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PARAULES CLAU Resum

Tendo; Introduccio: La fisiopatologia de la tendinopatia rotular no és encara prou coneguda. Es
Model; dificil obtenir mostres cliniques d’esportistes que permetin conéixer la progressio de la
Col-lagenasa tendinopatia, sobre tot en les primeres etapes. Per aixo, el proposit d’aquest estudi fou

desenvolupar, en una primera fase, un model experimental de tendinopatia rotular en
rates, que simuli la tendinopatia humana, mitjancant U’aplicacié in vivo de col:-lagenasa

en la porcioé proximal del tendo rotular.

Material i métodes: El model experimental utilitzat foren rates Wistar mascles de 8 set-
manes d’edat (n = 4). L’administracio de col-lagenasa es realitza, després d’anestesiar i
immobilitzar els animals, mitjancant punci6é guiada per ecografia a nivell de la porcié
proximal i profunda del tendd rotular. La lesi6 tendinosa s’avalua 48 h després de la lesio
mitjancant ressonancia magnética; després es procedi a l’eutanasia dels animals i a ’ex-

traccio dels tendons rotulars per fer-ne la valoracio histologica.

Resultats: El model de lesio induida amb col-lagenasa demostra similitud a nivell de la

histologia amb la tendinopatia rotular humana en la regi6 de la insercié proximal.

Conclusions: El model experimental de tendinopatia rotular en rates indueix la degene-
racio i distorsié de ’arquitectura de la porcio proximal del tendé rotular, similar a ’ob-
servada en la tendinopatia rotular humana, i representa un model preclinic excel-lent

per estudiar noves terapies enfocades al tractament de la tendinopatia.
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Generation of a new model of patellar tendinopathy in rats which mimics
the human sports pathology: A pilot study

Abstract

Introduction: Patellar tendon pathophysiology is not still fully understood. The collection
of clinical samples from athletes that could permit the analysis of the tendinopathy pro-
gression, especially in the early stages, is difficult. For that reason, the purpose of this
study is to develop a new experimental animal model of patellar tendinopathy in rats
which mimics the human tendinopathy by in vivo intratendinous collagenase injection in
the proximal portion of the patellar tendon.

Material and methods: The experimental model used was 8-week-old male Wistar rats
(n = 4). The administration of collagenase was performed by ultrasound-guided puncture
at the level of the proximal and deep portion of the patellar tendon in anesthetized ani-
mals. The tendon lesion was evaluated 48 h after injury by magnetic resonance and then,
the animals were euthanized and the patellar tendons were collected for histological
evaluation.

Results: The collagenase-induced lesion model demonstrated important similarities with
the human patellar tendinopathy in the region of the proximal insertion.

Conclusions: The experimental model of patellar tendinopathy in rat model induces a
degeneration and distortion of the patellar tendon architecture in its proximal portion,
which closely mimics to that seen in human patellar tendinopathy, and could represent
an excellent preclinical model for the study of new therapies focused on treatment of
tendinopathy.

© 2017 Consell Catala de UEsport. Generalitat de Catalunya. Published by Elsevier Espaia,
S.L.U. All rights reserved.

Introduccioé

La tendinopatia rotular fou descrita per primera vegada per
Blazina el 1973 com a «genoll del saltador»". Es una patolo-
gia freqiient que afecta la insercid proximal del tendoé rotu-
lar i és una de les formes més comunes de tendinopatia
cronica en esportistesZ. Tot i que s’han proposat nombroses
teories, les causes de la fisiopatologia de la tendinopatia
rotular encara son poc conegudes3:4.

Cook i Purdam?® proposaren un model basat en el continu-
um de la patologia tendinosa. El model considera 3 fases
que poden sobreposar-se i interconnectar-se al llarg del
temps: tendinopatia reactiva, deteriorament del tendé (fa-
llada del procés de cicatritzacio) i tendinopatia degenerati-
va. Aquest model proposa que la carrega de treball del ten-
doé exerceix un paper essencial a Uinici i en la progressio de
la tendinopatia®. Els resultats trobats comunament en es-
portistes son una tendinopatia degenerativa, caracteritzada
per un augment de la matriu no col-lagena (proteoglicans),
degeneracié mucoide amb fibrosi variable, neovascularitza-
ci6 i augment de la celul-laritat deguda als fibroblasts®.
D’altra banda, Fu et al.” també proposaren un model de
tres etapes caracteritzat per una lesi6 inicial, un procés de
cicatritzacié i una manifestacioé clinica ineficag. Malgrat la
importancia clinica de la tendinopatia, la seva fisiopatolo-
gia i ’evolucio clinica encara sén poc conegudes, cosa que
en limita les intervencions terapeutiques. Els avencos en el
coneixement i la comprensio de [’evoluci6 clinica de la ten-
dinopatia presenten limitacions importants, no sols a nivell
d’obstacles per obtenir mostres de teixit huma d’esportis-

tes, sind també degut a quée aquestes mostres només repre-
senten les etapes finals dels processos patologics amb un
inici i durada no revelats®'0. Per aquest motiu, s’han pro-
posat diversos models amb animals per estudiar la tendino-
patia, tot i que les similituds amb la tendinopatia humana i
la seva idoneitat per estudiar la fisiopatologia del tendd
rotular encara sén controvertides'!-13,

S’han descrit diversos models animals per estudiar la ten-
dinopatia rotular, com les lesions del tend6 induides quirur-
gicament'#22 la injecci6 intratendinosa de col-lagena-
sa23-34 administrant substancies biologiques3:36 o induides
per sobrecarrega3’-3%; tanmateix, la majoria s’utilitzen per
verificar els abordatges terapéutics i només alguns son uti-
litzats per descriure els mecanismes patologics de la tendi-
nopatia rotular. Per aquest motiu el present treball proposa
la creacio d’un nou model animal capag de reproduir la ten-
dinopatia rotular de la porcié proximal profunda que s’ob-
serva comunament en esportistes. Aquest model pot per-
metre estudiar i comprendre U’evolucié patologica de la
tendinopatia en la porcio proximal, aixi com avaluar U’efec-
tivitat de noves intervencions terapéutiques per fomentar
els processos de regeneracio del tendo rotular.

Material i métodes
Animals

El model animal experimental utilitzat foren rates Wistar
mascle de 8 setmanes (Harlan). S’empraren un total de 4
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Figura 1
del tendo rotular amb infiltracio guiada per ultraso (*).

animals. Les rates es mantingueren a 22-24 °C en cicles de
12 h de llum/foscor, amb accés sense limit a menjar i aigua.
Tots els procediments es dugueren a terme d’acord amb la
legislacio espanyola (Reial Decret 53/2013) i europea
(2010/63/EU) i aprovats pel Departament d’Agricultura,
Ramaderia, Pesca, Alimentacio i Medi Natural del Govern
catala (Generalitat de Catalunya).

Model de lesi6 basat en la col-lagenasa

Els animals van ser anestesiats mitjancant injeccid intrape-
ritoneal d’una mescla de ketamina (75 mg/kg) i xilazina
(10 mg/kg) i col:-locats en posicio supina, amb U’articulacid
del genoll esquerre cap amunt, abans del procediment qui-
rurgic. El procés quirargic de produccio de la lesio del tendd
rotular s’il-lustra a la figura 1. Préviament s’afaita l’articu-
lacio del genoll i s’esterilitza amb alcohol al 70%. La lesid
del tendo es genera mitjancant injeccio guiada per ultraso
d’una solucid de col-lagenasa al 10% dissolta en solucio sa-
lina préviament filtrada per a esterilitzacié amb un filtre de
0,22 pm (Nalgene), amb una agulla de 29 G (0,33 mm de
diametre intern). La intervencio es realitza al costat ante-
rior del genoll, inserint l’agulla a la porcio proximal del
tendd fins arribar a les fibres profundes. Una vegada arriba-
da a l’area seleccionada, s’alliberaren 20 pl de solucio de
col-lagenasa a l’area d’inserci6 proximal del tendé (fig. 1).
Després de la intervencio quirdrgica, s’administra analgésia
postquirdrgica (buprenorfina 0,01 mg/kg) per via subcuta-
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Model de lesio basat en ’aplicacio de col-lagenasa. S’administra una dosi de col-lagenasa a la regio proximal profunda

nia a tots els animals. El nostre estudi segui els estandards
étics de I’esport i la recerca en ciéncies de ’esport“0.

Analisi mitjancant ressonancia magnética

Es realitzaren estudis de ressonancia magnética 'H in vivo a
la Universitat Autonoma de Barcelona (UAB, Barcelona, Es-
panya) usant BioSpec 70/30 USR (7T) de Bruker (Bruker Bio-
Spin GmbH, Ettlingen, Alemanya) amb un miniequip de res-
sonancia amb gradient (400 mT/m) i una bobina
transceptora de quadratura de 72 mm de diametre intern.
Es col-locaren les rates en un llit, cosa que facilita sub-
ministrar I’anestésia (isoflura, 1,5-2,0% en O, a 1 l/min),
amb un circuit integrat d’aigua calenta per regular la tem-
peratura corporal. La temperatura corporal es mesura amb
un sonda rectal i es mantingué a 37 + 1 °C. Es controla la
freqiiéncia respiratoria amb una sonda de pressio que es
mantingué entre 60 i 80 respiracions/min. Inicialment s’ob-
tingueren imatges rapides d’eco d’spin de baixa resolucio,
calibrades en T2, en plans axial, sagital i coronal per a ser
utilitzades com imatges scout de referéncia. Els parametres
d’imatge d’aquestes imatges foren: temps d’eco efectiu
(TEeff) = 36 ms; temps de repeticio (TR) = 3 s; longitud del
tren d’ecos (ETL) = 8; camp de visi6 (FOV) = 6 x 6 cm?; gran-
daria de la matriu (MTX) = 128 x 128; grossaria dels talls
(ST) = 2 mm; separacio entre talls (gap) = 0,5 mm; nombre
de talls d’imatges (NS) = 25 axials, 10 sagitals, 11 coronals;
nombre de mitjanes (NA) = 1. S’obtingueren imatges de
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Figura 2 Durant les proves de ressonancia magnetica es moni-
tora la temperatura i la freqiiéncia cardiaca als animals anes-
tesiats. S’obtingueren imatges sagitals en alta resolucio de se-
qiiéncies rapides espin eco ponderades en T2 dels tendons
rotular i contralateral lesionats.

’eco d’spin rapid d’alta resolucidé en T2 en plans sagitals
que contenien la lesio i el costat contralateral. Els parame-
tres experimentals d’aquestes imatges foren: TEeff = 30 ms;

TR =4s; ETL = 8; FOV = 3,2 x 3,2 cm?; MTX = 256 x 256;
ST =1 mm; gap = 0,1 mm; NS = 18; NA = 12; temps experi-
mental = 25 min 36 s. Les dades de ressonancia magnetica
s’obtingueren i foren processades en un ordinador amb el
sistema operatiu Linux mitjancant el programari Paravision
5.1 (Bruker BioSpin GmbH, Ettlingen, Alemanya) (fig. 2).

Analisi histologica

Els animals van ser sacrificats 7 dies després de la lesi6 amb
administracio intraperitoneal d’una sobredosi de ketamina
(75 mg/kg) i xilazina (10 mg/kg). Immediatament se’ls van
extreure els tendons d’ambdues cames des de la rotula a la
insercio de la tibia, incloent-hi el coixinet de greix de Hoffa.
Les mostres es congelaren en 2-metilbuta (Alfa Aesar, John-
son Matthey Company, Karlsruhe, Alemanya) préviament so-
brerefredades en nitrogen liquid, i emmagatzemades a
-80 °C fins a ser utilitzades. Les mostres de tendo es seccio-
naren longitudinalment (10 pm de gruixaria) utilitzant un
criotom (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanya) a -20 °C i
es muntaren en un portaobjectes de Polilisina® (VWR, Lovai-
na, Belgica). Per a I’analisi histologica s’utilitzaren seccions
consecutives de tendons congelats. Es realitza la tincio de les
mostres amb hematoxilina-eosina (1 min d’hematoxilina i
15 s d’eosina), es rentaren amb aigua i es deshidrataren amb
solucions de gradient d’etanol (1 x 50% d’etanol, 2 x 70%
d’etanol, 2 x 90% d’etanol, 2 x 100% d’etanol, 1 min cada un)
i s’esbandiren amb xile (5 s). Després d’assecar-los amb aire,
es muntaren els portaobjectes en un mitja DPX i un cobreob-
jectes (VWR, Madrid, Espanya). S’obtingueren microfotogra-
fies a través d’un microscopi BX-61 (Olympus) equipat amb
una camera DP72 (Olympus) i el programari de tractament
digital d’imatges CellSens® (versio 1.9).

Figura 3 Estudi comparatiu mitjancant ressonancia magnetica. No es van trobar diferencies en l’estructura del tendé rotular sa (A)

i el tendo lesionat (B).
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Resultats

Analisi de la lesio del tend6 rotular mitjancant
ressonancia magnética

Es compararen imatges sagitals mitjancant ressonancia
magneética de tendons rotulars sans i lesionats. No es detec-
taren diferencies d’alineament o gruixaria de les fibres ten-
dinoses al llarg del teixit del tendd. S’observa edema difos
que afectava principalment les estructures articulars i mus-
culars (fig. 3).

Analisi macroscopica de la lesié del tendo

Es trobaren diferencies macroscopiques clares entre ten-
dons sans i lesionats. Aixi, el tendo sa evidenciava un color
blanc brillant i intens i una consisténcia forta, mentre que
el tendo lesionat presentava un color marro groguenc i una
aparenca gelatinosa. S’observa que els teixits periarticu-
lars, principalment els musculs esquelétics adjacents, pre-
sentaven canvis de color i consisténcia (fig. 4).

Analisi histologica del tendé rotular

El tendd contralateral sa mostra un aspecte uniforme, pre-
sentant fibres de col-lagen compactes i ben alineades. Els
tenocits mostraven forma de fus i es localitzaven en paral-
lel a la mostra de fibres tendinoses. L’estructura del greix
de Hoffa mostra caracteristiques normals. En canvi, en el
tendd lesionat s’observa clarament una degeneracio de
I’estructura de la fibra de col-lagen, mostrant també una
estructura ondulada evident i espais buits entre els feixos
de fibres adjacents a nivell del ter¢ proximal del tend6 ro-
tular. També s’observa una fragmentacio parcial de les fi-
bres del tendo al lloc de la injeccid. Igualment, es detecta
una desorganitzacio clara del coixinet de greix de Hoffa,
cosa que en suggereix [’afectacio i l’alteracié com a conse-
quiéncia de I’administracio de col-lagenasa (fig. 5).

Discussio
La troballa principal d’aquest estudi fou demostrar la simi-

litud de les alteracions estructurals del tendo rotular de les
rates tractat amb col-lagenasa, caracteritzat per la desor-

Figura 4 Analisi microscopica. Comparacio del tendo sa (es-
querre) i del lesionat (dret). El tendé lesionat té un color marré
groguenc i una aparenca gelatinosa (fletxa i punta de fletxa).

ganitzacio de les fibres de col:-lagen i estructures adjacents,
respecte a la tendinopatia rotular observada en la clinica
dels humans. Aquests resultats suggereixen que ’adminis-
tracié d’una Unica dosi de col-lagenasa infiltrada mitjan-
cant ecografia guiada és eficac per a reproduir exactament
els canvis estructurals en la integritat de la regié proximal
del tendo rotular de la tendinopatia rotular humana.

Per primera vegada, es genera un model animal que imita
la degeneracio del teixit tendinds en el lloc anatomic més
comu observat en la tendinopatia rotular humana. S’han
desenvolupat altres models animals de tendinopatia per a
induir la degeneracio tissular en la part medial del terc del
tendo rotular a través d’una «finestra» creada quirGrgica-
ment'422, Aquest mecanisme de lesié no reprodueix la lesio
detectada en la clinica humana, ja que els defectes creats
quirGrgicament es generen en arees tendinoses diferents
del lloc més comu on es produeix la patologia tendinosa,
per a la qual cosa es planteja la hipotesi que els mecanis-
mes de reparacio del tend6 d’aquests models no reproduei-
xen la patologia del tend6 sotmeés a carregues de treball
repetitives3®:38, El nostre model esta orientat a imitar la
degeneracio de les fibres proximals profundes, ja que tant
la biomecanica com la relaci6 de la regi6 proximal del ten-

Figura 5 Estudi histologic comparatiu del tendo sa (A) i el lesionat (B). El tendo lesionat presenta degeneracio de ’estructura del

col-lagen al lloc de la puncio (*).
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dd rotular amb les estructures adjacents, principalment
amb el coixinet de greix de Hoffa, son importants no sols
per a la progressio de la tendinopatia, sind també en els
processos de cicatritzacié del tend43%49,

Es considera que la carrega de treball excessiva del ten-
dé durant un entrenament fisic intens és la causa principal
de la degeneraci6 patologica?!. Per aquesta rao, s’ha utilit-
zat ’entrenament com un model que indueix la tendinopa-
tia rotular36:4243, El principal inconvenient d’aquesta técni-
ca rau en la necessitat de passar un llarg periode de temps
en entrenar els animals per tal de desenvolupar els canvis
patologics caracteristics de la tendinopatia rotular humana.
Creiem que fora interessant crear un model combinat de
degeneracio del tendo6 rotular basat en una lesio inicial mit-
jancant injeccio intratendinosa a base de col:-lagenasa a la
regi6 profunda proximal seguida d’un periode d’entrena-
ment fisic intens amb la finalitat d’induir més rapidament
la degeneracio patologica caracteristica del tendé rotular.
Dades préevies sobre els models de tendinopatia d’Aquil-les
generats per l’administracié de col-lagenasa guiada per
ecografia pot conduir a tendinopatia en rates i que ’elasta-
sa també pot estar implicada en el desenvolupament de la
tendinopatia cronica®.

El nostre estudi té algunes limitacions. La primera és la
petita quantitat d’animals (n = 4) utilitzada a l'estudi. En
segon lloc, caldria optimitzar la dosi de col-lagenasa per re-
produir exactament els canvis caracteristics de la tendino-
patia rotular humana i prevenir el dany col-lateral d’estruc-
tures adjacents al tendd. Perucca Orfei et al.*> generaren un
model en el tendd d’Aquil:-les de les rates que reprodueix
exactament els canvis histologics observats en la tendinopa-
tia d’Aquil-les en humans i avaluaren ’efecte de dues dosis
de col-lagenasa administrada intratendinosa (1 i 3 mg/ml).
Tot i que ambdues dosis induiren la desorganitzacio de les
fibres de col-lagen i ’augment de la cel-lularitat, el tracta-
ment amb major dosi de col-lagenasa pogué induir una neo-
vascularitzacid6 major i degeneracié del greix, canvis que
també depenen de la durada. Al nostre estudi no s’observa-
ren aquests canvis, ja que el temps transcorregut des de
’administracio de col-lagenasa a ’analisi dels tendons fou
més curt. A més, Perucca Orfei et al. presentaren el tendd
mitjancant una incisi6 longitudinal de la pell, mentre que
nosaltres vam utilitzar una técnica minimament invasiva ba-
sada en ’aplicacio de col:lagenasa guiada per ecografia per
induir tendinopatia a la regi6 de les fibres proximals profun-
des especifiques del tendd rotular amb la pertorbacié mini-
ma de les estructures i teixits de U'articulacio del genoll.
D’altra banda, la nostra analisi realitzada mitjancant resso-
nancia magnética demostra que ’efecte de la col-lagenasa
no es localitza exclusivament a nivell del tend6 sin6 que
també podria afectar les estructures periarticulars, circums-
tancia que no ha estat discutida en estudis previs.

En resum, el nostre estudi suggereix que l’administracio
d’una solucié de col-lagenasa guiada per ecografia en la
regid proximal profunda del tendé rotular podria represen-
tar un model coherent per reproduir la degeneracio i els
canvis habitualment vistos en la tendinopatia rotular en hu-
mans. Aquest nou model també ens ha de permetre desen-
volupar noves terapies adrecades a millorar i curar la tendi-
nopatia rotular com a pas previ per iniciar assajos clinics en
pacients humans.
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