre si para crear moléculas de tropocolageno o microfibrillas, y se unen para
formar fibrillas y fibras de colageno. Estas Ultimas se agrupan en fasciculos,
unidas con tejido conectivo llamado peri-tendén (compuesto por epi- y endo-
tenddn) y que llevan los vasos sanguineos, los nervios y los vasos linfaticos,
permitiendo ademas, la minima friccion entre los diferentes haces de fibras. El
para-tendon es una fina capa de tejido conectivo que rodea todos los
fasciculos. Estas estructuras aparecen al microscopio como un patron

ondulado o “crimp patern”.

El tenddén esta formado por colagenos, proteoglicanos, agua y células.
El colageno tipo | aparece en un 60% de la materia seca del tendén y en un
95% del colageno total (el 5% restante se compone de colageno tipo Il y V)
(Riley et al. 1994 ). EIl colageno tipo V se intercala con las fibrillas de colageno

tipo I, regulando el crecimiento de estas fibras. El tipo Il forma fibrillas més
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péquelas y menos organizadas, dandole menos resistencia mecanica, por lo
gue es importante el equilibrio de ésta con el resto de fibrillas. En la histologia

del tenddn, se encuentra ademas, la fibrilla tipo II, VI, IX, X y XI.

La matriz extracelular del tend6n esta formada por componentes como
las fibras elasticas, que otorgan flexibilidad y elasticidad, permitiendo a los
tendones que sean deformables y después vuelvan a su forma de reposo sin

necesidad de aporte energético.

El hialurano, la fibromodulina, el tenomodulina y otros componentes
minoritarios, también forman parte de la sustancia basica del tendon. El
agrecano retiene agua en el fibrocartilago, dandole resistencia a la compresion.
La decorina facilita el desplazamiento de las fibras durante la deformacién
mecanica ademas de participar en el ensamblaje de las fibras de colageno
junto a la fibromodulina y otras proteinas. La fibronectina participa en la
interaccion de las células con la matriz extracelular (Berenson et al.,1996; Riley
et al. 1996). El porcentaje de proteoglicanos y glicoproteinas, depende de la

naturaleza del tendén y de la exposicion a la fuerza que se ejerce sobre él.

Los tendones, son tejidos muy acelulares, y el 90-95% del contenido
celular, se conforma de células especificas descritas como fibroblastos o
tenocitos. Tienen morfologia aplanada con prolongaciones delgadas debido a

gue se encuentran comprimidas entre las fibras de colageno. El 5% restante
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esta compuesto por células sinoviales de los tejidos conectivos, células
condroides del fibrocartilago y las células endoteliales de los vasos
sanguineos. Los tenocitos tienen la capacidad de producir todos los
componentes de la matriz extracelular, y se ha visto que aumenta su actividad

metabolica y de sintesis de coldgeno en respuesta a estimulos mecénicos.

La baja densidad celular del tendo6n, junto a sus requerimientos de
oxigeno y nutrientes, determinan su limitada vascularizacion. Esto produce,
gue tras un traumatismo en los tendones, cicatricen con gran lentitud. Los
pequefios vasos y nervios del tenddn se encuentran contenidos en el endo-
tendon. Existen receptores propioceptivos que responden frente a las
variaciones del tenddn que ejercen los musculos sobre los tendones, y que se
llaman 6rganos, corpusculos o husos neurotendinosos o tendinosos de Golgi.
Son estructuras cilindricas encapsuladas que se encuentran ubicados en la
vecindad de la unién miotendinosa. Se encargan de captar la informacion
relativa a la diferencia de tensiéon transmitiéndola hacia el sistema nervioso
central, donde es procesada para la coordinacion de intensidad inhibidora a la
neurona motora a del mismo musculo, lo que tiene como resultado la relajacion
del tenddn del musculo en contraccién. Estos corplsculos estan formados por
un pequefo fasciculo de fibras de colageno del tenddn encerradas en una
capsula, y que se continda con las células perineurales que recubren a las

fibras nerviosas aferentes; el nervio sensitivo mielinico atraviesa la capsula
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perdiendo la mielina dispuestas entre las fibras de coldgeno. Cuando los
musculos se contraen, los haces de colageno se juntan comprimiendo las

terminaciones nerviosas.

e Histologia de la union miotendinosa

Se trata de una de una zona especializada de la fibra muscular que
requiere de una estabilidad estructural extrema, lo que determina sus
caracteristicas microscopicas. Mediante microscopia Optica es imposible
apreciar los rasgos estructurales de dicha zona. Sin embargo, si es posible
hacerlo con la miscroscopia electronica. Ultraestructuralmente, el extremo de la
fibora muscular muestra evaginaciones e invaginaciones digitiformes de la
membrana plasmatica sobre las que se adapta la lamina basal configurando un
aspecto en “dientes de sierra”. En la cara interna de la membrana plasmatica
de la fibra muscular, se pueden observar las placas de adhesion en las que se
insertan los filamentos de actina de la primera sarcomera de las miofibrillas. El
sarcoplasma de las fibras musculares de esta zona, contienen numerosos
ribosomas y liposomas. En esta zona de unién es normal ver variabilidad en el
tamafio de las fibras musculares y rasgos histologicos diferentes, y por esta
razon, y para no dar lugar a la confusion, las biopsias musculares han de

tomarse en la zona ventral del mdsculo y no en la zona de unién miotendinosa.
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e Histologia de la unién osteotendionosa

Las uniones osteotendinosas y osteoligamentosas, son conocidos como
entesis. Las fibras de coldgeno del tenddn se irradian hacia el interior de
hueso, fundiéndose por un lado con las fibras de colageno al periostio y, por
otro, mediante fibras de colageno denominadas fibras de Sharpey, que se
introducen en la corteza 6sea. En este territorio se observa cartilago fibroso
gue se mineraliza y que le da potencialidad a las células condroprogenitoras y

osteoprogenitoras.

e Tendinopatias

La tendinopatia de Aquiles se trata de una patologia crénica
degenerativa que afecta al tenddn y que se manifiesta con dolor e incapacidad

funcional del pie y tobillo.

Los tendones enfermos sufren cambios notables, las fibras de colageno
se desorganizan separandose y desempaquetandose, pierden su orientacion
paralela, y se observa una disminucién tanto de la cantidad total de colageno
como del didmetro de sus fibras. En las zonas donde se aprecian las
microrroturas de las fibras, se agrupan eritrocitos, fibrina y fibronectina, y se
observa un aumento de colageno tipo lll, asociado con un mecanismo de

reparacion. También se aprecia mayor cantidad de concentraciones de
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proteoglicanos localizadas en la base mucosa del tendén. La forma de los
tenocitos cambia desapareciendo su forma de huso, y adquiriendo nucleos mas
activos, como consecuencia de un aumento de celularidad y del metabolismo
de estas células. Aumenta la vascularizacion en el tejido enfermo y aparece un
aumento en la expresion de metaloroteinasas y ciertas citoguinas
proinflamatorias, que concuerda con un incremento del metabolismo del tejido.
Ocasionalmente pueden aparecer en las tendinopatias calcificaciones,
fibrocartilago o metaplasias 6seas. En los tendones que sufren una rotura, se
aprecian cambios histolégicos similares sin observarse hipervascularizacion ni
hipercelularidad, ya que aparece un aumento de la apoptosis y necrosis (Xu et

al., 2008; Jafari et al., 2015).

e Etiologia de las tendinopatias

Las causas de las tendinopatias aquileas pueden ser tanto extrinsecas
como intrinsecas, aunque su etologia mas frecuente es la multifactorial. El
factor extrinseco es mas comun que desarrolle tendinopatia por sobrecarga o
por un esfuerzo anormal repetido del tendén, agotando la capacidad de las
células de reparar los defectos estructurales y llegando a la rotura del tendén.
Por esta razén, la enfermedad tendinosa se asocia a los factores mecanicos

sobre el tenddn y a su capacidad regenerativa.
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Los factores intrinsecos son la edad afecta a la matriz extracelular,
observandose una disminucién progresiva de elasticidad y de la fuerza de
tension, debido al aumento de la cantidad y estabilidad del colageno tipo 1y a
la disminucion de la cantidad de proteoglicanos. Este hecho favorece la
predisposicion a sufrir microrroturas en relacion con la edad. Muchas lesiones
se han asociado a una perfusion vascular disminuida. Se ha observado que un
estatus angiogénico anormal puede provocar que un tenddén sufra una
patologia degenerativa, ya que una disminucién de la perfusion tisular dificulta
la capacidad de las células para responder ante una lesion. Las variantes
anatémicas y la laxitud articular, pueden someter a los tendones a cargas
anormales sobre ellas, provocando un desgaste en ciertas zonas de los
tendones que pueden degenerar en una tendinopatia. Asi mismo ocurre con
las personas obesas. Ademds, se ha asociado a diversas enfermedades
sistémicas, como la Diabetes Mellitus o enfermedades renales y endocrinas
cronicas, con defectos en la sintesis, el metabolismo y la estructura de la matriz
extracelular que comprometen las propiedades mecanicas de los tendones.
Las alteraciones en los niveles de hormonas sexuales, también pueden afectar
al metabolismo y, con ello, a la estructura y resistencia de los tendones (Bryant
AL, et al 2008). El uso de farmacos que actian a nivel sistémico como los
corticosteroides se ha asociado a debilidad en tendones, en especial en tendén

de Aquiles. También se ha valorado una asociacion entre la tendinopatia de
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Aquiles con el uso de anticonceptivos orales y fluorquinolonas, apoyando la

teoria de que producen efectos a nivel sistémico y circulatorio.

Los factores extrinsecos son la carga anormal y repetida del tendén es
el factor mads comudn para producir una tendinopatia. Se ha probado que el
deporte favorece la sintesis y la renovacion de las fibras pero hay un umbral en
el que deja de ser favorecedor. Este hecho suele estar producido por
movimientos repetitivos o por mala técnica del ejercicio, que producen
excesivas fuerzas sobre las fibras y se producen micro-roturas que pueden

degenerar en tendinopatias.

En general, la tendinopatia se considera una patologia multifactorial,
cuyo punto de partida son las interacciones entra las sobrecargas, los factores
intrinsecos y las condiciones mecanicas ambientales desfavorables. En base a
estos hechos, la patogénesis puede ser considerada como un proceso de tres

estadios consecutivos: la lesidn, la curacién fallida y la presentacion clinica.

Los procesos generales de reparacion y regeneracion en el tendon
normal pueden describirse como fases secuenciales que se superponen, y
cuya duracion depende de la severidad y la locacion de la lesion. Estas fases

son las siguientes:
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Fase inflamatoria aguda inicial. Cuando el tejido tendinoso sufre una
lesion, las células mueren por apoptosis 0 necrosis y la matriz resulta dafada
liberando moléculas intracelulares llamadas DAMPs (Patrones Moleculares de
Activacion de Peligro). Dependiendo de la naturaleza y el tamafio de la lesion,
las células mueren de forma agodnica y se produce la liberacibn de estas
moléculas celulares, dando lugar a un recambio tisular patolégico que no se da
en el tejido normal. Ademéas de DAMPs, se forma un hematoma que contiene
plaguetas activadas y leucocitos que liberan interleucinas y factores de
crecimiento. En la zona de tejido afecto, también se acumulan
polimorfonucleares y macréfagos. Estos ultimos pueden producir un doble
efecto, una funcibn mas inflamatoria y destructiva o una funciéon “pro-

regenerativa”, actuando en funcién de la necesidad del tejido receptor.

Fase de reconstruccion que se basa en la migracion y proliferacion
tisular, la angiogénesis, la sintesis de la matriz extracelular, y la remodelacién y

cicatrizacion del tejido dafiado.

Existen multitud de factores que pueden hacer que la curacién del
tendén sea ineficiente. Entre los factores locales se incluyen: el aporte
sanguineo deficiente, el hematoma formado tras la lesibn y su mala
reabsorcién, una viabilidad celular reducida, la atrofia del tejido, las infecciones

y el estrés mecéanico repetitivo. Sin embargo, los factores sisteméticos se
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refieren a la edad, la calidad de vida del paciente, la toma de medicamentos,
los antecedentes personales, que pueden afectar a los mecanismos de

curacion tisular.

Existen cinco mecanismos de la remodelacion tisular que se pueden ver
afectados en la renovaciéon del tejido tendinoso, produciendo asi, una

renovacion deficiente.

Un fallo en la resoluciéon de la inflamacién en los tejidos sanos,
proteinas y lipidos promueven la resolucion de la inflamacién, pero en
determinados tendones, la respuesta inflamatoria inicial puede mantenerse
produciendo una enfermedad cronica inflamatoria del tejido (Dakin et al. 2015;
Zhou et al. 2010). La detencién de la infiltracidn de leucocitos y la activacion de
macréfagos en su funcion proliferativa, promueve la reduccion de la
concentracion de las moléculas pro-inflamatorias y asi a la recuperaciéon de la

homeostasis tisular.

En los tendones dafiados con una capacidad regenerativa intacta, los
vasos sanguineos crecen hacia los estimulos angiogénicos provistos por las
células presentes en la lesion inflamada para proveerles de nutrientes y
oxigeno para poder soportar su metabolismo y regenerar la zona de lesién.

Cuando la inflamacién del tenddén es muy repetida y la capacidad regenerativa
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se agota, se produce una regresion de los vasos promovida por un equilibrio

entre factores pro y anti angiogénicos.

Los distintos tipos de tejidos adyacentes presentan una comunicacion
molecular entre ellos, mecanismo que se denomina reciprocidad dinamica.
Esta caracteristica hace que la tendinopatia tenga que ser abordada como una
enfermedad del 6rgano completo, incluyendo los tejidos circulantes al tendoén, y

cuya afectacion puede provocar fallos en el funcionamiento del tendon.

Las células madre progenitoras tienen un papel muy importante en la
reparacion tisular. Su activacion, migracion y proliferacion puede verse

comprometida por diversos factores como la edad.

La fibrosis, definida como un crecimiento desmedido del tejido por una
alteracion de la matriz extracelular, se ha vinculado con procesos inflamatorios
crénicos que producen una disposiciébn anormal de los componentes de la
arquitectura de la matriz y sus componentes. La fibrosis ocurre cuando la
cantidad de colageno de nueva sintesis excede la tasa de degradacion, por lo
gue el contenido total aumenta a lo largo del tiempo generandose una cicatriz

fibrética.
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3.3.

e Tratamientos.

Normalmente, los tratamientos clasicos como los analgésicos
antiinflamatorios y la fisioterapia no suele ser suficiente. Existen tratamientos
mas avanzados que tienen un impacto mayor en la estructura del tendon y
pueden aportar una curacion definitiva. Los tratamientos se pueden dividir en
dos categorias: quirdrgicos y no quirdrgicos. Dentro de los no quirdrgicos estan
los tratamientos clasicos o convencionales, que son el reposo relativo, el frio,
las ortesis, la fisioterapia (mediante estiramientos excéntricos, terapia de ondas
de choque extracorpoéreas), la terapia topica de gliceril trinitrato, las inyecciones
esclerosantes, la electrolisis percutanea, la tenotomia ecoguiada y las
infiltraciones de corticoides. Ademas de los tratamientos clasicos se
encuentran las nuevas terapias entre los que se encuentran el plasma rico en

plaguetas y la terapia celular.

El uso de plasmaricos en plagquetas y monocitos medulares

El Plasma Rico en Factores de Crecimiento (PRGF, Plasma Rich in
Growth Factors) o Plasma Rico en Plaquetas (PRP) es una técnica actual de
regeneracion celular que acelera el proceso de cura de las lesiones

musculares, tendinosas y articulares (Im MJ, et al., 2009).
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Los Factores de crecimiento o Plasma Rico en Proteinas son sustancias
proteicas solubles comprendidas en el interior de las plaguetas. Estas
sustancias estimulan a otras células que empiezan a crear una gran variedad
de procesos tales como, formacion de tejido nuevo, cicatrizacion, reparacion de

tejidos, curacién de huesos, piel, ligamentos, etc. (Walls CM, et al., 1995).

Estos factores se fusionan Unicamente a receptores de la superficie de
la célula donde deben actuar. Quimicamente son capaces de inducir, estimular
y fomentar su multiplicacion cuando existe lesion y reparar el tejido especifico
en cada ocasion. Las células madres adultas necesitan el estimulo de los
factores de crecimiento para producir sustancias y células especificas del tejido

gue deben crear.

El plasma rico se adquiere de la sangre del mismo paciente. Una vez
extraida la sangre, se separa el plasma rico en factores de crecimiento,
proteinas esenciales en proceso de reformar, reparar y regenerar tejidos. Los
factores de crecimiento se pueden encontrar tanto en el plasma sanguineo

como en las plaquetas (en los granulos Alfa) (Im MJ, et al., 2009).

Las plaquetas son las células sanguineas que tienen como funcion
detener el sangrado si se produce lesién vascular. También, son fuente natural

de factores de crecimiento y tienen la singularidad de liberar estas proteinas en
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el lugar exacto de la lesion, siendo capaz de regenerar tejidos y reestructurar la

matriz extracelular.

Esta singularidad plaquetaria de los factores de crecimiento hace
posible que una lesién se cure incluso en la mitad de tiempo, ya que el

tratamiento acelera el proceso de restauracion de los tejidos implicados.

Puede ir asociada a intervenciones quirargicas, favoreciendo la
cicatrizacion de tejidos, como en lesiones de tendones, ligamentos cruzados de

rodilla, suturas y lesiones degenerativas.

Igualmente podemos utilizar los factores de crecimiento de forma
aislada en el tratamiento de una patologia muscular, tendinitis crénica, lesiones

de ligamento o articulaciones.

En biologia molecular, el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(en inglés, PDGF, por platelet derived growth factor) es uno de los numerosos
factores de crecimiento, o proteinas que regulan el crecimiento celular y la
divisiébn celular. PDGF juega un rol significativo, en especial para la
angiogénesis, que implica el crecimiento de vasos sanguineos a partir de tejido
vascular existente (Walls CM, et al., 1995). La angiogénesis incontrolada es

caracteristica del cancer. Quimicamente el PDGF es una glicoproteina dimérica
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compuesta de dos cadenas A (-AA) o dos B (-BB) o una combinacion de las

dos (-AB).

Existen cinco isoformas diferentes de PDGF que activan la respuesta
celular a través de dos receptores (Im MJ, et al., 2009). Ligandos conocidos
incluyen A, B, Cy D y un heterodimero AB y receptores alfa (PDGFRA) y beta
(PDGFRB). El PDGF tiene unos pocos miembros en la familia, por ejemplo la
sub familia del Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, por vascular

endothelial growth factor).

El receptor para el PDGF (PDGFR) pertenece a la clase de receptores
con actividad tirosina quinasa intrinseca, dentro del grupo de receptores
transmembrana. Dos tipos de PDGFR han sido identificados: el tipo alfa y el

beta.

El PDGFR tipo alfa se une al PDGF-AA, PDGF-BB y PDGF-AB mientras
el PDGFR tipo beta se une con alta afinidad al PDGF-BB y PDGF-AB. El
PDGFR se une a sus ligandos mediante el bolsillo localizado dentro del
segundo y tercer dominio de inmunoglobulina. Tras la activacién por PDGF,
estos receptores se dimerizan, colocandose en posicion "on" por
autofosforilacién de algunos sitios de sus dominios citosolicos, los cuales sirven
para mediar la unién de cofactores y activacién subsiguiente de la trasmisiéon

de sefales, por ejemplo, a través de la via de la PI3K. El efecto cascada
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subsiguiente incluye la regulacion de la expresion genética y el ciclo celular

(Walls CM, et al., 1995).

El papel del PI3K ha sido investigado por algunos laboratorios. Los
datos acumulados sugieren que mientras esta molécula hace generalmente
parte del complejo de sefiales de crecimiento, esta juega un papel mas
profundo en el control de la migracion celular. Las diferentes isoformas tienen
afinidad variable por el receptor, y el receptor puede tener formas variables, ya
sean hetero u homodimeros. Esto permite la especificidad de las sefiales en
cascada. Se ha demostrado que el cis oncogén es derivado de la cadena B del
PDGF. El PDGF-BB es la proteina de unién con mayor afinidad para el
PDGFR-beta. Este es un marcador de la activacion de las células hepaticas

estrelladas en el proceso de fibrogénesis.

El PDGF desempefia un rol en el desarrollo embriogénico, proliferacién
celular, migracion celular y angiogénesis. El PDGF también se ha asociado a
algunas enfermedades tales como arterioesclerosis, fibrosis y enfermedades

malignas.

Adicionalmente el PDGF es un elemento requerido en la division celular
de los fibroblastos, una clase de célula del tejido conjuntivo (Im MJ, et al.,

2009).
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Esencialmente, el PDGF permite a las células saltar a la fase G1 del

ciclo celular con el fin de dividirse.

También se sabe que PDGF mantiene la proliferacion de las células

progenitoras de oligodendrocitos.

Como uno de los muchos factores de crecimiento que han sido
asociados a enfermedad, el PDGF ha proporcionado un marcador proteico de
antagonistas de receptores para el tratamiento de enfermedades. Tales
antagonistas usualmente incluyen anticuerpos especificos que apuntan a

moléculas de interés, los cuales solo actian como agentes.

3.3.1. Procedimientos.

El procedimiento es sencillo y minimamente invasivo, por lo que se
realiza de forma ambulatoria. Después de extraer una pequefia dosis de
sangre al paciente, similar a una analitica comun (de 2 a 8 mililitros), se
realiza un procedimiento especifico a la sangre (Ishiguro N, et al., 2010) .
Esta sangre se somete a un proceso de centrifugado que permite obtener

el plasma rico en Factores de Crecimiento.

Seguidamente se separa la parte mas rica en factores de

crecimiento y se descarta el resto, afiadiendo cloruro célcico para liberar los
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factores de crecimiento plagquetarios y se inyecta directamente en la zona

lesionada por via articular o muscular.

El tratamiento completo normalmente consiste en tres infiltraciones
con un intervalo de descanso de una o dos semanas entre ellas. Una vez
realizada la infiltracibn del plasma rico en factores de crecimiento el
paciente tendrd que guardar reposo de 24 a 48 horas de actividad deportiva
o esfuerzos intensos, pero después ya podra hacer vida normal. Siempre
siendo dictaminado por el médico que lleve el tratamiento, ya que
dependera de la lesion que se quiera tratar. Aconsejan poner hielo en la
zona tratada después de la intervencion, de 3 a 5 veces al dia (Walls CM,

et al., 1995).

3.3.2. Usos de Factores de crecimiento.

Existen diferentes usos y aplicaciones para los factores de

crecimiento. Son los siguientes:

- Consolidacién de fracturas

Injertos Gseos

Aceleracion de cicatrizacion

- Pseudoartrosis

67



68

Revision bibliografica

- Artrosis

- Lesiones tendinosas, musculares

- Rejuvenecimiento facial con factores de crecimiento
- Factores de crecimiento en rodilla, cadera, etc.

- Lesiones del cartilago

Su uso en traumatologia, rehabilitacion, reumatologia y medicina
deportiva se basa en su capacidad para la reparacién y regeneracion de

“heridas” o dafios sobre hueso, tend6n, musculo o cartilago.

Las plaquetas, ademas de intervenir en la formacion del trombo,
intervienen en la reparacion de tejidos dafados pro inflamacion, por
degeneracion, por desgaste e, incluso también, por rotura (Walls CM, et al.,

1995).

En virtud de esta prioridad reparadora o “regeneradora” se aislan y
concentran de la propia sangre y se aplican en el tejido dafiado. Alli liberan
grandes cantidades de factores de crecimiento que son los verdaderos
artifices de la reparacién y regeneracion del tejido dafiado (Walls CM, et al.,

1995).
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e |[ndicaciones del PRP

En rehabilitacion el PRP se aplica a dos grandes grupos de
patologias: las tendinitis cronicas (codo de tenista, tendinitis aquilea, fascitis
plantar, etc.) y la artrosis de rodilla. En ambos casos, el PRP se debe
recomendar sélo a aquellos pacientes en los que han fracasado todas las
medidas terapéuticas tradicionales y solo les queda la cirugia como Unica

opcion.

El PRP es un tratamiento de notable actualidad debido a sonados
éxitos en deportistas de renombre mundial. La literatura disponible sugiere
gue el PRP puede ser una alternativa mas eficaz que los anti-inflamatorios,
las infiltraciones de cortisona o, incluso, que las infiltraciones de acido
hialurénico. Sin embargo, todavia no esta suficientemente aclarado cuales
son sus indicaciones y cual es la manera mas efectiva de aplicarlo (Ishiguro

N, et al., 2010).

A pesar del elevado porcentaje de éxitos no todos los pacientes
responden. Es recomendable recurrir a especialistas con solidez cientifica y

experiencia en el uso del tratamiento.

El plasma rico en factores de plaquetas es una técnica de medicina

regenerativa que permite usar los factores de crecimiento presentes de
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forma natural en las plaquetas del paciente para estimular la regeneracion
de las estructuras de la piel (Walls CM, et al.,1995). Se trata de una técnica
segura debido a su naturaleza autologa: es decir, que las plaquetas y sus

factores de crecimiento provienen del propio paciente.

Empez6 a utilizarse en odontologia y en traumatologia por su
capacidad de regeneracion de tejidos. Recientemente se ha utilizado con
éxito y seguridad en medicina estética. Es uno de los principales

tratamientos de la Unidad de Dermatologia Regenerativa.

Se usa con distintas indicaciones: mejorar las cicatrices quirdrgicas
cuando son recientes, las cicatrices de acné (junto con otras técnicas, como
el laser fraccionado) y mejorar en general la calidad de la piel, ya que la
liberacion de estos factores de crecimiento plaquetarios en la dermis acelera
los mecanismos de reparaciéon y estimula la produccién de colageno, lo que
se traduce en una menor flaccidez, menos arrugas finas e hidratacion
profunda. Sus efectos no son inmediatos: empiezan a notarse unas

semanas después (Ishiguro, et al., 2010).

El desarrollo de los preparados plasmaticos ha generado grandes
expectativas en la reparacion 6sea y han alcanzado gran desarrollo
comercial de los kits de obtencion del Plasma Rico en Plaguetas (PRP),

también conocido como concentrado rico en plaquetas (PRC), gel de
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plaquetas autélogo, y plasma rico en factores de crecimiento (PRF) y su
efecto sobre la regeneracion esquelética. La generacion de concentrados
plasméticos de plaquetas tiene como objetivo la liberacién de factores de
crecimiento sostenida en el tiempo de forma autdloga. Existe muy poca
evidencia clinica de sus efectos, y una gran variabilidad a la hora de
preparar los concentrados, con grandes diferencias en la cantidad de
plaguetas y factores de crecimiento que contienen, lo que no permite
protocolizar su uso clinico. No hay una relacion directa entre el nimero de
plaguetas del concentrado plaquetario obtenido y la concentracion final de
factores de crecimiento, por lo que PRP y el PRF no son exactamente el
mismo producto. Hay que insistir en la importancia de diferenciar entre las
funciones que desempefian los factores de crecimiento "per se", y las que
realiza el preparado plaquetario. En la literatura actual no se encuentra
ninguna evidencia cientifica que demuestre la supuesta aceleracion de la
curacién de las fracturas con la aplicaciéon del PRP/PRF. Los buenos
resultados de su aplicacién en lesiones musculares, tendinosas, 0 en su
empleo en cirugia artroscopica, son estudios clinicos preliminares que

deben ser mejor evaluados (Ishiguro N, et al., 2010).

Es necesario profundizar en el estudio de estos concentrados,
determinando y cuantificando los factores de crecimiento "in situ” tras su

aplicacion para poder valorar su verdadero efecto en la regeneracion de los
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distintos tejidos, incluido el 6seo, para valorar su verdadera utilidad clinica y

poder protocolizar su uso.

Para que las células diferenciadas mantengan las posiciones
adecuadas, las proporciones adecuadas, se reconozcan entre si y se
mantengan unidas formando un tejido deben existir sefales entre las
mismas. Este sistema de comunicacion intercelular esta constituido por
sustancias variadas entre las que se encuentran las citoquinas, las

interleuquinas y los factores de crecimiento (Walls CM, et al., 1995).

Los factores de crecimiento participan en la formacion de hueso y
cartilago, en la reparacion de fracturas Oseas, tendones y ligamentos. Su
uso terapéutico ha causado gran interés y desarrollo dentro de la medicina

deportiva y la enfermedad por accidentes laborales.

A lo largo de estos dltimos afios la evidencia clinica ha acreditado la
eficacia de la terapia con factores de crecimiento asociada en la promocion
de respuestas reparativas en procedimientos de traumatologia, odontologia
y cirugia maxilofacial, cirugia plastica, estética y cirugia reparadora (Ishiguro
N, et al., 2010). El interés de estas sustancias es que favorecen el indice de
reparacion tisular tanto de tejidos blandos como de huesos, reducen el

indice de infeccidn, el dolor y las pérdidas hematicas.
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Los factores de crecimiento mas conocidos e importantes son:

— HC (hormona del crecimiento).

— FCI-1 (factor del crecimiento insulinoide).

— FCDP (factor de crecimiento derivado de las plaquetas).

— FCVE (factor de crecimiento vascular endotelial).

— FTC-beta (factor transformador del crecimiento-beta).

— FCF ay FCF b (factor fibroblastico acido y basico, ademas de

otros).

Quimicamente, los factores de crecimiento son péptidos o
fragmentos
las células del organismo y que se acumulan en mayor cantidad en
plaquetas, fibroblastos, glandulas salivares, osteoblastos, lagrimas vy
rinfones. Cuando aparece una lesién a nivel de epidermis, dermis, hueso o
cualquier otro tejido son activados y a medida que avanza la edad su
actuacion va disminuyendo (Walls CM, et al., 1995). La funcién de estas
sustancias es mediar en la emisién de una serie de sefales entre las que
destacan la migracion, la diferenciacion, la activacion y la mitosis celular.

Las células receptoras pueden estar préximas o no a las células emisoras.
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Entre este tipo de péptidos o proteinas se encuentran los factores de
crecimiento plaquetario (FCDP, platelet derived growth factor). Ante la
presencia de una herida, y transcurridos 10 minutos (tiempo necesario para
gue se haya producido el coagulo) las plaquetas liberan el 95% de los
factores de crecimiento presintetizados y almacenados en forma de granulos
A, esta liberacidon se extiende a lo largo de aproximadamente una hora. A
continuacion, como consecuencia del estimulo de la angiogénesis inducido
por las plaquetas aparecen los macréfagos que asumen la reparacion tisular

mediante la liberacion de sus propios factores.

El factor de crecimiento plaquetario tiene capacidad para actuar
sobre fibroblastos, células 6seas, o mioblastos y por ello esta cualificado

como un factor de amplia especificidad (Ishiguro N, et al., 2010).

Es una proteina de 30 Kilo Dalton de peso molecular. Se trata de un
dimero formado por dos cadenas de aminoacidos A y B con una similitud
entre ellas del 60%. La cadena A tiene 121 aminoacidos y la cadena B tiene
125. Y de la combinacién de estas cadenas surgen tres tipos de FCDP, el

AA, el ABy el BB.

Estas distintas versiones del FCDP tienen distinto efecto sobre
distintos tipos celulares. Pero lo primero que se comprobd es que tiene

efecto quimiotactico para monocitos y macréfagos. Su efectividad esta
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mediada por la interaccion con los receptores de las membranas que se

denominan alfa y beta.

Este factor tiene una gran influencia sobre los fibroblastos
estimulando su multiplicacién celular y su efecto quimiotactico o de llamada.
También estimula muy marcadamente la producciéon de fibras colagenas a
nivel de la sustancia extracelular. Y como hemos dicho antes tiene efecto de

llamada sobre monocitos y macrofagos (Walls CM, et al.,1995).
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4. Material y métodos

5.1.

Animales utilizados

Se utilizaron 16 cerdos “Minipig” de 2 meses de edad, en buen estado

de salud y sin historial de enfermedades previas (Fig. 8).

El procedimiento experimental se realizé en el Servicio de Animales de
Experimentacion de la Universidad de Cérdoba (SAEX), centro registrado como
establecimiento de cria, suministrador y usuario de animales de
experimentacion y otros fines cientificos. Todos los procedimientos fueron
aprobados por el Comité de Bioética de la Universidad de Cérdoba y se

realizaron cumpliendo en todo momento las directrices del Real Decreto
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53/2013 de 1 de febrero sobre protecciéon de los animales utilizados para
experimentacion y otros fines cientificos, asi como la Directiva 2010/63/UE del
Parlamento Europeo y del Consejo, de 22 de septiembre de 2010, relativa a la

proteccion de los animales utilizados para fines cientificos.

Los animales fueron alimentados una vez al dia durante los meses de

estudio (Nantaunic, Nantaporc PI®).

Figura 8. Modelo experimental: Minipig
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5.2. Protocolo y disefio experimental.

Los Minipig se distribuyeron al azar a uno de los cuatro grupos
experimentales: Grupo control (GC), (n=4), el grupo tratado con BPA (n=4)
oralmente con 1 mg/kg/dia (Sigma Aldrich®, St. Luis, EE.UU.) durante cuatro
meses, un tercer grupo BPA-retirada (n=4) a los que tras dos meses de
tratamiento se le retird el BPA durante otros dos meses hasta la biopsia. Y un
cuarto grupo tratados con plasma enriquecido de plaquetas (PRP) (n=4), a los
animales de este Ultimo grupo se les traté con BPA durante 2 meses, después

se le retir6 y comenzo el tratamiento con PRP (Tabla 2).

El tratamiento con RPR se realiz6 mediante la inyeccion en el tendén de
Aquiles mediante una aguja de biopsia percutanea (Fig. 9), una dosis semanal

de plaquetas, durante dos meses.

Al acabar los distintos periodos de exposicién, tratamiento y/o retirada
segun el grupo de estudio, se recogieron muestras mediante biopsia del tendon

de Aquiles, para su posterior estudio.
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5.3.

GRUPO BPA

2 1mg/kg/diaBPA durante 4 &

meses

GRUPO PRP

4 1 mg/Kg./dia BPA durante 2
meses y retirada 2 meses
tratado con PRP

Tabla 2. Distribucién de grupos y tratamientos

Toma de muestras

Para la toma de muestras de tejido se utilizaron aguja de biopsias
desechable, Agoram® de 20 mm diametro y 200 mm de larga con punta

Franseen indicada para biopsias micro-histolégicas con un nivel minimo de
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impasividad. Se obtiene una biopsia citolégica por medio de aspiracion
conectando una jeringa a la canula de la aguja es graduada para alcanzar el

maximo nivel de precision.

P

Figura 9. Aguja de biopsiaAgoram®

5.4. Preparacion de PRP

Se tomaron dos ml de sangre de la vena yugular usando tubos de PRP
kit, que contenian 0,3 ml de anticoagulante y separador. Después de transferir
el contenido del tubo a otro tubo que contenia sustancias que inhiben la

activacion de las plaquetas y centrifugacion del tubo a 1700 rpm durante 12
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minutos, su componente superior, que contenia plaquetas y plasma, fue
transferido a otro tubo que contenia sustancias conservantes. Después de
esto, el tubo se centrifugd a 3500 rpm durante 7 min. Finalmente, la porcion
superior del contenido del tubo se descart6 y, después de un tiempo de 30

minutos, la porcion restante se inyect6 en el animal.

e Método de obtencién de PRP:

La obtencion de los factores de crecimiento plaquetarios en forma de
gel ( conocido como plasma rico en plaquetas ) , se realizé segun el protocolo

el siguiente protocolo:

e Se procede a la extraccion de sangre, previa a la anestesia. Se extraen
10 ml de sangre de la vena auricular marginal posterior de cada uno de

los animales.

e La sangre se deposita en unos tubos de 4,5 ml con citrato trisédico al
3,8% como anticoagulante. Se centrifugan los tubos a 1.500 rpm
durante 7 minutos en la centrifuga, lo que permite definir en los tubos de

extraccion:

¢ Una zona en la base del tubo de color rojo oscuro y que corresponde a

concentrado de hematies.
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Un sobrenadante de color muy claro, que corresponde al plasma , y que

se puede dividir a su vez en tres fracciones.

El tercio superior se denomina plasma pobre en factores de crecimiento

(PRP) y ocupa alrededor de 0,5 ml.

En el tercio inmediatamente inferior al anterior, se encuentra el plasma
con una concentracion media de factores de crecimiento y ocupa

también alrededor de 0,5 ml.

El tercio por debajo del anterior e inmediatamente por encima del
concentrado de hematies se conoce como plasma rico en factores de

crecimiento (PRP), con un volumen aproximado de 0,5 ml.

Procedemos a separar cada fracciébn con unas micropipetas de 0,5 ml y
las depositamos en unos tubos de cristal estériles previamente

etiquetados.

En este estudio se trabaja exclusivamente con la fraccion denominada
PRP. Posteriormente se procede a la activacion del PRP, mediante
Cl2Ca al 30% para revertir la cascada de coagulacién , y se afiade en

una proporcion de 0,05 ml de CI2Ca poe xS 1 ml de PRP.

De este modo transcurridos entre 7 y 10 minutos, obtenemos un
coagulo estable, que se comporta como un vehiculo natural de los

factores de crecimiento.
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Leucocitos

* [ Hematies

f

5.5. Estudio histopatol6gico estructural y ultraestructural.

4.5.1. Microscopio 6ptico

Una vez extraidas las muestras se dispusieron perpendicularmente
sobre el portabloques a los que se le afiadioé previamente una gota de OCT-
Compound. Posteriormente se recubrié toda la muestra con mas cantidad
de este producto para proceder a su congelacién. Esta se realiz6 en el

interior de un vaso de precipitado de vidrio con 100 ml de 2-metilbutano,
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que habia sido previamente enfriado sobre nitrégeno liquido (-190° C),
almacenado en un termo. Para ello introdujimos lentamente el vaso de
precipitado en un termo, y lo mantuvimos hasta que el 2-metilbutano
alcanzé la temperatura 6ptima de -160° C, lo que se advierte al congelarse
y quedar adherido a las paredes y fondo del vaso formando una fina capa
de color blanco. Este es el momento adecuado para sumergir los
portabloques en el 2-metilbutano durante 10-15 segundos. La muestra
sufre asi una congelacion inmediata y minimamente traumatica, idonea
para el mantenimiento integro de las estructuras histolégicas e

inmunohistoquimica.(Fig. 10)

Las muestras congeladas se protegieron con papel de aluminio,
previamente refrigerado, y fueron almacenadas a -40° C en recipiente de
plastico, en un arcén congelado a esta temperatura, hasta el momento de

proceder al corte de las mismas.

A continuacion se procedio a realizar los cortes de las muestras.
Estos cortes de 10 um de grosor se realizaron en un criostato Leica CM
1850 a -20° C siendo recogidos sobre portaobjetos limpios y secos
mediante contacto de éstos sobre la cuchilla del criostato. Los primeros
cortes nos sirvieron para comprobar que la congelacién haya sido correcta

y verificar la disposicion transversal de las fibras mediante una tincion
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4.5.2.

rapida de hematoxilina-eosina y tricrémico de Masson. La tincion tricrémica
de Masson colorea el coldgeno en azul, proporcionando un excelente

contraste de color que lo diferencia de otras estructuras.

Seguidamente, y por el procedimiento descrito anteriormente, se
obtuvieron un total de 40 cortes seriados por muestra disponiéndolos de
dos en dos en cada portaobjeto. Los cortes se almacenaron en cajas
previamente refrigeradas a —40° C para ser posteriormente sometidas a las

técnicas inmunohistoquimicas.

Microscopio electrénico de transmisién (MET)

Muestras de varios milimetros de tendén fueron tomadas para su
estudio ultraestructural. Dichas muestras fueron fijadas en gltaladehido al
2% en solucién 0,1 M de buffer fosfato (ph 7,4) a 4° C durante 12 horas y
posteriormente se refijaron en tetroxido de osmio en soluciéon 0,1 M de
buffer fosfato (ph 7,4) durante 30 minutos, segun el proceder de Sabattini y
colaboradores (1964). Después se procedié a un lavado con solucion
buffer fosfato (ph 7,4) seguido de una deshidratacion en escala ascendente
de alcoholes finalizando con la inclusion de las piezas se incluyeron en

Araldita.
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Los cortes semifinos y ultrafinos se realizaron en un ultramicrotomo
LKB. Los cortes semifinos se tifieron con azul de toluidina, mientras que en
los cortes ultrafinos se realizo un doble contracte con acetato de uranilo y
citrato de plomo. Para su estudio ultraestructural los cortes fueron
observados y electronografiados en un microscopio electronico de
transmision JEM 1400, del Servicio de Microscopia Electronica de la

Universidad de Cérdoba (Fig. 11).
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Figura 10. Preparacion de las muestras para su observacion en el
microscopio electrénico de transmisién: A) Fijacion de las
muestras en tetréxido de osmio — solucién 0.1 M de tampén fosfato
(pH 7.4) — durante 30 min. B) Deshidratacién en escala ascendente
de alcoholes. C) Inclusion en araldita. D) Realizacibn de cortes
semifinos y ultrafinos en un ultramicrotomo LKB.
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Figura 11. MET empleado para el estudio y fotografia de los
cortes.

MET JEOL JEM — 1400. Del Area de Microscopia del Servicio
Central de Apoyo a la Investigacién (SCAI) de la Universidad de

Coérdoba.
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5.6. Inmunohistoquimica.

Para la deteccion de cadenas de colageno tipo | y Il del tendén
emplearon los anticuerpos monoclonales anticolageno | (Sigma M 8421) y

anti-colageno 11l (Sigma M4276). Y se emplearon los siguientes protocolos:

Protocolo de la técnica inmunocitoquimica en parafina de colageno tipo I:

Método Inmunohistoquimico Indirecto (protocolo estandar de 1 a 4):

1.

92

Fijacion del tejido o las células con paraformaldehido (PFA) 4% durante unas

horas.

Crioproteccién del tejido en sacarosa al 30% en tampédn fosfato (PB) 0,1M a 42C

toda la noche (este paso solo se realizara en el caso de secciones de criostato).

Secciones de 10 a 25 mm de grosor.

Inmunoreaccion: Para eliminar la actividad de las peroxidasas endégenas, el

tejido se preincuba en una solucién de 0,3% H202 in metanol durante 20 min (este

paso no es necesario en el caso de técnicas de inmunofluorescencia).

a) Lavar 2x10 min en tampoén fosfato salino (PBS) 0,1M a pH 7,4 conteniendo
0,25% Tritén (PBST).

b) Preincubar durante 30 min con PBST conteniendo 1% de suero de albumina
bovina (BSA) a fin de reducir el marcaje inespecifico.

¢) Incubar durante una noche a 4°C con el anticuerpo primario de suero
anticolageno | (los anticuerpos se diluyen en la solucion PBST-BSA).

d) Lavar las secciones con PBST 2x10min.
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f)
9)

h)

)

Incubar las secciones durante lhora en el anticuerpo secundario (biotinilado,
unido a peroxidasa) a temperatura ambiente.

Lavar 2x10 min con PBS.

Incubar las secciones en el complejo ABC durante 1 hora a temperatura
ambiente.

Lavar 1x10 min en PBST.

Lavar 1x10min con tampoén Tris-HCI 0,1M pH. 7,2.

Incubar las secciones en una solucibn de 3,3 -diaminobezidina
tetrahydrochloride (DAB) al 0,05% en tampdn Tris-HCI conteniendo 0,025% de
H202 durante 5 a 10 min.

5. Controles: -Omisién del anticuerpo en cada uno de los pasos. -Sustitucion del

anticuerpo primario por suero inmune. -Pre-incubacién del antigeno con el

anticuerpo primario diluido a la concentracién a la que se usa en la reaccion.

Todos los experimentos control tienen que dar como resultado la eliminacion del

marcaje.

Protocolo de la técnica inmunocitoquimica en parafina de colageno tipo

Cortes en parafina:

Incubar cortes a 55° C durante 30 min.

Xyldl, 2 bafios de 2 min.

Deshidratacion galeria de alcoholes:100% , 95%, 80%, 75% y 50%, cada bafio
de dos min.

Bafio de agua corriente.

Incubar cortes en 1ug/ml Proteinase K/10mM Tris solucién, 15 min., RT. (7.5ul
of 20ug/ul PK in 150 ml 10mM Tris, pH 7.4-8.0).
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Lavado cortes: 1x PBS rinse, 2 tiempos de 10 min.

Positivar corte control: en DNase | solucion (100ul of 200pg/ml), 10 min., lavado
RT. 1x PBSWipe around tissue.

Marcar el control negativo con solucion control (conjugar con solucién FITC) y

solucion anticolageno lil:

A. Remover en dos tubos de 100 pl (solucién conjugada) para control

negativos (50pl).

B. Tratar con TdT los positivos

Tratar a los cortes con 100 pl reactivo anticolageno 1.
Incubar en cAmara himeda, 60 min., 37°C.

Lavar tres veces con 1x PBS.

Aplicar 100ul anti-FITC-AP.

Incubar en cdmara humeda, 30 min., 37°C.

Lavar tres veceslx PBS.

Tratar con buffer a100mM Tris, pH 8.2, 5 min.

Tefiir con Vector Blue o Vector Red):

Colorantes:

5ml 100 mM Tris, pH 8.2

Solucion acuosa del sustrato vector.

Incubar los cortes con RT. Vector Blue - 10 min.; Vector Red - 5-8 min.
Lavar con agua hasta que tome el color la reaccion.

Montaje con Clycergel (glicerol gelatina, Sigma GG-1).
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5.7.

5.8.

Estudio mofométrico.

Evaluacion cuantitativa de las fibras

Los porcentajes fibrilares obtuvimos tras el recuento de entre 500 y
1000 fibras de campos transversales y longitudinales elegidos al azar
(Latorre, 1990), incluias en fasciculos completos, empleando las
secuencias fotograficas que reconstruyen la seccion completa de los

diferentes fibras.

Los valores correspondientes a porcentajes se exportaron al
programa HARVARD GRAPHICS 2.0 para Windows con el fin de obtener

los diferentes diagramas de sectores.

Los estudios realizados al microscopio electrénico, han sido
fundamentalmente descriptivo por lo que no se le ha realizado ningun

estudio estadistico.

Microfotografiado.

Se realizé con la mayor celeridad posible ya que la intensidad y
calidad de las reacciones enzimaticas e inmunohistoquimicas disminuyen

con el tiempo. Utilizamos un microscopio Leitz Dialux 20 con equipo
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fotografico automaético incorporado. Las preparaciones fueron fotografiadas

a 4x, 10x, 20x, 40x, utilizando peliculas en color y blanco y negro.

Las fotografias a 4x y 10x fueron empleadas para realizar una
reconstruccion lo mas completa posible de las secciones fibrilares
obtenidas. Las fotografias a mayores aumentos nos permiten obtener
imagenes de un mismo campo histolégico sometido a las distintas técnicas,
con el fin de analizar el comportamiento de un mismo grupo de fibras y

proceder a su identificacion y catalogacion.

Estimacion de la densidad numérica.

Se estimo6 la densidad numérica de las fibras de colageno tipo |y
tipo 1, en un corte transversal y longitudinal, en un plano superponiendo un
sistema de test constituido por cuatro areas de contaje sobre las imagenes

microscoépicas (Fig. 12).

De este modo el niumero de perfiles fibrilares por unidad de area fue

calculado de acuerdo con la formula siguiente (Gundersen et al. 1988):

est QA(fiblitis) = =Qfibl) / (ZP(tis) - a/p)
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Donde QA(nucl/tis) es la densidad numérica de las fibras por unidad
de area del tejido, ZQ(fib) es el numero total de perfiles fibrilares contados
dentro de las areas de contaje; ZP(tis) es el numero de puntos que cayeron
en el tejido; a/p es el area asociada con un punto del sistema test (en

nuestro estudio, a/p = 125 ym2).
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Figura 12 .Imagen con escalas de sistema test, superpuestas
sobre cortes histolégicos.

5.9. Analisis estadistico.

Los resultados obtenidos se analizaron utilizando el programa
estadistico Statgraphic (Centurion XVI®), a través de diferentes pruebas
estadisticas y graficas. Para ver si existian diferencias significativas entre
las medias se usé la prueba- F en la tabla ANOVA. Las Pruebas de

Multiples Rangos se utilizaron para comprobar si las medias son
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significativamente diferentes unas de otras, usando el método de LSD de
Fisher para discriminar entre las medias. Los resultados se expresan como

media £ desviacion tipica y un valor de p<0,05 fue considerado significativo.
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5. Resultados

Durante nuestro estudio se evaluaron en todos los grupos los tres

componentes esenciales: las células, las fibras de colageno y la vascularizacion.

5.1. Grupo control.

Los estudios que hemos realizado en este grupo de investigacion,
los tres componentes esenciales, las células, las fibras de colageno y la

vascularizacion, estan aparentemente normales.

Las células o tenocitos, son las responsables de dirigir el

metabolismo del tejido tendinoso, y fundamentalmente el de las fibras de
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coldgeno. Estas células se disponen en hileras paralelas entre si,

dispuestas en el sentido longitudinal del tendon.

Microscopio 6ptico

Al M.O. son células muy alargadas, con nucleo localizado en su
centro del citoplasma. El borde celular es poco nitido, y el citoplasma es
muy alargado, escaso y con una clara basdfilia. En los estudios al M.E.,
hemos podido comprobar la estrecha relacion existente entre los tenocitos
y las fibras de colageno, las fibras presionan a las células, modificando su
morfologia, de tal manera que el citoplasma muestra unas expansiones
citoplasmaticas a modo de alas, por lo que los tenocitos también se les
conocen como células aladas. Tanto el nucleo como el citoplasma
muestran una morfologia de células fibrociticas en fase de reposo, por lo
gue los organoides citoplasméticos tienen escaso desarrollo y se evidencia

ribosomas que es el motivo de la basdfilia.

El colageno pertenece al tipo |, de ahi que de negativo la reaccion al
tipo 1l o cicatricial. Este componente se dispone en gruesos fasciculos
paralelos entre si y dispuestos siguiendo el eje longitudinal del mismo, para

soportar la fuerzas de tensién que se producen sobre él. Pero para soportar
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un minimo de traccion longitudinal, hemos podido comprobar con la tincién
del tricrémico, que los fasciculos coldgenos muestran un cierto grado de
ondulaciones, que seran las responsables de poder producir un pequefio

estiramiento y su posterior recuperacion. (Fig. 13).

Microscopio Electrénico

Al M.E. los fasciculos de fibras son homogéneos, y sobre todo que
la composicién intimas de las fibras de colageno son muy uniformes, con
las clasicas estrias transversales claras y oscuras, presentando un periodo

muy regular y uniforme.

El tendén al ser un tejido conectivo denso y modelado, se
caracteriza por tener poseer una escasa vascularizacion, que proviene de
un fino mesotenddn. Las arterias y venas tienen una minima expresion, y el
componente que MAas se aprecia son los capilares. Estos vasos muestran
una composicion de vaso maduro, donde la luz estd envuelta por las
células endoteliales, y lo que es mas importante, tienen bien desarrolladas
los pericitos o células de Rouget, con presencia de actina citoplasmética

(Figs. 14, 15).
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e Morfometria

Las medidas de las fibras de colageno del grupo control fueron

aparente normales para los distintos tipos (Tipo | y Ill) (Fig.16).
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Figura 13. Grupo Control. Micrascopio Optico. Barras
de escala 10 pm {A), (B).

A Detslle de tendon normal con los fasciculos de
coldgenc de las fibras nommales (CF) y tendoncitos
normales (T}. Tincion HEE.

B.Detalle de tondon normal, con finos fasciculos
ondulados wniformes {CF) v tendoncitos normales (T
Tincion Tricromico de Masson.
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Figura 14. Grupo  Control.  Observacionss
ultrasstructurales. Barras de escala 10 pm (A), (B).
A Detalle de tendon normal.

B.Detalle de capilar maduro ().
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Figura 13 Grupo  Control.
ultrasstructurales. Barras de escala 10 pm {(A) (B}
A.Tendon normal con tendoncitos {T) con prolongaciones
citoplasmaticas vy fibras de colageno (CF).

B.Tendon normal. Inserto de fibras de colageno con
esirizs organizadas.

Observacionss
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GRUPO CONTROL
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Figura 16. Grupo Control. Porcentaje de las fibras de colageno (Tipo
Iy IIl}, corte transversal y longitudinal, del grupo control (x5D).
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5.2. Grupo tratado con BPA.

Para conocer si se alteraron tras la exposicion al BPA tenemos que
tener en cuenta los tenocitos, las fibras de colageno y, de gran importancia,
su vascularizacién. Debido a que acontecieron procesos inflamatorios en el
tendon, se presentaron dos tipos de células por una parte los tenocitos y en
segundo lugar, participando en procesos inflamatorios y cicatriciales se

observaron células productoras de fibras denominadas fibroblastos.

e Microscopio 6ptico

Los tenocitos se dispusieron en hileras paralelas entre si, y entre
ellas se presentd una neovascularizacion que las separaban. Estas células
fueron alargadas, basofilas de nucleos alargados y bordes citoplasmatico

poco nitidos (Fig. 17).
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Microscopio electrénico

Al M.E. los tenocitos presentaron una morfologia de células
fibroblastica, con nucleo alargado con cromatina densa, y el citoplasma
tenia escasos organoides citoplasmaticos, como correspondian a células
fibroblasticas maduras. Aparecieron escasos ribosomas, reticulo rugoso y
complejo de Golgi. En las células inflamatorias destacd las células
fibroblasticas, que se encontraron en el seno del tenddn y proximo a los
lechos vasculares, tenian una morfologia irregular y lo que lo definié fue un
amplio reticulo rugoso de cisternas irregulares, dispuestas por toda la
superficie celular, por lo que las fibras neoformadas se podian liberar en
todos los sentidos. Se encontraron algunas células inflamatorias como
macroéfagos, linfocitos y glébulos rojos. De los aspectos que destacaron fue
un aumento de su vascularizacién, existiendo en el seno del tenddn
neovasos que fueron desde metaarteriolas, vénulas y sobre todo

abundantes capilares, que solian estar hiperémicas.

En relacion de las fibras de colageno, aparecieron alteraciones,
destacandose en primer lugar con la técnica inmunocitoquimica que estas
fibras eran del tipo lll, colageno cicatricial. Y por otro lado perdié en parte

su distribucion en fasciculos paralelos, siguiendo recorridos irregulares,
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perdiendo parcialmente su relacion de los tenocitos. De forma difusa o en
pequefios depésitos, las fibras de colageno, en su constitucion y al M.E.,
mostraron engrosamientos, manteniéndose sus estrias, que se

correspondian con microqueloides (Figs.18, 19)

Morfometria

Se produce un aumento de fibras de colageno tipo Ill, colageno

cicatricial (Fig.20).
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Figure 17. Grupo BPA. Microscopio Oplico. Barras de
escals 10 pm (A {B)L

ADetalle de tendon con fibras de colageno
desorganzadss (FC) v wvasos  sbundantes (W)
Tendoncitoblastos {TB). Tincicon H & E.

B Presencia d= tendoncitoblastos (TBf vy wasos
abundantes {V). Tincion tricromica de Masson.
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: d 4 h: f.‘r :ﬂl’

Figura 18. Grupo BPA. Mcroscopic Eletrénico. Barra
de escals 10 pm {B)

A Capilares neoformados con luces  shamente
dilatadas [V} v celulas endotelisles hinchadas {E).
B.Capilares necformados con luces muy dilstadas (V).

113



Resultados

Figura 19. Grupo BPA. Microscopio Eletronico. Barra
de escala 10 pm {A). (B}

A.Desorganizacion de los fasculos de colageno tipo 1
de las fibras {CF) v tendoncitoblasto {TB)

B.Detalle de fibras de colageno (CF), en el que se
obsarva engrosamisnto por microgusloides (MO}
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GRUPO TRATADO BPA

GriTIT GriTiL Gr1TINT Gr1THIL

Figura 20. Grupo tratado con BPA Porcentaje de las fibras de
colageno (Tipo | y Ill), corte fransversal y longitudinal, del grupo
tratado con BPA (£5D).
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5.3.

Grupo tratado con BPA y posterior retirada

En relacion a las células se identificaron por una parte los tenocitos,
y por otra los fibroblastos. Los tenocitos mantuvieron su morfologia de
célula fibroblastica madura, alargada con nucleos alargados y densos, y
escaso citoplasma basdfilo y de escasos organoides citoplasmaticos. Se
mantuvo una célula fibroblastica que correspondia a fibroblastos, de
morfologia irregular, destacandose un reticulo rugoso, muy desarrollado, y
de luces dilatadas con un contenido homogéneo y claro. La eliminacién de
las fibras se realizd por toda la superficie celular. Se mantuvo una clara
vascularizacion, sobre todo capilares, aunque menor que en el grupo

anterior, y en bridas fibrosas aparecieron vasos de mayor calibre.

En relacion a las fibras de colageno, se caracterizaron porque la
mayoria de ellas eran del tipo Ill, colageno cicatricial, que coexistian con las
fibras de colageno tipo I, y al M.O. se aprecié una distribucién muy irregular

guardando una escasa relacion con los tenocitos (Fig. 21)

Al M.E. la mayoria de las fibras tendinosas eran irregulares, e
incluso aparecieron hipertréficas con las estrias muy marcadas (Figs. 22,

23).
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Morfometria

En relacién a las fibras de coldgeno, se caracteriza porque la
mayoria de ellas eran del tipo I, colageno cicatricial, que coexistian con las

fibras de colageno tipo | (Fig. 24).
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Figura 21. Grups retirad 3-BPA. Microscoma OpBon.
Sarrade ascala 10 um (&), (5.

A Prasancia de fbrosks de kos fasdculos da calagana
de 13 Mra (FC), iendondiobiasto (TH) v agunas mitosls
(M. TNENMH & E.

8.0atale de f3scicuios de caldgend (FC) anduladas y
w353 (V). Tinchin Fhordméca de M assan.
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retirad 3-BPA.  Microscopia

Betranico. Bama da sscala -+ 10 pm A}, (8).

Flgura 22 Grupo

H.Caiares venss (C). con céulas endolelies

hinchadasy adamas (Sd).

ACaliarss Mwenes (V), con céliss endoilZes

ninchadas (E).
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Figura 23 Grups retirada-BPA. Microscapia Oplica
Hara de escala 10 pm {A], (5.

& Presands de abundamies [3sciclios de calagena Bpa |
(FCI} con fiwas desarganizadas y landoncilobiasios
{FB).

BOstale de diras con endocioblasios (TH §

topacalagana {TC).
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Figura 24. Grupo retirada BPA_ Porcentaje de las fibras de colageno
{Tipo | y Ill), corte transversal y longitudinal, del grupo retirada BPA

(+SD).
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5.4. Grupo tratado con PRP

Considerando que las células son el componente esencial, sobre el que
actuaran los factores de crecimiento, y su activacion es la responsable de la
recuperacion tendinosa, hay que indicar que las células estudiadas se encuadraron en
dos tipos, en primer lugar tenocitos, y en segundo lugar los tenocitos muy activados a
modo de células fibroblasticas que se denominaron tenocitoblastos, al ser las

responsables de la formacion de fibras de coldgeno (Fig. 25).

Los procesos inflamatorios y degenerativos practicamente desaparecieron, y
en su lugar los tenocitos se mostraron como células maduras, que se relacionaron con
las fibras y se dispusieron en hileras paralelas unas a otra, de morfologia alargada y
ndcleos densos y con organoides citoplasmaticos evidentes. Sin embargo, las células
que resultaron de interés fueron los tenocitoblastos, que ocupaban el lugar de los
fibroblastos, que no so6lo eran las responsables de formar las fibras sino también su
orientacion posterior en el seno del tendén. Las fibras que formaban estas células
pertenecian a colageno tipo | y no formaban el de tipo Ill, que es que se correspondia
a los procesos cicatriciales. Los tenocitoblastos se mostraron como células alargadas,

grandes y muy basdbfilas, al M.E. se observo gran cantidad de organoides, complejo de
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Golgi, y sobre todo reticulo rugoso, cuyas luces no estaban dilatadas y mostraban un

revestimiento de ribosomas muy evidente.

En este grupo ha disminuido el lecho vascular, quedando practicamente sélo
capilares correctamente formados y maduros con revestimiento de pericitos, y con
escaso tejido fibrilar asociado. Las fibras de colageno dieron negativo la reaccion al
coladgeno tipo lll, y al formarse mostraron la trayectoria longitudinal, que le marcé los
tenocitoblastos. Junto a su orientacion longitudinal se aprecié la suave ondulacion
clasica en estos componentes. Finalmente, al M.E. las fibras son homogéneas con
estrias uniformes, sin mostrar en ningln momento engrosamientos o estructuras

atipicas (Figs. 26, 27).

Morfometria

Las fibras de colageno tipo | aumentan, y no se forman fibras de tipo I, que es

que se corresponde a los procesos cicatriciales (Fig. 28).
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Figura 25. Grupo fmtado con PRP. Microscopo Optico
.Bamas de escala 10 pm {A], (B
A Presencia de fasciculos de colageno de la fora (FC),

capilares (V) y tendocneitoblasto (TB). Tincion H& E
B Fibras de colageno (FC) y tndoncitoblasios (TB).
Tincion tricromica de Masson.
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Figura 2&. Grupoc tmtado con PRP. Miocroscopio
Eletronico. Barra de escala 10 pm (B).

A Capilares (C) organizsdos con endotelio (E) v pencios
(F}.

B Capilares (C)organizedos con endotelio (E).
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Figura 27. Grupo fmfado con PRP. Microscopio
Eletronico. Barras de escals 10 pm (&), (B

A Presencia de fibroblstos con un reticub alamente
activo (TB) vy fibras de colageno onganizadas [FC).
B.Detalle de fbras meduras {FC), con estrias muy
definidas.
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Figura 28. Grupo tratado con PRP. Porcentaje de las fibras de
colageno (Tipo | y lll), corte transversal y longitudinal, del grupo

tratado con PRP (z5D).
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6. Discusion

Entre las sustancias disruptoras endocrinas podemos destacar el BPA, que es
un pequefio mondmero estrogénico, que fue desarrollado como estroégeno sintético en
1890 y cuyo primer efecto descrito fue tener una eficacia similar a la estrona en la
estimulacion del sistema reproductor femenino de la rata en 1930 (Doods, 1936),
posteriormente fue polimerizado para producir policarbonato plastico y epoxi resinas.
El BPA también se utiliza para recubrir latas de conserva, como aditivo en otros tipos
de plastico como el PVC, en el material médico, los juguetes, las tuberias, en las
botellas de agua mineral, en los biberones o en el material dental entre otros usos

(Vandenberg et al., 2007; Mileva et al., 2014).
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La produccién anual total asciende a mas de 5.16 millones de toneladas
(Chemical Weekly, 2009), siendo uno de los productos quimicos con mayor volumen
comercial producido. ElI BPA tiene la eficacia del estradiol en algunos tejidos y se ha
demostrado recientemente, que es capaz de unirse a receptores estrogénicos o de
disminuir los niveles de estrdgenos, actuando como un antiestrogénico (Vinas et al.,
2012), de antagonizar la accién de la hormona tiroidea (Moriyama et al., 2002) o
antagonizar una accion androgénica (Lee et al., 2003) entre otros efectos en el

sistema nervioso, pancreas endocrino o sistema inmune (Rochester, 2013).

Existen distintas vias de exposicion en humanos, como son la dieta, la via
inhalatoria o la dérmica entre otras (Vandenberg et al., 2012), es por tanto que la
presencia de BPA en productos de consumo ha generado preocupacion por sus
efectos potencialmente adversos sobre la salud reproductiva, y por sus efectos
biolégicos en niveles de exposicion ambientalmente relevantes, lo que podria implicar

importantes consecuencias para la salud publica (EFSA 2015).

Hasta hace unos afios, se ha considerado al BPA como un estrégeno débil
medioambiental, debido a que en algunos ensayos, el BPA resulté de 10.000 a
100.000 veces menos potente que el estradiol (Welshons et al., 2003), utilizandose
como afirmacién comin entre los diversos autores que el BPA tiene una actividad
estrogénica débil en sistemas in vivo e in vitro (Snyder et al., 2002). Sin embargo,

estudios sobre mecanismos moleculares han revelado una variedad de rutas a través

132



Discusion

de las cuales el BPA puede estimular una respuesta celular a muy bajas dosis
(Welshons et al., 2006). Los efectos de dosis bajas de disruptores endocrinos como el
BPA estdn mediados por las vias de sefalizacién endocrina que han evolucionado
para actuar como potentes amplificadores, teniendo como resultado la aparicion de

cambios importantes en la funcion celular (Welshons et al., 2003).

La accion del BPA como disruptor neuroendocrino ha sido ampliamente
estudiada (Molina et al., 2013; Jedeon et al., 2016; Lora et al., 2016; Rhaman et al.,
2016; Barasona et al., 2017), debido a su importancia como contaminante

medioambiental y alimentario.

En estudios previos de nuestro grupo de investigacion, hemos podido
comprobar como exposiciones a compuestos con actividad disruptora producen
procesos degenerativos a nivel gonadal (Blanco et al., 2007; Blanco et al., 2009;
Patrignani et al., 2014), y en concreto como el BPA produce importantes efectos a
nivel ovarico y testicular que podrian interferir en la fertilidad (Molina et al., 2013; Lora
et al., 2016), ademas de modificaciones en otros sistemas como el

musculoesquelético (Giménez et al., 2016).

La accién estrogenizante del BPA produce un aumento en la produccion
enddgena de 17-B-estradiol y de otras hormonas, que se sintetizan naturalmente en el
organismo, pero al ser expuestas al disruptor, su produccion aumenta (YANG et al.,

2014). Este hecho podria indicarnos que los efectos generados en el tejido
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musculoesquelético podrian ser producidos como secundarios a la accion de la BPA,
ya que estas hormonas enddgenas podrian actuar de forma anabolizante (HUANG et

al., 2000).

En el presente trabajo de investigacion, pretendemos analizar las lesiones que
se producen en el tendon de Aquiles de cerdos tratados con disruptores, como es el

BPA.

Como planteamiento general, en este capitulo de discusion de nuestras
investigaciones, queremos significar que nuestro trabajo ha consistido en conocer las
alteraciones que sufren los tendones mediante parametros microscopicos tanto
normales como modificados, con el uso del BPA. Para nosotros el motivo fundamental
que nos ha llevado a realizar este trabajo es conocer los fendmenos intimos que
acontecen sobre las fibras tendinosas para facilitar la comprensién de los resultados

que posteriormente se pueden obtener del estudio de las uniones musculo tendinosas.

Desarrollaremos el anadlisis de los hallazgos siguiendo el mismo orden
establecido en los resultados; en primer lugar realizaremos un estudio de todas las
modificaciones manifestadas en los tendones de cerdos tratados con BPA, en
segundo lugar analizaremos las lesiones morfoldgicas que presentan en dichos
tendones, y finalmente realizaremos un estudio comparativo del cuadro lesional en los

animales de los tres grupos de experimentacion.

134



Discusion

En nuestro estudio hemos observado en el grupo control, hemos podido
comprobar, que los tenocito o células aladas, su citoplasma se encuentra presionado
por los fasciculos de fibras, modificando su morfologia, presentando unas
prolongaciones planas y alargadas. Ademas el hecho de carecer practicamente de
organoides citoplasmaticos, solo participa en el metabolismo general del tenddn, con
una paralizacién de la formacién del coladgeno. Estas células tendinosas, modifican su
morfologia al ser tratado el tenddon por factores de crecimiento plaquetarios,
aumentando todos sus organoides citoplasmaticos, sobre todo los que se relacionan
con la sintesis del colageno, como son el reticulo rugoso y el complejo de Golgi. Este
tipo de tenocito se transforma en un tenocitoblasto, y se relaciona con la produccion

del las fibras de colageno tipo I.

En el grupo que estuvo expuesto de forma permanente al BPA se produjeron
procesos degenerativos que afectaron tanto a las células como a los fasciculos de
fibras de colageno de los tendones. Estas alteraciones se agravaron por injerencias
inflamatorias que alteraron gravemente las degeneraciones, y que fueron la causa no
s6lo de pérdida de funcionalidad sino también de posibles roturas tendinosas siendo
este tipo de lesiones similares a las producidas debido a enfermedades metabdlicas
descritas previamente por Abate et al. (2013). Los procesos inflamatorios se pudieron
considerar como vicariantes para contrarrestar las degeneraciones, pero estos
procesos defensivos podrian ser negativos, ya que uno de los fenédmenos que conllevé

fue la llegada de vasos sanguineos al territorio tendinoso, lo que transformé a los
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mesotendones en gruesos cordones conectivos con los neovasos. Esta situacion hace
que se generen adherencias del tendén a las vainas con lo que se podria perder
movilidad. Estos puntos de fijacion tendinosa se intensificaron al producirse
indiscriminadamente colageno Il por parte de los fibroblastos cicatriciales, a problema
gque podria afectar el atletismo. Si existe un cambio en la organizacion estructural del
tejido coldgeno, sus propiedades biomecénicas podrian ser modificadas (Jeffrey &

Jeffrey, 1991).

Por los resultados obtenidos, hemos comprobado que los efectos producidos
por la accion del bisfenol son reversibles, por lo que al dejar de estar expuestos al
BPA se detuvo la accion degenerativa, pero debido al tipo de tejido conectivo fibroso
formado en los tendones, la recuperacion total de los mismos fue incompleta, sobre
todo por mantenerse los puntos de adherencia del tenddn a la vaina, que produjo una
zona de anclaje gue les disminuyé el movimiento de deslizamiento, y también porque
el colageno tipo Il formado por la cicatrizaciéon, carecia de la capacidad de
organizarse en gruesos fasciculos longitudinales, y se solia disponer como zonas

fibrosas en el seno del tendén, con lo que perderia su capacidad de traccién.

Normalmente las fibras de colageno tipo Ill, muestran una morfologia estriada,
pero cuando se forman en el seno de tejidos fibrosos, se sintetizan anormalmente y se
producen unos engrosamientos atipicos conocidos como microqueloides, y se

convirtiéndose en lugares sensibles a las roturas (Abate et al., 2013; Rochester et al.,
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2013). En la actualidad no existen referencias en cuanto a la accion directa del BPA a
nivel tendinoso, y muy pocas las relacionadas con su accién a nivel muscular
(Mortavazi et al., 2013; Wang et al.,, 2013; Giménez et al., 2016), si bien en este
sentido las modificaciones observadas por Giménez et al. (2016) podian ser
compatibles con las originadas por tratamientos exdgenos con compuestos
hormonales coincidiendo en este punto con estudios previos en los que se informo un
aumento de la fibra de colageno anormal después de la administracion de esteroides
anabdlicos (Jeffrey & Jeffrey, 1991). En nuestro estudio, observamos que tanto en el
grupo BPA como en el grupo de retirada de BPA se mantuvo el colageno Ill inmerso
en el colageno |, situacién que produjo que el colageno Il aumentara la polimerizacién
del tropocolageno, y en lugar de formar colageno homogéneo con estrias, se

detectaran microqueloides que podrian transformarse en zonas de rotura.

En el grupo PRP se detuvieron los procesos inflamatorios, al aplicarse sobre el
tenddén los factores de crecimiento plaguetarios, comprobamos una drastica
disminucion de los vasos, con lo que se detuvo la llegada de componentes
inflamatorios, destacandose la pérdida de las adherencias tendinosas y el mesotendén
se hizo mas fino y flexible. En procesos de cicatrizacion normales los fibroblastos
producirian fibrosis, pero en estudios de roturas de tendones tratados con factores de
crecimiento, los propios tenocitos se transforman en tenocitoblastos, y en lugar de

sintetizar fibras de colageno tipo Ill, forman colageno tipo |, que se orientan en
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fasciculos distribuidos longitudinalmente (Molloy et al., 2003; Hsu et al., 2004; Gaweda

et al., 2010).

En nuestro estudio hemos podido comprobar procesos compatibles con otros
de diversa indole descritos en rotura tendinosa tratadas con plaquetas, los fibroblastos
cicatriciales disminuyeron e incluso desaparecieron, y por otra parte una activacion
celular del tenocito, que aumento el tamafio y desarrollo los organoides formadores de
proteinas que fueron fundamentalmente el reticulo rugoso y el complejo de Golgi, y
ademas presentaron una orientacion longitudinal, paralelos a los fasciculos colagenos.
Por una parte, la disminucion de los fibroblastos cicatriciales fue la responsable de que
disminuyera notablemente el colageno lll, y gracias a la activacion de los tenocitos se
favorecid la formacién del colageno |, y debido a la disposicion longitudinal de las
células tendinosas este colageno |, se dispuso longitudinalmente al eje del tenddn,
favoreciéndose la formaciéon de los fasciculos fibrosos que incluso hemos podido
comprobar mostré ondulaciones en sentido longitudinal al eje tendinoso,
demostrandose la capacidad regeneradora de las PRP en lesiones inducidas por la

exposicion al BPA gue garantizaria la funcionalidad del tendén.

Debido a los procesos degenerativos producidos por la accion del bifenolA
sobre los tejidos tendinosos, los tenocitos se transforman en células blasticas,
similares a los fibroblastos, lo que facilita la produccion de fibras de colageno tipo llI,

gue corresponden al colagenos cicatricial, y junto a esta transformacion aparecen por
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todo el territorio tendinoso, células blasticas similares a los fibroblastos, favoreciendo
un cambio del colageno tipo | al tipo Ill, con lo que se desorganiza los fasciculos del

colageno.

Hemos podido comprobar como los tenocitos, regresan a su estado inicial, con
los tratamientos plaquetarios, quedando en el seno del tendén como células maduras

a modo de fibrocitos en el tejido conectivo.

Sin duda algunas, la morfologia y funcién de los tendones, se deben a los
fasciculos de fibras de colageno. Este colageno, que corresponde al tipo I, distribuye
sus fibras en gruesos fasciculos, paralelos entre si. Los fasciculos paralelos, muestran
en su recorrido longitudinal, una ondulacién, que permite un estiramiento en su eje
mayor en el momento de su traccién, y una recuperacion de su tamarfo, al cesar las

fuerzas que motivaron el desplazamiento.

Pero por motivos anormales, existe un cambio de colageno tipo I, por el tipo Il
o inflamatorio, se pierde tanto la organizacion longitudinal y fundamentalmente las
ondulaciones fibrilares, 1o que lleva a presentar graves problemas en el estiramiento
de sus fasciculos, de ahi la gravedad que tiene los procesos inflamatorios tanto

agudos como crénicos en los tendones.

La transformacién final de los tenocitos en tenocitoblastos, por la accién de los

factores de crecimiento plaguetarios, facilita la recuperacién de los fasciculos de fibras
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de colageno tipo I, por lo que se revierten los fasciculos de colageno, reorganizdndose
en su eje longitudinal del tenddn, y en su mayor parte recuperan la ondulacién que los

definen.

Por definicion, el tenddén es un tejido fibroso organizado, con un minimo de
vasos sanguineos, para que apenas lleguen a esta zona sangre y no se transformen el
coladgeno tipo | en colageno tipo Il y modifique su morfologia y funcion. La escasa
vascularizacién procede de los finos cordones conectivos que unen el tendén a su
vaina y que se denomina mesotendén. Pero biologicamente en procesos
degenerativos, para recuperar su entidad, sufren procesos inflamatorios que llevaran a
estas zonas afectadas mayor cantidad de vasos sanguineos, con un aumento en el
grosor del mesotenddn, con grave peligro que se produzcan adherencias entre la
vaina y el tendon, imposibilitando el normal deslizamiento del tendon dentro de su
vaina. Hemos podido comprobar que la accién del BPA, favorece la aparicion de
células inflamatorias en los focos degenerados, y el consecuente aumento vascular,
qgue termina por fijar por microadherencias el tend6on a su vaina, perdiendo
parcialmente su movilidad. Estos procesos pueden ser reversibles, ya que con los
factores de crecimiento plaquetarios, interrumpen la llegada masiva de vasos, y
ademas maduran los existentes, como hemos podido comprobar con la diferenciacion

de los pericitos envolviendo a la luz del capilar.
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Uno de los riesgos que se producen en los procesos degenerativos, producidos
por el BPA en el tendbn, es la continua polimerizacién de topococolageno, en la
formacion de la fibra de coldgeno. Este fendmeno conlleva una modificacion en la
morfologia de las fibras de colageno, con un claro engrosamiento puntual de los
fasciculos de colageno, que se denominan microqueloides. Estas modificaciones
morfolégicas alteran fundamentalmente el funcionamiento de traccion del tendodn,
formandose zonas que pueden sufrir microroturas en el funcionamiento normal del

tendon, que pueden terminar en roturas totales del tendén.

Los factores de crecimiento plaquetarios por tanto, no solo detienen los
procesos de polimerizacion, sino que recuperan la estructuras de los microqueloides,

devolviéndole al tendén su funcion.
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Primera

Las modificaciones producidas en los tendones de Aquiles con por la accién
del BPA en minipig, permiten obtener un patrén patolégico, que permite obtener como
prototipo de alteraciones y poder estudiar posteriormente su recuperacion del

tratamientos con factores de crecimiento plaquetarios.

Segunda

La accion del BPA sobre el tendon de Aquiles, modifica gravemente los
componentes celulares, los tenocitos se transforman en fibroblastos, y estas
células blasticas producen fibras de colageno del tipo Il o cicatriciales,

perdiéndose parcialmente las fibras de colageno tipo I.
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Tercera

La vascularizaciéon de los tendones del grupo control se realiza, de
forma fisiolégica, por escasos vasos que proceden del mesotendon, mientras
que la accion del BPA producen en los grupos tratados, una hiperplasia e

hipertrofia que conlleva una llegada masiva de neovasos, que provocan una

tendinitis.

Cuarta

La hipertrofia de las fibras colagenopor la accién del BPA, se debe
principalmente a un aumento del material fibroso. Este fenomeno se ha podido
detectar incluso al microscopio 6ptico por un aumento del tamafio de las fibras,

observada con mas claridad mediante el estudio ultraestructural.

Quinta

En el grupo tratado con factores de crecimiento, los fibroblastos, se
configuran como tenocitoblastos, y actian siguiendo dos patrones, en primer

lugar un aumento organizado del niamero de las células germinales, y en
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segundo lugar reproduciendo las fibras de colageno, su distribucion espacial,

de forma similar a las fibras tendinosas normales.

Sexta

En la recuperacion de las fibras tendinosas alteradas por degeneracion,
en el tendon de los animales los tratamientos con factores de crecimiento, se
activan las células tendinosas propias de tendon, y apenas actuan las células

fibroblasticas que provienen del territorio vascular.

Séptima

Los organoides que participan en la sintesis de proteinas fibrosas, en
los grupos tratados con factores de crecimiento, se hacen mas evidentes, con
un amplio desarrollo de las vesiculas de transferencia y ribosomas, y sobretodo
polirribbosomas. Este aumento de actividad lleva a que en una primera fase
comiencen a producir filamentos de colageno de forma indiscriminada, y
posteriormente los nuevos filamentos, en la segunda fase, se reorganicen

formando los nuevos fasciculos tendinosos.
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Octava

Tanto con el microscopio 6ptico como electrénico, se comprueba la
recuperacion de los fasciculos de fibras de colageno, en los tratamientos con
PRP, en tendones tratados previamente con BPA. De ahi que encontremos
profundas diferencias entre los grupo de recuperacion sin tratamiento, sélo con
la retirada del BPA, y el del posterior tratamiento con factores de crecimiento

tras la retirada del BPA.

Novena

Con el microscopio electronico, hemos podido comprobar, que la
accion del BPA, produce un defecto de la polimerizacion del tropocolageno,
que produce graves alteraciones de las fibras de colageno, produciendo
microqueloides, zonas que frecuentemente son asiento de microroturas

tendinosas.

Decima
Los factores de crecimiento plaquetarios por tanto, no solo detienen los
procesos de polimerizaciébn, sino que recuperan la estructuras de los

microqueloides, devolviéndole al tenddn su funcion.
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Resumen

El bisfenol A es un conocido compuesto de actividad estrogénica que se
produce por toneladas en el mundo, y que es ampliamente utilizado como componente
de los envases de alimentos, siendo frecuente su migracion al alimento y su aparicion
como contaminante ambiental. El objetivo de este estudio fue evaluar los efectos a
nivel tendinoso del bisfenol A, su posible reversion tras la retirada de la exposicion, y
Su recuperacion tras la aplicacion de plasma enriquecido con plaquetas y monocitos
medulares. Para ello, se utilizé la histologia como herramienta fundamental en la
evaluacion del tendon tras la exposicion al bisfenol A. Nuestros resultados mostraron
como tras la retirada del BPA existio una recuperacion de las lesiones originadas
disminuyendo las fibras de colageno de tipo Ill asi como los procesos de
vascularizacion tendinosa, y que en el grupo al que se les aplic6 PRP aparecié una
recuperacion casi total de las lesiones ocasionadas, dando negativo la
inmunocitoquimica a las fibras de colageno tipo lll. Sin embargo, el empleo de
monocitos medulares se descart6 dado el escaso efecto sobre el tendon.

Palabras clave: Bisfenol-A, tenddn, histopatologia, colageno, plasma rico en

plaguetas, monocitos medulares.
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Summary

Bisphenol-A is a known compound with estrogenic activity, which is produced in
tonnes world-wide and is abundantly used as a component of food containers, so that it
frequently migrates into food and appears as an environmental pollutant. This study
aimed to assess the effects of Bisphenol-A at a tendon level, its possible reversal after
withdrawing it from exposure, and its recovery after the application of plate-enriched
plasma. For this purpose, histopathology employment was a fundamental tool in the
evaluation of the tendon after exposure to Biphenol-A. Our results showed how, after
withdrawal of BPA, there was a recovery from the lesions caused, with a diminution in
the type Il collagen fibres along with tendon vascularization processes; in the group to
which PRP and medular monocytes was applied, an almost complete recovery from
the lesions caused appeared, and the immunocytochemistry was negative at the type
Il collagen fibres. However, the use of medullary monocytes was discarded given the
limited effect on the tendon.

Keywords: Bisphenol-A, muscle, histopathology, collagen, platelet-rich plasma,

medullary monocytes
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