Recidivas tras tratamiento con colagenasa:
estudio histoldgico.

R. SANJUAN CERVERO!, D. MONTANER ALONSQ?, F. J. CARRERA HUESQ?, M. VAQUERO PEREZ.

!SERVICIO DE CIRUGIA ORTOPEDICA Y TRAUMATOLOGIA, HOSPITAL DE DENIA. 2 SERVICIO DE CIRUGIA ORTOPEDICA Y
TRAUMATOLOGA, HOSPITAL UNIVERSITARIO DR. PESET. * SERVICIO DE FARMACIA, HOSPITAL DR. MOLINER. ¢ SERVICIO DE
ANATOMIA PATOLOGICA, HOSPITAL DE DENIA.

Resumen. Introduccion: la recurrencia tras el tratamiento con CCH de la enfermedad de Dupuytren es con-
trovertido ya que en ocasiones la anatomia patoldgica normal se ve distorsionada. Nuestro estudio pretende
valorar la presencia de alteraciones posibles de la enfermedad a nivel patologico sobre muestras de recidiva de
enfermedad de Dupuytren (CCH vs fasciectomia). Material y métodos: estudio prospectivo, ciego para andlisis
patologico y estadistico de pacientes sometidos a fasciectomia por recidiva de enfermedad de Dupuytren tras
tratamiento previo con colagenasa o fasciectomia previa. Estudio patologico con H/E e inmunohistoquimico.
Resultados: se incluyen un total de 8 pacientes (4 con tratamiento previo con CCH y 4 con fasciectomia). No se
encontraron diferencias significativas en cuanto al analisis anatomopatoldgico ni inmunohistoquimico. Conclu-
siones: histologicamente las recidivas de la Enfermedades Dupuytren después del tratamiento mediante fasciec-
tomia o colagenasa son indistinguibles. La presentacion de formas macroscopicas distintas a las habituales de la
fasciectomia es posible.

Recurrence after collagenase treatment: histological study.

Summary. Background: recurrences following CCH treatment of Dupuytren’s disease are controversial and
sometimes normal pathological anatomy is distorted. Our study aims to evaluate the presence of possible altera-
tions of the disease at pathological level on samples of recurrence of Dupuytren’s disease (CCH vs fasciectomy).
Methods: prospective, blind study for pathological and statistical analysis of patients who underwent fasciectomy
due to recurrence of Dupuytren’s disease after previous treatment with collagenase or previous fasciectomy.
Pathological study with H / E and immunohistochemistry. Results: a total of 8 patients were included (4 with
previous treatment with CCH and 4 with fasciectomy). There were no significant differences in anatomopatho-
logical or inmonuhistochemical analysis. Conclusions: histologically, recurrences of Dupuytren Disease after
fasciectomy or collagenase treatment are indistinguishable. The presentation of macroscopic forms other than
those seen in fasciectomy is possible.
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mediante fasciectomia parcial (FSC). Aunque la ma-
yoria de reacciones adversas son de escasa repercusion
clinica y se solucionan rapidamente en el tiempo?, los
problemas a largo plazo vienen definidos en forma de
recurrencias. Actualmente la DD no tiene una cura
establecida con los tratamientos actuales y su unico
proposito es demorar el desarrollo de la enfermedad

Introduccion

La Colagenasa Clostridium Histolyticum (CCH) ha
demostrado ser una alternativa de tratamiento no qui-
rurgico frente a la enfermedad de Dupuytren (DD).
Los resultados clinicos a medio plazo' han demostrado
una eficacia clinica similar al tratamiento quirargico

evitando en lo posible la flexion mantenida del dedo y
la incapacidad del paciente. Esta premisa también se
aplica al tratamiento con CCH que basa su accién en
la digestion de parte de la cuerda que afecta a un ra-
dio, liberando la contractura en flexion en una zona de
aproximadamente 1 a 2 cm en la zona de inyeccion que
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se ve ampliada con la extension del dedo: sin embargo
la tasa de recurrencias a 5 afios, se aproxima mucho a
la de la cirugia' presentandose un pico inicial de re-
currencias precoces que se estabiliza a partir de los 3
afos.

El tratamiento de las recurrencias es controvertido.
Aunque no hay ninguna contraindicacion formal para
el uso de nuevo de la CCH, muchos pacientes optan
por la cirugia como opcién de procedimiento de revi-
sion. Uno de los principales motivos que indican los
pacientes para ello es la falta de efecto del tratamiento
y la recurrencia’. Este tipo de cirugias son inciertas ya
que se desconoce el lecho sobre el que se va a trabajar,
dandonos una visién nueva con respecto a la cirugia de
la DD. La encuesta publicada por Hay* presenta unas
opiniones subjetivas muy variadas, variando los patro-
nes desde una DD primaria hasta patrones abigarrados
con gran componente fibroso.

Material y métodos

Estudio prospectivo de cohortes, ciego para analisis
patolégico y estadistico, realizado en centro tnico.
Valoracion de pacientes que cumplen los criterios de
inclusion desde la aprobacion en Europa de la CCH en
20115. El estudio fue aprobado por el Comité de Inves-
tigacion del centro (JPJ-COL-2015-01). Todos los pa-
cientes incluidos en el estudio fueron informados del
mismo y firmaron el correspondiente consentimiento.

Se incluyen los pacientes con presencia de recidiva
de DD determinada por la instauracion de tratamien-
to previo con FSC o CCH, una angulacion minima
de 20° en articulacién metacarpofalangica (MCF) y/o
interfalangica proximal (PIP), cuerda palpable y afec-
tacion de uno o dos radios. No se establece ninguna
limitacion temporal en cuanto al tratamiento previo.
En los casos de afectacion de dos dedos se selecciona
para analisis en el grupo CCH el tratado previamente,
en el caso de FSC el que presente cicatriz cutanea. Los
casos tratados previamente mediante FSC de dos dedos
no fueron incluidos en el estudio. Todos los pacientes
fueron tratados por un Unico cirujano mediante FSC
parcial con un abordaje cutaneo de Bruner. La muestra
se remite con el codigo habitual de muestra sin nin-
guna especificacion del tratamiento previo. La revision
de las muestras se realiza por parte de dos patdlogos
experimentados del hospital donde se han realizado las
intervenciones.

Todas las muestras son remitidas en formol, talladas
y tefiidas con Hematoxilina-Eosina antes del estudio
microscopico. Las cuerdas se han definido de acuerdo
a su localizacion. La seccion de la cuerda se ha rea-
lizado longitudinalmente a lo largo de toda su exten-
sion buscando la presencia de nodulos. Se analizaron
para la comparacion entre grupos las zonas nodulares
cuantificando el diametro de los mismos, la cantidad
de células, las zonas proliferativas presentes y la acti-
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vidad metabolica de las mismas. Para la clasificacion
del estadio de la cuerda se ha utilizado la clasificacion
de Rombouts®.

Dos muestras de cada grupo fueron analizadas me-
diante estudio inmunohistoquimico con los siguientes
anticuerpos prediluidos (monoclonal mouse de Dako):
Beta-catenina-1, CD34, MIB-1 (Ac-anti Ki67) y actina
especifica de musculo liso, El procesado se llevd a cabo
con un equipo Omnis (Agilent-Dako) con el pH indica-
do por el fabricante en cada caso. Para valorar la positi-
vad del resultado se comparo con los controles internos
del propio tejido: CD34 con la positividad de los fibro-
blastos del tejido adyacente y el endotelio vascular y la
actina musculo-especifica con la muscular de los vasos
existentes. El analisis de la proliferacion indicada por
el MIB-1 se realizé por recuento de los nucleos positi-
vos en las zonas alteradas del tejido, independiente de
su grado de celularidad. EI mismo proceso se realizo
con la beta-catenina con un punto de corte positivo,
de la tincion de membrana, en al menos el 50 % de las
células de nucleo proliferante.

Los datos cuantitativos fueron expresados como
la media y su desviacion estandar (DE) y el analisis
comparativo entre grupos se aplicd la prueba de la t
de Student. Se analizaron las variables categoricas en-
tre ambos grupos mediante el test de chi-cuadrado de
Pearson o la prueba exacta de Fisher. Si se presentaban
mas de dos variables categoricas se utilizo el test para
la tendencia de Mantel-Hanzel. El grado de significa-
cion alfa para todos los analisis fue de 0.05. El analisis
estadistico se realizo con IBM SPSS Statistics, version
19 para Windows.

Resultados

Se incluyen en el estudio un total de 8 pacientes afec-
tos de recidiva de DD: cuatro pacientes tratados pre-
viamente con CCH y cuatro tratados mediante FSC.
El estudio con H/E no demuestra diferencias entre los
grupos. Los hallazgos encontrados corresponden a
muestras habituales de DD. No hay ninglin parametro
que indique anormalidades o peculiaridades que orien-
ten a un tratamiento previo o al otro (Tabla I). La ma-
yoria de las muestras correspondieron a fases III o fi-
broticas de la clasificacion de Rombouts. Este hecho es
mas evidente en los pacientes tratados con FSC previa
con un tiempo de evoluciéon mas prolongado. En dos
casos la estructura correspondiente al nddulo fibroce-
lular habia desaparecido manteniéndose solo la cuerda
fibrosa sin relacion con el tiempo de evolucion (40 y 14
meses).

En cuanto al estudio inmunohistoquimico (Tabla II)
se presentaron los siguientes resultados con una mues-
tra no suficiente para la obtencion de conclusiones
significativas. El resultado de la SMA o actina se de-
mostrd positivo en los nodulos fibrocelulares (casos
tratados previamente con CCH), mientras que en los
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Tabla II. Inmunohistoquimica.

TTO
CASO PREVIO CD-34 aSMA | B-Catenina | Ki67
1 CCH + +++ + <1
4 CCH + +++ + <1
6 FSC + - +/- 0
7 FSC +/- - + <1

casos con FSC previa no se detectdé accion de SMA
correspondiendo con zonas fibroticas. La cantidad de
CD-34 ha resultado significativa en las muestras al
utilizarse como marcador de fibroblastos en las zonas
limitrofes de la cuerda. La B-Catenina presentd acti-
vidad en tres casos (dos tratados con CCH y uno con
FSC) indicando zonas involutivas del nédulo, mientras
que un caso no presentd actividad de la misma indican-
do zona con muy escasa cantidad de células. Los resul-
tados demuestran una actividad MIB-1 de, a lo sumo
<1% lo que confirma el estado involutivo o fibroso de
las muestras.

Los datos clinicos y demograficos de los pacientes
se definen en la Tabla III. No hubo diferencias esta-
disticamente significativas en cuanto a ambos grupos
a excepcion del tiempo de evolucion entre un tipo de
tratamiento u otro, siendo mas prolongado en los casos
de FSC.

Tabla III. Caracteristicas de los pacientes tratados

Grupo A Grupo B
(n=4) (n=4) P

Edad, media (DE) 56,7 (8,6) | 64,2 (3,7) 0,179
Sexo, hombres 4 2 0,429*
Dedo, n
Pulgar 1 0
Corazén 0 1
Anular 0 3
Mefique 3 0 0,794t
Mano izquierda, n 4 0 0,029*
Presencia de nddulo, n 3 4 1,00%
Escasa actividad metabolica,
n 4 2 0,429*
Clasificacidn Tubiana inicial, n
0-45° 1 0
46-90° 2 3
91-135° 1 1
>1350 0 0 0,581f
Cuerda pretendinosa, n 4 2 0,429*
Tamafio nddulo, media (DE) 0,6 (0,6) 0,3(0,1) 0,388
Meses, media (DE) 20,0 (13,4) | 106,3 (27,5) | 0,001

*Test exacto de Fisher's, tTest para la tendencia de Mantel-Hanzel.
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Discusion

Nuestros resultados indican que las recidivas tras el
tratamiento con CCH son iguales que las recidivas tras
el tratamiento mediante FSC. Los resultados histolo-
gicos son incapaces de distinguir entre los pacientes
tratados previamente mediante uno u otro tratamiento.
La evolucion de las recidivas sigue un patréon comun en
los dos procesos.

Se ha utilizado la clasificacion histoloégica de Rom-
bouts® por basarse en paciente intervenidos previamen-
te mediante FSC. Nuestra intencion no ha sido la de
clasificar a los sujetos, si no valorar la actividad de las
cuerdas analizadas. La presencia de un nodulo activo
es mas probable que evolucione a cuerda y del mismo
modo es mas probable que muestre alteraciones histo-
logicas en el grupo de CCH con respecto al de FSC.
No se han objetivado alteraciones, manteniéndose las
muestras en estado fibrocelular final o fibrotico. La
B-catenina se encuentra a nivel de la DD aumentada
tanto en el citoplasma como en el nicleo con respecto
al tejido normal en fases activas’ y en zonas involuti-
vas®. La presencia de fB-catenina no se relaciona con
la posibilidad de recurrencias. El marcador® Ki67 esta
estrictamente asociado a proliferacion celular y esta
ausente en células en reposo. El Ki67 es una sefial de
que los miofibroblastos son las células mas pro-proli-
ferativas presentes en el DC. El SMA se muestra en la
DD principalmente a nivel de los nddulos; es el marca-
dor caracteristico de los miofibroblastos y se localiza
principalmente alrededor de los vasos sanguineos en
la CD por la transformacion de fibrocitos en miofibro-
blastos'®. El CD34 es un marcador de estos fibrocitos
presente en mayor cuantia en muestras de DD respecto
de sujetos sanos; principalmente se muestra en células
derivadas de la cuerda y del nddulo" y en las zonas
limitrofes de la lesion donde determinan la presencia
de fibroblastos. Nuestros datos se relacionan mas con
el tiempo de evolucién que con el tratamiento previo.
Los pacientes tratados previamente con CCH presen-
tan cambios atribuibles a la recidiva de la DD, sin nin-
guna alteracion distintiva. Su evolucion en el tiempo,
mucho mas corta, favorece la aparicion de cambios en
los que la fase de evolucion se mantiene entre estadios
fibrocelulares y fibroticos.

Los procesos consecutivos a la administracion de la
CCH son iguales que tras la realizacion de una FSC a
nivel tanto de la sustancia fundamental de la matriz
extracelular como celular. Después de cualquier tipo
de intervencion se produce un fenémeno inflamatorio
destinado a regenerar el tejido dafiado; en el caso de la
cirugia se trata del tejido extirpado lesionado y en el
caso de la CCH se trata del colageno degradado y la
alteracion de la matriz extracelular. Los fragmentos de
colageno estimulan a los PMN'? y a los macrofagos'®
ocasionando el inicio de una respuesta inflamatoria de
cura de herida que evoluciona siguiendo las mismas
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fases que el cualquier proceso de lesion tisular. Este
fenémeno finaliza con la formacion de la cicatriz de-
finitiva tras varios meses', siendo la unica diferencia
entre los dos procesos el que tras una cirugia se ha pro-
ducido una lesion a la piel y tras la inyeccion de CCH
habitualmente no.

Bajo esta premisa, la cirugia tras la recidiva de la
DD con cualquiera de los tratamientos establecidos no
ha de presentar ninguna diferencia estructural salvo
la integridad de la piel. La encuesta de Hay* indica la
presencia de cuerdas similares a las primarias frente a
cuerdas con gran componente fibrético, mal organiza-
do y adhesion alrededor de la misma. Esta sensacion
que tienen muchos cirujanos en las recidivas de la CD
tras la inyeccion de CCH evidenciada en el articulo de
Hay* se muestra clinicamente en el trabajo de Eberlin'®
en una serie de 11 pacientes en donde la sensacion sub-
jetiva de la variedad de resultados es muy marcada.

Nuestra serie también muestra esta variedad ma-
croscopica aunque microscopicamente haya uniformi-
dad en cuanto a una evolucion normal de la CD. La
causa de esta alteracion macroscopica la establecia
ya Luyck!, indicando que la proliferacion de nédu-
los microscopicos podia formar placas y no noédulos,
cambiando el aspecto habitual al que estamos acos-
tumbrados al intervenir la DD y asemejandose mas
al aspecto de una placa. Aunque no dudamos de la
variedad de presentaciones que muestra una cuerda y
que en ocasiones la adhesion a estructuras adyacentes
es evidente, consideramos que es muy dificil dilucidar
que pacientes han sido sometidos a un tratamiento o a
otro. Esta valoracion resulta practicamente imposible
de establecer por el cirujano porque en todos los pa-
cientes vamos a encontrar un factor que nos va a hacer
valorar subjetivamente nuestra percepcion antes de ini-
ciar la intervencion: la presencia o ausencia de cicatriz
cutanea. Por ello, en nuestro estudio el analisis ha sido
ciego tanto para el estudio patoldgico como para el es-
tadistico, enmascarando los datos para evitar sesgos.

Aunque habitualmente no se realizan estudios de
imagen para la valoracion previa de la DD a nivel de
cada dedo que se va a infiltrar, la presencia de multiples
cuerdas puede ser motivo de recurrencia precoz de la
enfermedad. En nuestra experiencia hemos objetivado
algun caso de cuerda pretendinosa tratada con CCH en
la que se mantiene y ha evolucionado la recurrencia a
expensas de cuerdas radiales o cubitales que no habian
sido digeridas por la CCH, objetivandose una zona fi-
brosa central correspondiente a la cuerda infiltrada y
digerida previamente sin la misma evolucion que una
cuerda lateral o espiral presentes en el mismo radio. El
concepto de recurrencia en estos casos es muy relativo
ya que a pesar de una extension completa inicial, la
presencia de cuerdas accesorias o adyacentes provoca
la rapida flexion del dedo a pesar de un tratamiento

correctamente realizado con CCH, presentandose una
recurrencia definida por la flexion de un dedo previa-
mente tratado, con una cuerda palpable, pero de origen
distinto a la tratada inicialmente. Hoy en dia todavia no
existe un claro consenso a la definicion de recurrencia
en la DD y este problema se acenttia en el caso del
tratamiento con CCH confundiéndose a menudo con el
concepto de extension de la enfermedad; la flexion de
mas de 20° a expensas de una cuerda no tratada adya-
cente a otra cuerda que si ha sido tratada (por ej.: una
cuerda radial adyacente una MCF tratada de una cuer-
da pretendinosa) se consideraria recidiva actualmente,
pero, ;se trata de una recidiva, una extension de la en-
fermedad o un tratamiento incompleto? Actualmente
no hay una respuesta a esta pregunta y puede plantear
un extenso foro de debate al respecto. El desarrollo de
recurrencias tampoco tiene una base establecida. Dias'
establece una serie de patrones clinicos de recurrencia
en cuanto al tiempo de evolucidn, pero no indica nada
acerca de su estudio patologico o de sus posibles cau-
sas. Balaguer®® y Rombouts® establecen unos criterios
histologicos para la valoracion de la posibilidad de re-
currencias segun el estadio histologico de la muestra
de pacientes con FSC, pero este método no se utilizado
habitualmente. El desarrollo de recurrencias es hoy en
dia el primer problema respecto a la DD ya tratada y
el tratamiento de estas recurrencias con pacientes con
problemas en piel por cirugias previas, cicatrices re-
tractiles o afectaciones articulares aumenta la dificul-
tad de la cirugia.

En cuanto a las limitaciones de nuestro estudio pasan
principalmente por el nimero de muestras analizadas,
por lo que nuestros resultados deben ser tomados con
la maxima cautela. Las muestras obtenidas se encuen-
tran en su mayor parte en fases fibroticas de la enfer-
medad, por lo que la evolucidn histologica, aunque la
asumimos como la misma que en la FSC, no podemos
asegurar que presente diferencias. Son necesarios mas
estudios para la valoracion de los aspectos macros-
copicos y los distintos problemas quirurgicos que se
plantean en cada uno de los casos, considerando este
trabajo una primera aproximacion al problema de la
cirugia de recidiva de la DD tras tratamiento con CCH.

En conclusion, nuestros resultados indican que his-
tologicamente las recidivas de la DD después del tra-
tamiento mediante FSC o CCH son indistinguibles. El
enfoque de la cirugia de las recidivas de la DD tras tra-
tamiento con CCH ha de realizarse con el mismo cui-
dado que tras FSC. La presentacion de formas macros-
copicas distintas a las habituales de la FSC es posible.
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