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RESUMEN
SUMMARY






Introduccidn: Existen evidencias cientificas que validan la eficacia in vitro del PRP sobre el
metabolismo de los tenocitos y condrocitos, pero hay muy pocos estudios in vivo que
muestren este efecto metabdlico positivo sobre los tejidos blandos y articulaciones y que

hagan uso de los biomarcadores para la monitorizacién de los efectos clinicos del PRP.

Objetivos: a) Evaluar la progresion clinica de las lesiones de distintos tejidos blandos (TFDS,
TFDP, LATFDP, y LS) y articulaciones con OA tratados con inyecciones intralesionales e
intraarticulares de PRP, b) Documentar los resultados en términos de porcentajes de
recuperacion del nivel atlético previo (NAP) y de recaidas (R) en los grupos tratados en
comparacidon con los respectivos grupos control, c) Evaluar los efectos de la administracion
del PRP en tejidos blandos y articulaciones sobre algunos biomarcadores (GAGs, COMP y
AH), d) Obtener las conclusiones que orienten un protocolo de tratamiento y e) Evaluar la
inocuidad del tratamiento de las lesiones de tejidos blandos y articulaciones con PRP

obtenido por el método de tubo y doble centrifugacién.

Material y métodos: Durante un periodo de 4 afios (2004 a 2008) se ha evaluado la terapia
con PRP sobre una poblacién de 191 caballos que presentaban lesiones de tejidos blandos
(72 caballos con lesiones del TFDS, 61 agudas y 11 crdnicas; 10 del TFDP, 9 agudas y 1
crénica; 7 del LATFDP, 6 agudas y 1 crénica; 36 del LS: 11 de la PPLS, 7 agudas y 4
cronicas, 6 del CLS, 4 agudas y 2 cronicas y 19 de las RLS, 7 agudas y 12 crdnicas) y
articulaciones (42 caballos); otros 24 caballos, con diversas lesiones de tejidos blandos (TB)
y articulaciones (A), se han utilizado para estudiar los efectos del PRP sobre los
biomarcadores. Los grupos control se constituyeron con 9 caballos con lesiones del TFDS, 3
agudas y 6 crénicas; 4 del TFDP, 2 agudas y 2 crénicas; 3 del LATFDP, 1 aguda y 2 crénicas;
16 del LS: 9 del PPLS, 5 agudas y 4 crdnicas, 2 del CLS, 1 aguda y 1 crdnica, 5 de las RLS,
todas croénicas. Todos los grupos estaban predominantemente integrados por caballos
trotadores de carreras y algunos de salto, doma y recreo. Se realizé6 un examen de cojera de
todos los caballos, incluyendo bloqueos anestésicos, radiografias digitales y ecografias. Las
lesiones de los TB se clasificaron en 6 categorias (escala Rantanen) y las lesiones de las A
segun los signos clinicos, cronicidad y cambios radioldgicos clasicos de la OA. Los pacientes
se reexaminaron a los 15, 30, 45 dias, 2 meses y 4 meses y se realizd un seguimiento a lo
largo de 1 %2 a 3 %2 afios. La preparacidn del PRP se realizé6 manualmente por el sistema de
tubo y doble centrifugacidn; se registraron los recuentos plaquetarios. Se utilizaron métodos
de analisis estadisticos seglin cada caso (Paired T-test, T-Test, Wilcoxon, Kruskal-Wallis) y
ANOVA para evaluar la influencia de los factores “lesidon aguda/crénica” (A/C), “lesién en los
polos de la seccién del TFDS” (LP), “categoria ecografica de las lesiones” (CATL) de los
tejidos blandos, “cambios radioldgicos articulares” (CRA) y “numero de dosis de PRP” (ND).

Se considerd significativo un p<0,05.

Resultados: Todos los caballos tratados progresaron significativamente mejor que (vs) los

grupos control y mejoraron los porcentajes obtenidos con la medicina reparativa y
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documentados en la literatura, tanto en lo que concierne a la recuperacion del nivel atlético
previo (NAP) como a las recaidas (R). Para el TFDS: NAP, 75,7-79,5% vs 40-50%; R, 20-
24% vs 43-93%. Para el TFDP: NAP, 100% vs 0%; R, 16,6%. Para el LATFDP: NAP, 100%
Vs 44%; R, 0% vs 16%. Para el LS: NAP, 100%; R, 22,2%. Para las articulaciones: NAP, 70-
75% vs 0% grupo control casos cronicos; R, 9,5-33%. En el caso de los TB, el factor A/C no
afectd al resultado del tratamiento; los factores LP, CATL y ND afectaron significativamente
al tiempo de recuperacidon del NAP (t50%Catll y t90%CatlII) y al porcentaje de R. En el caso
de las articulaciones, el factor CRA influencié significativamente los porcentajes de NAP y R.
Los recuentos plaquetarios oscilaron entre 94.10° y 289.10° con media= 160,9.10° %
38,4.10° SD, pero este factor no tuvo influencia en los resultados. La administracién
intrasinovial (articular o tendinosa) de PRP estimula la sintesis de GAGs, que se refleja con
un incremento significativo de su concentracién, detectable en el suero y liquido sinovial.
Este estimulo tiene una duracion aproximada de 14 + 5 dias. La administracion de PRP
provoca una disminucion de la COMP degradada, que se refleja con una disminucion
significativa de su concentracion detectable en el suero y en el liquido sinovial. Se han

administrado 358 dosis de PRP y no se han observado reacciones adversas.

Discusion: Los resultados de este estudio clinico indican una mejoria de los indices de
recuperacion del NAP y de R, cuando se comparan con otros estudios clinicos orientados al
prondstico El estudio de los biomarcadores refleja un balance metabdlico anabdlico. Todo ello

contribuye a validar la utilizaciéon del PRP como modalidad de tratamiento regenerativo.

Conclusiones: El PRP constituye un tratamiento seguro, efectivo que alivia el dolor y estimula
la curacién de los TB y A, tal como han evidenciado los examenes de cojera, los parametros
clinicos y los resultados deportivos. Se recomiendan 2 6 mas dosis de PRP para la mayoria

de la lesiones, administradas en intervalos de 15 dias.
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SUMMARY

Introduction: There is in vitro scientific evidence that proves the efficacy of PRP on tenocyte
and chondrocyte metabolism, but there are very few in vivo studies that validate this positive
metabolic effect on soft tissue structures and joints and none to our knowledge using

biomarkers to monitor the effects of treatment.

Objectives: a) Evaluate clinical progression of different soft tissue injuries (SDFT, DDFT,
ALDDFT, and SL) and OA affected joints treated by intra lesional or intra-articular PRP
injection, b) Document results in terms of rate of return to competition or previous level of
performance (RC/PLP) and rate of re injury (R) when compared with control groups, c)
Evaluate the effects of PRP administration on certain biomarkers (GAGs, COMP and HA), d)
Obtain information that may lead to a more objective treatment protocol, e) Evaluate safety
of treatment of soft tissue and joint injuries with PRP obtained by the tube method and

double centrifugation.

Materials and methods: During a 4 year period (2004 a 2008) a clinical study evaluating the
effects of PRP therapy has been conducted in a population of 191 horses that were
presented with soft tissues (72 horses with SDFT, 61 acute y 11 chronic; 10 of DDFT, 9
acute and 1 chronic; 7 ALDDFT, 6 acute y 1 chronic; 36 of the SL: 11 proximal SL, 7 acute
and 4 chronic, 6 of the body of the SL, 4 acute and 2 chronic, and 19 of the branches of the
SL, 7 acute and 12 chronic) and joints (42 horses) problems; another 24 horses, with
various soft tissue and joint lesions were used to study the effects of PRP administration on 3
biomarkers. The control groups were formed of 9 horses with SDFT, 3 acute and 6 chronic; 4
of the DDFT, 2 acute and 2 chronic; 3 of the ALDDFT, 1 acute and 2 chronic; 16 of the SL: 9
proximal LS, 5 acute and 4 chronic, 2 of the body of the SL, 1 acute and 1 chronic, 5 of the
branches of the SL, all chronic. All groups were formed by predominantly trotters, and then
show-jumpers, dressage horses and pleasure riding horses. A complete lameness
examination was performed in all horses, including digital radiography, ultrasonographic
exams and nerve and joints blocks every time it was deemed necessary. Soft tissue injuries
were classified on a scale from 0 to 6 according to Rantanen, and the joints were classified
according to loss of function, chronicity and presence of classic OA radiographic changes.
Patients were reexamined at 15, 30, 45 days, 2 months and 4 months with rechecks up to 1
2 and 3 Y2 years. PRP preparation was done manually with the tube method and double

centrifugation. Platelet counts were registered in all cases.

Statistical analysis: Different tests were used as needed: Paired T-test, T-Test, Wilcoxon,
Kruskal-Wallis, or an ANOVA to test the influence of the factors “acute lesion vs chronic”
(A/C), “location of lesion at the poles of the SDFT cross-section” (PL), soft tissue
ultrasonographic lesion category (LCAT), presence of joint radiographic changes (JRC),
number of PRP administrations (NA). Level of significance was set at p<0,05.
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Results: All treated horses progressed significantly better than controls and also better than
what has been reported in the literature with reparative medicine, both in rate of return to
competition (RC/PLP) and in rate of re injury (R). For the SDFT: RC/PLP, 75,7-79,5% vs 40-
50%; R, 20-24% vs 43-93%. For the DDFT: RC/PLP, 100% vs 0%; R, 16,6%. For the
ALDDFT: RC/PLP, 100% vs 44%; R, 0% vs 16%. For the LS: RC/PLP,100%; R, 22,2%. For
the joints: RC/PLP, 70-75% vs 0% control group of chronic cases; R, 9,5-33%. When
considering soft tissues, the factor (A/C) did not affect the result of treatment; the factors
(PL), (LCAT) and ND significantly affected time needed by 50% and 90% of cases to reach
ultrasonographic cathegory II (t50%CatlIl and t90%Catll), time of recovery of RC/PLP as
well as rate of R. In the case of the joints, presence of (JRC) significantly affected RC/PLP
and R. Platelet counts ranged from 94.103% to 289.10° with a median of 160,9.10° + 38,4.10°
SD, but this did not influence results significantly. Intra synovial injection (joint and tendon
sheath) of PRP stimulates GAG synthesis which is reflected by a significant increase of their
concentration in serum and in synovial fluid. This is observed for approximately 14 + 5 days.
Following PRP administration, degraded COMP concentrations decrease both in serum and in

synovial fluid. A total of 358 injections of PRP were performed with no adverse effects noted.

Discussion: The results of this clinical study indicate an improvement of the rates of return to
previous athletic level and a decrease in rate of re injury when compared to retrospective
clinical studies looking at prognosis. The study of the effects on biomarkers concentrations in
relation to treatment shows an anabolic balance. Both these observations support the use of
PRP.

Conclusions: PRP therapy is a safe treatment option that alleviates pain and stimulates soft
tissue and joint healing, evidenced by improvement in lameness scores, clinical signs and
performance results. At least 2 or more dosages of PRP are recommended for the majority of

lesions with at least 15 day intervals.
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INTRODUCCION






1. MOTIVACION

‘IMPORTANCIA DE LAS LESIONES MUSCULOESQUELETICAS

Los estudios epidemioldgicos demuestran que las lesiones musculoesqueléticas son una de
las causas mas importantes de un rendimiento deportivo pobre o de la retirada prematura de
los caballos de la competicidon. Se sabe que, considerando todos los tipos de caballos de
deporte en su conjunto, las cojeras aparecen con mas frecuencia en la extremidad anterior
que en la posterior (60% vs. 40%), probablemente debido a que el centro de gravedad del
caballo estd situado mas cerca de las extremidades anteriores'?. De hecho, en aquellas
especialidades deportivas en las que los caballos arrastran alguna carga (sulky, coche, etc),
el porcentaje de lesiones en los remos anteriores y posteriores cambia algo (55% vs 45% en
trotadores de carreras; standardbreds) debido al desplazamiento del centro de gravedad en
sentido caudal. También se observa un incremento de las lesiones que afectan a los remos
posteriores en los caballos de salto y doma debido a los esfuerzos de reunién y propulsién.
En general, en la extremidad anterior, hasta el 95% de las lesiones se localizan en las partes
anatémicas distales al carpo’? y, entre estas, casi la mitad (46%) corresponden a lesiones
de tejidos blandos (TB): ligamento suspensor (LS), tendoén flexor digital superficial (TFDS),
tenddn flexor digital profundo® (TFDP).

Aparte de las lesiones de los tejidos blandos, el otro gran capitulo que integra el conjunto de
lesiones musculoesqueléticas se refiere a la patologia articular. Algunos estudios sefialan que

el 60% de las cojeras estdn relacionadas con la osteoartritis (OA)?.
El impacto sobre la economia y las expectativas ludicas de los propietarios es enorme.

Ante este panorama, existe un gran interés social por los resultados de las investigaciones

que se estan realizando en el campo de la medicina regenerativa.
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2. DE UNA MEDICINA REPARATIVA A UNA MEDICINA REGENERATIVA

LA TERAPIA REPARATIVA EN TENDONES Y LIGAMENTOS

Algunos tratamientos basicos de la medicina reparadora que se aplica actualmente a los
tendones y ligamentos ya fueron mencionados en 1964 por Asheim?® e incluian la flebotomia,
la aplicacion de frio local, el vendaje escayolado y el reposo; hoy dia, se mantiene la
aplicacion de frio en algunas fases del tratamiento, el vendaje y el reposo. Durante las
ultimas cuatro décadas se han ensayado numerosos tratamientos y pocos, si cabe alguno,
han evidenciado una eficacia superior al simple reposo prolongado®. Con esta metodologia
solo el 40-50 % de los caballos vuelve a la competicion y las recaidas, segun las modalidades

deportivas, pueden fluctuar desde el 43% al 93%711:26,

La escasa eficacia de estos tratamientos se explica por la fisiopatologia de la reparacién del
tenddn: el tejido cicatricial resultante carece de las propiedades funcionales del tenddn
original®!21®, Existen evidencias de que el tend6n cura en base a la produccién de un tejido
cicatricial fibrocondrogénico con propiedades funcionales inferiores a las del tejido original

normal'’.

LA TERAPIA REPARATIVA EN ARTICULACIONES

Los tratamientos que abordan la patologia articular, con independencia de la causa,
consideran objetivos primordiales el retorno de la articulacidon a su situaciéon normal en el
menor tiempo posible y la prevencién o minimizacién de la gravedad de la osteoartritis. Por
tanto, cualquier situaciéon patoldgica, desde una sinovitis aguda que pueda producir
inestabilidad articular por exceso de liquido sinovial y derivar en osteoartritis, hasta aquellas
situaciones que requieren intervenciones quirurgicas, deberian ser tratadas en el momento

mas adecuado a efectos de prevenir o minimizar la OA*8,

Sin considerar ahora las técnicas quirlrgicas, la medicina reparativa ha abordado esta
patologia mediante diversos tratamientos médicos (AINES, corticoides, hialuronato sodico,
glicosaminoglicanos polisulfatados, pentosan, suplementos orales nutracéuticos a base de
glucosamina y/o condroitin sulfato) que muchas veces sélo tienen un efecto paliativo

transitorio, dependiendo de la gravedad de la lesién.

Llegados a este punto, podemos establecer una analogia con lo dicho anteriormente sobre
los tendones y ligamentos. La baja eficacia de estos tratamientos se explica por la
fisiopatologia de la curacidén de la articulacion: el tejido cicatricial resultante del proceso de
curacién es un tejido fibrocartilaginoso de inferior calidad porque carece de las caracteristicas
histoldgicas y propiedades funcionales del cartilago original y algo parecido ocurre con el

hueso subcondral®®.
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HACIA UNA MEDICINA REGENERATIVA.

Ante esta perspectiva, una parte de la comunidad cientifica se encuentra inmersa en la

15,20-29 ~ asta Ultima

transicion de una medicina reparativa a una medicina regenerativa
basada en tratamientos por los cuales las células madre son inducidas a diferenciarse en uno
o varios tipos celulares especificos requeridos para curar los tejidos o poblaciones celulares

danadas.

Aun hoy, resulta dificil definir qué es una célula madre, resultando mas facil hablar de
algunas de sus caracteristicas o capacidades: autorenovacion, diferenciacion y estabilidad a
lo largo del tiempo®°. Segln su potencial de diferenciacién en diferentes linajes celulares se
tipifican como totipotentes, pluripotentes, multipotentes y adultas, siendo los limites entre
cada uno de estos tipos cada vez mas confusos desde que se ha introducido el concepto de

transdiferenciacion y reprogramacion.

Las células se localizan en un entorno, ambiente o nicho, ya sea “in vivo” o “ex vivo”, que
condiciona o influye en su evolucion. Asi pues, en un determinado nicho, se habla de
diferenciacion y de sefiales reguladoras. Estas Ultimas incluyen aquellos factores internos
(genes) y externos (sustancias secretadas por otras células, contacto fisico con otras
células, nutrientes y factores de crecimiento) que controlan los cambios estructurales y

funcionales de las células y la matriz extracelular.

LESIONES MUSCULOESQUELETICAS EN EQUINOS: HACIA UNA MEDICINA REPARATIVA

MEDICINA REPARATIVA

MEDICINA REGENERATIVA

A

1964. Asheim.

Principios generales:
Flebotomia, frio,inmovilizacién,reposo

A,

2001. Herthel
Aspirado de medula ésea

Senales
A
Corticoides, GAG’s, AH 3 Aproximaciones terapéuticas:
BAPTEN INTERNAS *Células
(genes) B *Biomateriales. Soportes
Serales. Factores de Crecimiento
EXTERNAS
Vuelven a competir: 40-50% -Sustancias secretadas
o Regaen: 50f§2(7° ’ POIF (IS c_elulas B Escasos ensayos clinicos
Fisiopatologia: curacién del tendén +Contacto fisico intercelular
T Recaidac. AN Insuficiente perspectiva temporal
Recaidas: -Factores de Crecimiento
Tx: GAG’s, AH vs. Reposo .
{No hay diferencial? Indicios prometedores
(Dyson SJ, 2004)

\_/— -

Fuente: Elaboracién propia
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INGENIERIA TISULAR. APROXIMACIONES TERAPEUTICAS.

w

La Ingenieria de Tejidos ha sido definida como “un campo interdisciplinar que aplica los
principios de ingenieria y ciencias de la vida hacia el desarrollo de substitutos bioldgicos que
restauren, mantengan o mejoren la funcién de los tejidos o de un érgano completo”?®. La
ingenieria de tejidos se solapa con los campos de la medicina regenerativa y con la biologia
de las células madre desde el momento en que se necesitan las técnicas de estas dos ultimas
disciplinas para diferenciar células en fenotipos que puedan ser ensamblados en los distintos

disefos de estructuras bioldgicas.

Actualmente la ingenieria de tejidos aplicada al tratamiento de lesiones tendinosas se
encuentra menos desarrollada que la aplicada a las lesiones articulares y esto se debe a
varios motivos. En primer lugar, los conocimientos sobre la biologia del desarrollo del tendén
no son suficientes y aun no se entiende cdmo intervienen las sefales y las células en la
formacion y desarrollo de este tejido; este conocimiento resulta fundamental para que las
técnicas y procedimientos de la medicina regenerativa puedan mimetizarlo. Por otra parte,
tampoco se han disefiado buenos modelos in-vivo e in-vitro que permitan el estudio de la
diferenciacion de las células del tenddn y ensayar técnicas de reparacién; ademas, dichos
modelos tampoco recrean o reproducen la forma natural de producirse la lesion.
Probablemente el caballo sea una de las mejores especies para estudiar las lesiones
tendinosas e intentar extrapolar los resultados a otras especies, pero resulta un modelo caro
y con inconvenientes de tipo ético. Por otra parte, la informacion que llega desde la
investigaciéon en medicina humana también es mucho mas extensa en lo que concierte a la
patologia articular, ya que la osteoartritis sustenta una morbilidad mucho mas alta que la

patologia de los tendones.

En estos momentos, las estrategias de ingenieria tisular incluyen la utilizacion de una o
varias de las siguientes aproximaciones: (a) soportes o biomateriales, scaffolds, (b) factores
de crecimiento (FC) y (c) aporte de células®3?%2°, Estas Ultimas pueden ser diferenciadas o
células madre. Las células madre tienen la ventaja de su potencial de diferenciacion en

diversos tipos celulares capaces de sintetizar las matrices de distintos tejidos.

CELULAS MADRE

SENALES BIOMATERIALES
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PRIMERA APROXIMACION. BIOMATERIALES, SOPORTES ESTRUCTURALES.

La primera aproximacion incluye el uso de sustancias que actlan como soporte o scaffolds.
En ingenieria tisular, las células se siembran o fijan sobre una estructura artificial capaz de
permitir el desarrollo tridimensional del tejido. Los biomateriales o scaffolds tienen las

siguientes funciones:

a) Permitir la fijacion, diferenciacion, multiplicaciéon y migracion de células y la sintesis
de matriz extra celular (MEC), tanto en los cultivos ex vivo como en la lesion tratada.

b) Simular las caracteristicas espaciales y biomecanicas del tejido que se pretende
curar.

c) Favorecer la difusion de nutrientes celulares vitales y productos expresados.

d) No modificar el fenotipo celular que se pretende implantar.

Los retos en el disefio de estos biomateriales se centran en sincronizar la degradacion
polimérica del biomaterial con la formacién de matriz extracelular del tejido lesionado,
producir biomateriales con la suficiente resistencia mecanica y que ésta se mantenga
durante las fases iniciales de la curacion, es decir, hasta que el nuevo tejido formado asuma

las cargas biomecanicas.3!

Los biomateriales que se han disefiado hasta ahora apenas mimetizan la morfologia del
tejido natural a nivel estructural. Se supone que este mimetismo es muy importante cuando
se trata de intervenir en tejidos que tienen una estructura con una orientacién direccional
muy definida, como es el caso de los tendones. Se estdn desarrollando biomateriales a base
de fibrillas de diametro y orientacidn controlables. En la actualidad, aun no se ha producido

ningun material con estas caracteristicas para ser utilizado en los tendones a nivel clinico.

USO IN VIVO. TENDONES, LIGAMENTOS Y ARTICULACIONES.

Muy alejado de estos requisitos tedricos se encuentra el uso de matriz extracelular de vejiga
urinaria de porcino (UBM), que se inyecta en forma liquida en el interior de la lesidn
tendinosa. Se supone una sustancia rica en factores de crecimiento y con capacidad
quimiotactica positiva para atraer células indiferenciadas a la zona lesionada. Se han
observado algunas reacciones inflamatorias importantes que tienen que ser controladas con
la aplicacion local de frio y la administraciéon de AINES. En un estudio clinico®? en el que esta
sustancia se combina con otros procedimientos, se afirma que un 85,9% de los caballos

tratados volvieron a la competicidon, aunque no se menciona el porcentaje de recaidas.

Otros materiales utilizados en los tendones incluyen fibras reabsorbibles implantadas

longitudinalmente de &cido. poliglicdlico (PGA) o acido polilactico (PLA).

Los biomateriales que se utilizan en el tratamiento de problemas articulares incluyen
hidrogeles, estructuras esponjosas y mallas, de polimeros naturales (alginato, agarosa,
fibrina, gel de plasma rico en plaquetas (PRP), colageno, gelatina, quitosan, condroitin

sulfato y celulosa) o sintéticos (PGA, PLA, polidioxanona, fosfato tricalcico o de biohueso). El
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inconveniente de los naturales reside en el potencial efecto inmunogénico, mientras que los
sintéticos no favorecen la relacidon célula-soporte y los productos de su degradacion pueden

resultar toxicos33.

SEGUNDA APROXIMACION. SENALES. FACTORES DE CRECIMIENTO.

Algunos de los nuevos tratamientos para las tendonitis/desmitis y algunos problemas
articulares se basan en la administracion de uno o varios FC en el lugar de la lesidn. Los FC
son moléculas proteicas que regulan el metabolismo celular. Aceleran la curacion tisular por
medio de la estimulacién de la proliferacidon celular, el incremento de la sintesis de matriz
extracelular y estimulando la neovascularizacion. Ademas de los efectos anabdlicos, los FC
inhiben las citoquinas catabdlicas que degradan la matriz, tales como las interleuquinas y las
metaloproteinasas de la matriz (MMP). Por ello, los FC constituyen un area de creciente
interés en las estrategias de ingenieria tisular. Los mas estudiados en el area de la
regeneraciéon musculo-esquelética son: platelet derived growth factor (PDGF), bone
morphogenetic protein-2 (BMP-2), transforming growth factor-B (TGF-p), epidermal growth
factor (EGF), vascular endothelial growth factor (VEGF), basic fibroblast growth factor (b-
FGF), insulin-like growth factor-I (IGF-I), hepatocyte growth factor (HGF),
growth/differentiation factor (GDF). (Ver tabla 1).

Tabla 1. Efectos de los factores de crecimiento plaquetarios mas conocidos.

PDGF | TGF-B | IGF-I | VEGF | b-FGF EGF HGF | PDAF
Mitogénesis ++ + ++ +- ++ +
Quimiotaxis ++ + ++ + +
Diferenciacién + +
Angiogenesis ++ ++ ++ ++ + +
Sintesis MEC Colag+ | COMP + | Colag+ Colag+ +
(Coldgeno, COMP) | I Iy III
Antiinflamatorio ++

Los factores de crecimiento, también llamados citoquinas anabdlicas, pueden clasificarse,

segln su procedencia, en (a) sintéticos o heterdlogos y (b) autdlogos.

‘A) FACTORES DE CRECIMIENTO SINTETICOS O HETEROLOGOS

TENDONES Y LIGAMENTOS. ESTUDIOS IN VITRO E IN VIVO.

Se estan estudiando sus efectos, solos o combinados, sobre cultivos de explantes de
tendones?® 41454730 ge ensayan aportes de FC procedentes de médula 6sea (MO), aspirado
de médula 6sea (AMO), PRP, plasma pobre en plaquetas (PPP), liposomas que contienen FC
especificos (TGF-B, IGF-I, etc)*? o mediante plaquetas liofilizadas (Trombosomes™. Cellphire
Inc., Rockville, MD), que pueden ser almacenadas a temperatura ambiente durante varios
meses. El liofilizado contiene una cantidad conocida de plaquetas y se reconstituye con suero

salino fisioldgico o agua®>.
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Resulta esencial conocer la secuencia de intervencion de los FC, sinergias y cascadas
bioquimicas que acontecen en los tendones y ligamentos34*14°, Se sabe que IGF-I se
expresa sobre todo en la fase temprana de la inflamacién, manteniendo niveles superiores a
los normales entre la 2@ y 83 semanas y con un pico maximo alrededor de las 4
semanas®’*!, e interviene en la proliferacién y migracién de fibroblastos y tenocitos y, por
tanto, en la sintesis de coldgeno de la matriz extracelular3*37, TGF-B1 interviene durante la
fase inflamatoria, elevandose la expresion génica a partir de la primera semana y
manteniéndose alta durante 24 semanas y maxima a las 4 semanas3”*!, TGF-B tiene varios
efectos sobre la migracion y proliferacion celular y las uniones de fibronectina. TGF-B

37,38,41
) y

también actia como antiinflamatorio ya que neutraliza o inhibe la expresiéon de IL-1B, TNF-q,

estimula la sintesis de la proteina de la matriz oligomérica cartilaginosa (COMP

IL-6, IL-8%, |a actividad de MMP* . Estas citoquinas catabdlicas estdn ausentes en el tenddn
sano*®. VEGF se produce sobre todo después de la fase inflamatoria, que es cuando estimula
la angiogénesis®’; tiene cierto efecto estimulante sobre la expresién de TGF-B pero no sobre
los genes del coldgeno*®. EI PDGF se produce poco después de la lesién y estimula la
produccién de otros FC, incluyendo IGF-I y TGF-B1.4! El b-FGF es un potente estimulador de
la angiogénesis y un regulador de la migracién y proliferacion celular y la sintesis de

coldgeno®”*t, (Ver figura 1).

Figura 1. SECUENCIA DE INTERVENCION DE ALGUNOS FACTORES DE CRECIMIENTO

COLAGENO TIPO Iy Ill

IGF-1  (nivel alto: 2-8
semanas; max.: 4 semanas)

TGF-B1 (nivel elevado:1-24 semanas; maximo: 4 semanas)
- NIVELES NORMALES DE FC EN TENDON

i IGF-|
PDGF-A
PDGF-B
| ! ! ! ! )
I I I I I |

semana semana semana semana semana

Fuente: elaboracién propia basado en Dahlgren et al. 2005 Isidro Abellanet

En los cultivos in vitro se ha observado*® que el TGF-B es liberado por las plaquetas bajo una
forma inactiva con una vida bioldgica media de unos 90 minutos; una vez activado se aclara

rapidamente. El PDGF-BB se libera en forma activa y tiene una vida media de 2 minutos. Si
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las plaquetas vivas se afladen a los cultivos de explantes de TFDS y LS sin haberlas activado
previamente, liberan FC (TGF-B y PDGF-BB) durante unos 4 dias segun una curva creciente-
decreciente*®. Si los FC se aportan en forma directa o como plaquetas liofilizadas, la
concentracion de FC es maxima desde el principio y luego sigue una curva rapidamente

decreciente dada la corta vida media de los FC*. (Fig. 3)

Sobre cultivos de explantes de TFDS y LS, se ha visto que el PRP y las plaquetas liofilizadas
(PL), en comparacién con el AMO, presentan un mejor balance anabdlico, con un mejor ratio
COL1A1:COL3A1, una mayor expresion de COMP y una menor expresion de MMP-3 y MMP-
13, como consecuencia probable de un mayor aporte de TGF-f y PDGF-BB y un menor

contenido en leucocitos*.

Los FC también se ensayan para estudiar el comportamiento de los distintos cultivos en

presencia de determinados biomateriales®°.

Existen preparados comerciales conteniendo IGF-I. Un estudio clinico®® sobre 6 caballos
evidencia una mayor velocidad de reparacion de las lesiones tendinosas a la vez que una
mayor sintesis de colageno tipo I. Existen pocos estudios con la perspectiva suficiente para
valorar los resultados a largo plazo; uno de ellos?’, menciona que en una muestra de 39
caballos purasangre inglés (PSI) de carreras, evaluados a los dos anos del tratamiento, el
50% volvidé a competir al menos una vez y que el 47% recayd después de haber corrido un

significativo nimero de carreras.

ARTICULACIONES. ESTUDIOS IN VITRO E IN VIVO.

En el campo de la patologia articular los FC sintéticos o heterdlogos se estan empleando
sobre todo para estudiar sus efectos in vitro sobre cultivos de condrocitos y hueso
subcondral o en cirugia experimental®®. Se sabe que IGF-I estimula la produccién de MEC>? y
la proliferaciéon de los condrocitos, pero que este efecto se reduce en sujetos de edad

5355 Asi como IGF-I surte escaso

avanzada y en caso de articulaciones con osteoartritis
efecto sobre los condrocitos alterados®’, TGF-B actla como antiinflamatorio ya que neutraliza
o inhibe la expresién de IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-8%, y puede estimular la reparacién del
cartilago lesionado mediante el estimulo de los condrocitos y la sintesis de COMP. BMP-2
puede estimular la sintesis de proteoglicanos por parte de los condrocitos si IL-1 no esta
presente®’. TGF-B y BMP-2 estimulan la formacién de condrofitos en los margenes articulares
y la consiguiente formacién de osteofitos en articulaciones artriticas®’. Es necesaria la accién
conjunta sinérgica de TGF-B y IL-1 para inducir la expresién de los genes del coldgeno tipo II
y del agrecano de los condrocitos humanos®®. Estos son sélo algunos de los efectos aislados

que se conocen.

Es de singular importancia el conocimiento de las secuencias de intervencién de los FC, sus
sinergias y las cascadas bioquimicas que originan para poder intervenir en el curso de la

enfermedad®®->°.
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Como aplicacién practica en el campo de la cirugia clinica articular podemos mencionar la
adicién de algunos FC (IGF-I) a la masa de medula ésea, enriquecida o no con cultivos de
células mesenquimales, que se compacta en el interior de los quistes subcondrales. Este
abordaje se puede hacer mediante artroscopia. La adicién de FC también se puede hacer

)42

mediante liposomas que contienen FC especificos (TGF-B, IGF-I 0 mediante plaquetas

liofilizadas (Thrombosomes®)*3-4>, como se ha comentado anteriormente.

B) FACTORES DE CRECIMIENTO AUTOLOGOS

Los preparados con FC autdlogos, se pueden obtener a partir de aspirados de medula dsea
(AMO), por puncion de las estérnebras o de la tuberosidad coxal, o bien de plasma rico en

plaquetas (PRP).

AMO

Los aspirados de medula dsea, utilizados de forma directa o cruda, se ensayaron® !y

difundieron inicialmente como fuente de células mesenquimales, aunque su concentracion en
este tipo celular es minima (1/10° hasta 1/4x10% células nucleadas, segin la edad del
paciente) y se sospecha que sus posibles efectos favorables se deben mas bien a la

1464 Existen varias

concentracion de factores de crecimiento presentes en el aspirado
técnicas de obtencion de AMO y algunas no estan exentas de riesgos (perforacion pleural);
por otra parte, el aspirado contiene particulas 6seas que, al ser inyectadas, podrian ser las
responsables de las reacciones inflamatorias y calcificaciones observadas en los tendones.
Por estos motivos, los clinicos que actualmente utilizan este método, centrifugan el aspirado
antes de proceder a su aplicacidn intralesional con la finalidad de eliminar las particulas
Oseas y seleccionar el estrato del centrifugado que contiene algunas células mesenquimales.
Herthel (2001) informd que con este procedimiento el 84% de los caballos tratados volvieron

a recuperar sus capacidades atléticas®?®?,

Como se ha comentado, comparado con el PRP, el AMO contiene mas leucocitos y esto puede

explicar, al menos en parte, el peor balance anabdlico/catabdlico*>64:65:103,106

PRP

En lo que concierne al plasma rico en plaquetas, existen algunos estudios in vitro que

valoran sus efectos sobre explantes de tendones y ligamentos equinos®?°

y muy pocos que
analicen el efecto del PRP a nivel articular o sobre cultivos de condrocitos®®. Las
investigaciones realizadas in vivo en equinos son también muy escasas y se han llevado a
término con un pequeno numero de casos clinicos, pero ya advierten de las posibilidades

terapéuticas del PRP®7-79,

Este apartado se desarrolla mas adelante.
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ANTAGONISTA DE LOS RECEPTORES IL-1 (IL-1ra)

Las nuevas terapias articulares focalizan mucho la atencion sobre la blUsqueda de agentes
neutralizantes de los mediadores de la inflamacién (citoquinas catabdlicas, MMPs, etc)’!. En
este sentido, existe otra modalidad de tratamiento relacionada con las citoquinas que se

basa en la obtencidn de suero autélogo rico en IL-1ra’?”®

, que actua bloqueando los
receptores para IL-1, uno de los principales mediadores en la osteoartritis equina. Existen
varias isoformas de IL-1ra, las secretadas (sIL-1ra) y las intracelulares (icIL-1ra) y pueden
ser liberadas por distintos tipos celulares tales como neutrofilos, macrofagos, condrocitos y
fibroblastos sinoviales. El suero obtenido con este procedimiento (IRAP. Orthokine) contiene,
ademas, algunos FC (FGF-1, HGF, TGF-B1). Los estudios publicados se han centrado en las
articulaciones. En un estudio realizado sobre 262 caballos con patologias articulares, a los 6

meses de finalizar el tratamiento, un 53% de los casos recuperd el nivel atlético previo®.

Sin embargo, algunos estudios piloto indican que IL-1ra podria tener aplicacion terapéutica
fuera del ambiente articular, en tejidos blandos’” y a nivel sistémico. La administracién
intravenosa de IL-1ra en roedores pone de manifiesto un efecto protector contra las
agresiones isquémicas, excitotoxicas y traumaticas del cerebro, aunque sélo un pequefio
porcentaje (4%) atraviesa la barrera hemato-encefalica’®. Se estd explorando su valor

terapéutico como tratamiento sistémico (via intravenosa) en distintas patologias (urticaria).

TERCERA APROXIMACION. CELULAS MADRE

Finalmente, la tercera aproximacion, se fundamenta en el aporte de células, ya sean
diferenciadas o células madre. En medicina equina la mayoria de estudios se estan

realizando con células mesenquimales autélogas obtenidas a partir de aspirados de medula

6sea’®8!, bien de tejido graso®*®

periférica (CD34+)%°%8,

0, mas recientemente y de gran interés, de sangre

Aunque, en principio, las células mesenquimales pueden diferenciarse en osteoblastos,
condrocitos, adipocitos, tenocitos, fibroblastos y miofibroblastos, las células mesenquimales
obtenidas de los tres tejidos antes mencionados (medula dsea, adiposo y sangre periférica)
no presentan la misma capacidad de diferenciacién®?, ni tienen el mismo fenotipo, que puede

variar alin mas tras su cultivo ex-vivo.

Los estudios preliminares realizados con células progenitoras mesenquimales alogénicas
inyectadas en lesiones tendinosas no muestran una respuesta inmune frente a dichas

células®.

CELULAS MADRE EN TENDONES Y LIGAMENTOS

20-24

Varios estudios mencionan los resultados obtenidos, tras un afio de seguimiento, de un

grupo de casos clinicos diagnosticados de tendinitis y tratados con células mesenquimales
cultivadas a partir de AMO, comparandolos con los datos estadisticos preexistentes sobre el

10,11

mismo tipo de caballo de deporte y tratados con métodos convencionales , resultando que
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un 51% de los caballos tratados volvieron a la competicién (31% grupo de referencia) y que
un 30% recayd (56% grupo de referencia). Resulta muy interesante resaltar el hecho de que
todos los caballos que respondieron bien al tratamiento celular fueron implantados en el
intervalo entre el inicio de la lesion y los 44 dias siguientes, mientras que los caballos que
recayeron habian sido implantados mas tarde, en el intervalo de 83 dias. Los autores
hipotetizan sobre la posibilidad de que a los 83 dias pudiera haber ya un exceso de fibrosis
que limitase la eficacia del tratamiento. Otros investigadores mencionan mas limitacidnes, ya
que la aplicacion de células mesenquimales requiere la existencia de una lesidon tendinosa de

tipo anecoico en la que poder depositar el cultivo celular>2°24; sj la lesién supera el 30% de

la seccién del tendén el porcentaje de resultados favorables disminuye significativamente??’.

Estas ultimas hipoétesis recuerdan la importancia que tiene el conocimiento de la cronologia
de las fases de la curacion de un tendon, para determinar el intervalo de tiempo 6ptimo en el

cual deberian aplicarse este tipo de tratamientos regeneradores.

FASES DE LA CURACION DEL TENDON

Se aceptan tres fases (inflamatoria o aguda, reparadora o subaguda y remodeladora o

cronica) que se solapan unas con otras:

(A) AGUDA O INFLAMATORIA

Tras la lesion se produce una hemorragia intratendinosa y se inicia la reaccién inflamatoria,
con incremento de flujo sanguineo, edema, infiltracion con neutrofilos, monocitos y

macrofagos y liberacidon de enzimas proteoliticas.

(B) SUBAGUDA O REPARADORA

A los 5- 7 dias, se observa una disminucién significativa de los neutréfilos y macréfagos que
aparecieron en la fase aguda y, al mismo tiempo, se detecta una importante presencia de
fibroblastos (derivados de los tenocitos del tenddn, de células del endotenon y paratenon y
de monocitos de origen vascular), responsables de la sintesis de coldgeno (tejido cicatricial)
que se va deponiendo de forma aleatoria. El nuevo colageno sintetizado tiene una alta
proporcidon de fibras tipo III en relacién al tipo I (1:1) si lo comparamos con un tenddn
normal (1:10). Simultdneamente, se detectan unas altas concentraciones de

glucosaminoglicanos y unos niveles de COMP integra inferiores a los normales®?.

Alrededor de los 15 dias, la concentracion de la enzima lisil-oxidasa, producida por células de
tipo fibroblastico y responsable del cross-linking (entrecruzamiento), empieza a aumentar
progresivamente hasta alcanzar un maximo alrededor del dia 30 y luego disminuir
progresivamente hasta los niveles iniciales alrededor del dia 50. Se considera que el efecto
de entrecruzamiento de la enzima lisil-oxidasa empiezan a ser significativo a los 30 dias,
cuando simultdneamente empieza a detectarse la deposicién de coldageno orientado y el
incremento de su resistencia tensil. Puede decirse que el periodo de maximo

entrecruzamiento del coldgeno estd comprendido entre los 20 y 50 dias®?.
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(C) CRONICA O REMODELADORA

Finalmente, durante la fase final remodeladora, que de forma natural se extiende hasta los
14-18 meses, se produce una conversion incompleta de fibras de colageno tipo III en tipo I,
resultando un tejido cicatricial sin las propiedades funcionales del tenddn original (capacidad
de elongacion y resistencia a la tension, compresion e incremento de temperatura durante el

ejercicio) 3121593,

FASE IDEAL PARA LA REALIZACION DE LOS TRATAMIENTOS REGENERADORES

Por todo ello, se admiten que la segunda fase seria la mas apropiada para este tipo de
tratamientos regenerativos, ya que existen oportunidades para intervenir en la
reorganizacion estructural de la lesion, lo que en términos de tiempo comprenderia entre los
primeros 5-7 dias y unos dos meses. Por ejemplo, algunos autores sugieren Ila
administracion de IGF-1 durante las dos primeras semanas, ya que los niveles de IGF-1 en la
lesidon no empiezan a aumentar hasta las 4 semanas®’. También existe bastante consenso
para no utililizar AMO y PRP durante los primeros 10-15 dias de la lesion ya que la

hemorragia inicial que acompafia a la lesién alin estd presente!?3116,

CELULAS MADRE EN ARTICULACIONES

Las lesiones que afectan a todo el grosor del cartilago se curan con un tejido fibroso que,
mediante un proceso de metaplasia, se convierte en un tejido fibrocartilaginoso que carece

de las propiedades originales del cartilago hialino®*.

A la luz de los conocimientos actuales, los mecanismos de reparacién del cartilago incluyen
una combinacién de una limitada capacidad intrinseca orquestada por los condrocitos
residentes, una reparacidon extrinseca basada en las células mesenquimales procedentes del
hueso subcondral y, finalmente, un matrix flow consistente en un crecimiento cartilaginoso a
partir de unas proliferaciones o labios cartilaginosos que, desde la periferia de la lesidn, se

extienden hacia el centro de la misma para recubrirla®.

IN VITRO

Se estudian procedimientos para que las células mesenquimales sigan una diferenciacion

condrogénica. Este proceso se puede facilitar con la adicién de FC, como TGF-B3°°.

Determinados FC también incrementan el tamafio y peso de los fragmentos cartilaginosos

obtenidos a partir de células mesenquimales®®,

IN VIVO

En la practica clinica se han realizado esfuerzos en diversos sentidos para lograr un
recubrimiento cartilaginoso. La técnica quirlrgica por la que se realizan microfracturas en el

hueso subcondral para proporcionar células de la médula dsea y FC al entorno articular y
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promover asi la reparacion del cartilago, mejora los resultados clinicos pero el tejido
cicatricial no es como el original. En este caso, el éxito de la ingenieria tisular de base celular
depende de la precisa diferenciacion de las células madre en condrocitos y del ensamblaje de
matriz cartilaginosa con la misma capacidad para soportar cargas que el cartilago natural®’.

31,98 |3 retencién de estos

Asi como la diferenciacion en condrocitos hoy dia parece asequible
implantes celulares en el sitio preciso de la superficie articular continla siendo un reto

quirurgico.

TERAPIA GENICA

Se basa en la transferencia de genes terapéuticos (por ejemplo, el gen responsable de la
sintesis de IL-ra) mediante la insercidon de su secuencia génica en un vector adenovirus. In
vitro, se ha demostrado la expresidn de la proteina IL-ra equina en los cultivos de
sinoviocitos al introducirse el gen equino IL-ra mediante vectores adenovirus portadores de
dicho gen (AdeqlL-ra). Simultaneamente in vivo, en los modelos de estudio de la OA equina,
la adicion del vector adenovirus (AdeqgllL-ra) se acompafia de una reduccion de la cojera y
efusion sinovial, asi como de una disminucidn de las lesiones anatomopatoldgicas en
comparacién con los grupos control®®%, Sin embargo, la aplicaciéon practica de esta
tecnologia se encuentra con un problema inmunoldgico, ya que el virus vector actia como un
antigeno y activa el sistema inmunoldgico del paciente con lo que, a partir de la segunda
dosis, pueden aparecer problemas de intolerancia que se manifiestan con sinovitis®®. Se

estan estudiando otros vectores menos inmunogénicos.

Otras lineas de investigacién estan explorando los resultados de las combinaciones de la
terapia génica (adenovirus vectores AdeqlIL-ra) con factores de crecimiento (IGF-I 6 BMP-2)
y observando los efectos sobre lesiones del cartilago articular o sobre el hueso afectado por

osteomielitis®2-53:101,102,

Para poder llevar a término una terapia génica se precisa un mayor conocimiento de los
genes que intervienen en el metabolismo articular. En este sentido, en un reciente estudio
(Katja Ddusterdieck, 2008 PhD dissertation under the guidance of Dr. David Frisbie. Ohio
State University) se ha presentado una técnica para el aislamiento de RNA de condrocitos de
estratos cartilaginosos superficiales y profundos y determinar qué genes se expresan de
forma diferente segln se trate de un cartilago osteoartritico vs. normal y segun sea el
estrato cartilaginoso del cual proceden los condrocitos. EI RNAm obtenido se ha analizado
mediante un chip de genes equino con capacidad para analizar 3.000 secuencias génicas. Se
han detectado 154 genes que se expresan de forma diferente segun procedan de condrocitos
de las capas superficiales o profundas. Los genes que se expresan en los condrocitos de las
capas superficiales apoyan la proliferaciéon celular, la supresién de la apoptosis y la
estimulacién de varios genes involucrados en la interaccion célula-matriz o en procesos
inflamatorios; sin embargo, la expresion génica en los condrocitos presentes en las capas
mas profundas se concentra en la sintesis de proteinas y proteoglicanos, lo que sugiere una
mayor involucracion en la actividad de sintesis de la matriz. Ademas, se han detectado 17

genes que se expresan de forma diferente segin se trate de un cartilago normal o
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osteoartritico. El esquema de expresion génica en el cartilago OA da lugar a una menor
resistencia de las células ante el estrés y a una inhibicion de la sintesis de proteoglicanos y

del sistema de produccion de energia de la célula.

En la practica, es frecuente la asociacién de varias aproximaciones®>?7,

Tendones Articulaciones

B+C A+B+C

Ejemplos practicos de estas combinaciones:

a) En tendones, la adicidn de PRP al cultivo de células mesenquimales obtenidas a partir
de AMO o tejido graso justo antes de la inyeccion intralesional.

b) En articulaciones, la adicion de IGF-I sintética a la masa de fosfato tricalcico y/o de
médula ésea, enriquecida con cultivos de células mesenquimales obtenidas a partir
de AMO, que se utiliza para el relleno de quistes subcondrales dseos. Una vez
compactada la masa en el interior se sella el orificio de entrada con gel de PRP.
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TERAPIA DE ONDAS DE CHOQUE. SHOCKWAVE THERAPY (SWT)

A medida que se van conociendo los efectos a nivel bioquimico y celular de la SWT, se tiende

a incluir esta modalidad terapéutica dentro de la medicina regenerativa.

Bajo esta denominacién, con frecuencia se incluyen dos tecnologias distintas®1°: |a ESWT

(extracorporeal shock-wave therapy) y la RPWT (radial pressure-wave therapy). (Tabla 2).

Tabla 2
ESWT RPWT
Dispositivo Electrohidraulico Neumatico
Ondas Ondas de Choque Ondas de presion
Presidon (Megapascal) 20-40 MPa 5 MPa (en el aplicador)
Energia en el punto focal 0,05-3 mJ/mm? 0,1-0,3 mJ/mm?
Emisidn de energia Focalizada Radial
Cavitacion En la zona focalizada En el cabezal aplicador
Pérdida energia en profundidad Minima Proporcional a (distancia)?

Existe cierta controversia sobre la variedad de lesiones en las que cada una de estas
tecnologias han demostrado su eficacia y, por tanto, son de aplicacién''®; también resultan
controvertidos los estudios que comparan la eficiencia de estas dos tecnologias en relacion a

una determinada lesion.

Hasta la fecha, las evidencias que apoyan la utilizacién de las SWT como terapia de las

cojeras se dividen en dos grupos!?°:

a) Evidencias concernientes a la estimulacion de la curacién:
En tendones:
1. Incremento de la proliferacién de fibroblastos (equinos)!?!-123,
Incremento del coldgeno fibrilar (equinos)*?t123,
Incremento de la neovascularizacion en tendinopatias (caballos yconejos)!?3:124,
Incremento de la fuerza tensil (conejos)'®*.

Incremento del contenido en hidroxiprolina (conejos)!?*.

o U A W

Incremento de la expresidn de IGF-1 y TGF-B1 (caballos yratas)?2126,

En huesos:

1. Incrementa la osteogénesis (caballos y ratas)!!®120,

2. Buenos resultados en el tratamiento de no-uniones (humanos)!?°.

b) Evidencias concernientes a la disminucion del dolor:
En algunas lesiones cronicas, la ESWT ha evidenciado un efecto analgésico local
perceptible a las 8 horas y que aumenta hasta alcanzar un pico maximo alrededor de las
48 horas, siendo aln significativo al tercer dia después de la aplicacion'?’. Los resultados

obtenidos con la RPWT no parecen tan evidentes?8.
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A pesar de estas evidencias, el mecanismo de accidn aun resulta casi totalmente desconocido
[estimulo hiperhémico (¢é?), estimulo de las citoquinas anabdlicas (¢é?), inhibicion de la
expresion de IL-10 y TNF29],

APLICACIONES
Entesiopatias
Desmitis:
Ligamento suspensor.
Ligamentos colaterales de las articulaciones interfalangianas.
Ligamentos sesamoideos distales.
LATFDP.
Ligamentum Nuchae.
Tendinitis:
TDFS.
TDFP (incluido el trayecto dentro del casco).

Sindrome navicular: solo efecto paliativo transitorio

Osteoartritis tarso-metatarsiana

Quistes subcondrales

Sesamoiditis

Periostitis y sobrehuesos en el metacarpiano/tarsiano III

Valgus/varus

Dorsalgias
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A continuacion, profundizaremos un poco mas sobre los factores de crecimiento de origen
autdlogo y, concretamente, sobre el plasma rico en plaquetas, ya que este trabajo de

investigacion se basa en la utilizacion del PRP en tejidos blandos y articulaciones.

PLASMA RICO EN PLAQUETAS (PRP)

El PRP estda emergiendo como un método econdmico para obtener y administrar factores de
crecimiento (FC) autdlogos. Se reconocen unas ventajas: es rico en FC y contiene proteinas
bioldgicamente activas; posibilita la accion conjunta de multiples FC al mismo tiempo;
incrementa la vascularizacion de los tejidos a través de la estimulacidon de la angiogénesis,
proporciona un inmediato agente hemostatico biocompatible, efectivo y seguro, que es
absorbido por el cuerpo iniciando una regeneracion local; estimula la quimiotaxis,
diferenciaciéon y multiplicacién de multiples linajes celulares, la sintesis de MEC y &cido
hialurénico; compacta injertos o biomateriales, lo que facilita su manipulacién y las
reconstrucciones estructurales, y luego se reabsorbe y se sustituye una vez iniciado el
proceso de regeneracion tisular; acelera la regeneracién de los tejidos blandos e inicia la
cascada de la osteogénesis en un implante de hueso; a nivel dérmico, acelera los procesos
de reparacion de tejidos estimulando la epitelizacidn; reduce el dolor; al ser autélogo, no hay
riesgo de transmision de enfermedades infecciosas y la tolerancia es excelente; el tiempo de
preparacion es breve (20-30 minutos); se concentran plaquetas entre 2,5 y 10 veces el nivel
sanguineo basal, segun el procedimiento de obtencion empleado, y se obtiene el volumen

necesario facilmente.

En medicina humana el PRP se ha utilizado para el tratamiento de heridas, queratitis, cirugia
maxilofacial, plastica y ortopédica y sus aplicaciones siguen incrementandose. En medicina
equina su utilizacion principal se centra en problemas ortopédicos tales como tratamiento de
lesiones de tejidos blandos y articulaciones, ya sea utilizandolo solo o como vehiculo de

implantaciones celulares. También se utiliza en el tratamiento de heridas y queratitis.

La composicion del PRP es compleja ya que, ademas de las plaquetas, contiene algunos
eritrocitos, leucocitos, células mesenquimales circulantes y varias proteinas séricas, como el
fibrinégeno, fibrina, fibronectina, vitronectina y trombospondina, que intervienen en el
proceso de curacién. Sin embargo, el componente que motiva mas interés son los FC
plaquetarios contenidos en los granulos o y que se liberan durante el proceso de activacion

plaquetaria.

FACTORES DE CRECIMIENTO. DEFINICION.

Los FC son péptidos que promueven la proliferacion celular, la diferenciacidn, quimiotaxis y
migracién de varios tipos de células. Como consecuencia de este estimulo a nivel celular, se

produce un incremento de sintesis de los componentes de la MEC.
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MECANISMO DE ACCION DE LOS FACTORES DE CRECIMIENTO

Los FC se unen a los receptores tirosina-kinasa (TKR) de las membranas celulares. Los TKR
son proteinas que, desde la membrana citoplasmatica, se extienden hacia el interior del
citoplasma de la célula. Tras la unidn FC-TKR se activan proteinas mensajeras en el
citoplasma mediante una reaccion en cascada. Estas proteinas llegan al nucleo y activan los
genes responsables del control de la division celular. En consecuencia, se induce la
transcripcion de RNA-m, produciéndose una respuesta bioldgica que inicia las cascadas
bioquimicas que inducen la reparacién/regeneracion tisular. Se desconoce la duracién de la
unién FC-TKR (Figura 2).
Figura 2
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Los FC pueden tener tres mecanismos de accién diferentes. Pueden actuar de forma
paracrina (Los FC son secretados por una célula estimulando asi una segunda célula vecina),
autocrina (las células liberan FC que actlan sobre si mismas, incrementando su actividad) y
endocrina (los FC pueden influenciar una célula de un fenotipo diferente y que ademas esta

en un lugar anatdomico remoto).

CLASIFICACION

Los FC se pueden clasificar en dos grupos: morfométricos y mitogénicos. Los morfométricos
estan relacionados con el crecimiento 6seo y pueden inducir la diferenciacién de células
madre mesenquimales multipotentes en células osteoprogenitoras inmaduras y maduras.
Estos FC se llaman BMP s (bone morphometric proteins), que pertenecen a la superfamilia

de TGF-B. Pero la mayoria de FC presentes en el PRP pertenecen al grupo de los mitogénicos.

Los mas conocidos son: platelet derived growth factor (PDGF), bone mophogenetic protein-2
(BMP-2), transforming growth factor-B (TGF-B), epidermal growth factor (EGF), vascular
endothelial growth factor (VEGF), basic fibroblast growth factor (b-FGF), insulin-like growth
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factor-I (IGF-1), hepatocyte growth factor (HGF), growth/differentiation factor (GDF). Existen
formas isoméricas para muchos de ellos (PDGF-AA,-BB,-CC,-DD; TGF-p-1, -2, -3; VEGF-A, -
B, -C, -D; FGF-1, -2, -4, -7, -9, -10, -19; IGF-1, -2). Se cree que todas estas formas son
activas pero son especificas para ciertos tejidos y sus efectos no son los mismos en todos
ellos. Estas diferencias en cuanto a la especificidad de accién se remarcan aun mas cuando
se comparan los efectos entre distintas especies de mamiferos. Estos FC no son exclusivos
de las plaquetas y muchos de ellos se sintetizan y encuentran en otros tejidos. En este
sentido, se sabe que IGF-I se sintetiza en el higado y que su concentracién en el PRP y el
AMO es similar a la del suero porque las plaquetas no contienen IGF-I o su contenido es

minimo%3:116,

‘CORRELACION ENTRE PLAQUETAS, FACTORES DE CRECIMIENTO Y REPARACION
‘TISULAR

Existe una correlacion positiva entre la concentraciéon de plaquetas y la concentracidon de
factores de crecimiento. Ademas, las concentraciones de FC estan muy positivamente
correlacionadas con la expresion de los genes responsables de la sintesis de la MEC. En otras
palabras, si las concentraciones de plaquetas son altas, hay mas factores de crecimiento y
mas sintesis de proteinas de la matriz extracelular, tales como colageno y COMP3%4!,
producidas por las células del TFDS y LS equino®. Se ha probado que existe una relacién
dosis-dependiente entre algunos factores de crecimiento y la sintesis de algunos
componentes; por ejemplo, IGF-1 y la sintesis de coldgeno3*3¢4!, TGF-p-1 y COMP37-3841,
PDGF-bb y coldgeno tipo I3°**!, Algunos FC son antiinflamatorios, como el TGF, que neutraliza
o inhibe la expresiéon de IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-8, lo que acentla la importancia de
seleccionar un producto con alta concentracion plaquetaria y baja concentracién en

leucocitos, es decir, con bajo riesgo de aporte de citoquinas proinflamatorias (IL-18 y TNF-
0)45,103.

Un buen parametro para medir el resultado de la regeneracion de los tendones y ligamentos
reside en la sintesis de colageno. Tras producirse la lesién tendinosa, se incrementa la
sintesis de COL3A1 y se forman entrecruzamientos (crosslinks) irregulares para contribuir a
la estabilidad del tejido mientras se va incrementando la sintesis de COL1A1 para recuperar
la arquitectura normal del tenddn. El tejido fibroso cicatricial que se forma tras la lesion se
compone de una alta proporciéon de COL3A1, carece de haces de fibras y, en cambio,
presenta un esquema de fibras no lineales desorganizadas que pueden persistir durante 14
meses 0 mas. Se considera que la baja calidad de las propiedades biomecénicas del tejido
cicatricial y la lentitud de la curacién son las responsables de la alta incidencia de recaidas. El

PRP disminuye la expresién de COL3A1 e induce una mayor expresion de COL1A1%°,

También resulta interesante hacer notar que la degradacién del tenddn mediada por MMPs
inducidas por IL-1 y TNF-a de origen leucocitario conduce a un incremento de la produccion
de COL3A1 y que los tejidos tratados con AMO manifiestan una mayor expresion de MMP-3,
MMP-13%4%5 y de COL3A1% que los tratados con PRP.*® Varios investigadores han establecido

que hay una correlacién positiva entre la creciente concentracion de leucocitos en los
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concentrados plaquetarios y la acumulacién de citoquinas inflamatorias (IL-1, TNF, IL-6, IL-
8) desde el 2° al 7° dia de almacenamiento a temperatura ambiente. Los leucocitos se
mantienen metabdlicamente activos a 22°C y las crecientes cantidades de mediadores de la
inflamacién se explican porque se mantienen activas la sintesis y liberacién de las mismas'®3.
Durante el almacenamiento, las concentraciones de IL-1 y TNF se incrementan muy
ligeramente, pero el aumento de IL-8 es muy significativo®*1%, Por otra parte, también se
ha observado que durante el almacenamiento los neutrofilos secretan IL-1ra en cantidades
significativamente superiores a IL-8'%” y es posible que el balance neto favorezca el

anabolismot®.

Debe observarse bastante cautela tanto al extrapolar los resultados in vitro a in vivo como
de un tejido blando a otro (tenddn/ligamento) dentro de una misma especie*® y entre
especies distintas!®®. Este hecho a veces explica la aparente contradiccién entre los

resultados de distintos experimentos**°.

NOTAS SOBRE LA PREPARACION DEL PRP. EFECTOS DE LA CONGELACION DEL PRP

Como se ha comentado, la composicién del PRP es compleja e incluye algunas células, los
leucocitos, sobre las cuales existe cierta controversia. Algunos autores relacionan la
presencia de leucocitos con algunas eventuales reacciones inflamatorias pasajeras que se
han observado tras la administracién de PRP. Fortier!®® considera que los resultados
terapéuticos del PRP dependen de si éste se ha congelado o no antes de la aplicacion y de la
concentracién de leucocitos en el preparado final. De tal manera que, si el PRP se aplica sin
congelar, la concentracién de leucocitos estd significativamente correlacionada con el
incremento de la expresidn génica de los mediadores de la inflamacion (metaloproteinasas
de la matriz -3 y -13; MMP-3,-13) en ambos TFDS y LS equinos'®3, Sin embargo, cuando el
PRP se congela, los leucocitos se lisan, las MMP-3 y -13 se inactivan, se amortigua la
respuesta catabolica y desaparece la correlacidon entre la concentraciéon de leucocitos y la
expresion de las citoquinas catabdlicas. El PRP puede ser mantenido en congelacion durante

6 meses. (Cuadro 1)

En contraposicién a las ventajas mencionadas, pensamos que la congelaciéon del PRP supone
también la lisis de otro de sus componentes, las células indiferenciadas circulantes en la
sangre periférica, que estdn presentes en pequefio nimero pero cuyo efecto sobre el
resultado terapéutico final ain no se ha evaluado. Tampoco se sabe si se trata de varios
tipos celulares ya que se nombran de diferentes formas: LUC’s (Large unstained cells),
pericitos, precursores de los monocitos, mesangioblastos, precursores de las células
endoteliales vasculares, células progenitoras endoteliales. Segin algunos autores estas

células se forman en la medula ésea'!?

. Para obtenerlas se administra al paciente GM-CSF
(granulocyte/macrophage colony-stimulating factor) con el fin de movilizar las células desde
el interior del hueso a la sangre. Al cabo de un tiempo, se procede a la extraccion de sangre
periférica, se aislan las células progenitoras endoteliales marcandolas (AC133+, CD34+) y se

cultivan®-®7, Los cultivos autélogos obtenidos son reinyectados en la lesién del paciente.
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METODOS DE OBTENCION DE PRP

Existen diferentes procedimientos y tecnologias para la obtencién de PRP!!?115

que se
promocionan en base al coste de obtencion del PRP y a la concentracién de plaquetas

conseguida.

EL COSTE

Es un argumento que recientemente se ha visto relativizado desde que se sabe que el PRP se
puede congelar y que a -20°C conserva la actividad de los factores de crecimiento durante 6
meses. Los factores de crecimiento, como todas las proteinas, pierden su actividad tras
repetidas congelaciones, por lo que el PRP inicialmente obtenido deberia dividirse en

alicuotas de 3 -5 ml en jeringas de 6ml y congelarse.

LA CONCENTRACION DE PLAQUETAS

Es probable que la concentracion de plaquetas aun siendo importante, se haya
sobreestimado. Los factores de crecimiento actian por unidn a los receptores presentes en la
superficie de las membranas celulares y activando cascadas de sefales intracelulares. Una
vez que los receptores han sido ocupados por los FC, estos son internalizados por la célula
de forma que el estimulo de esa sefial no actla de forma perpetua, lo que podria conducir a
una proliferacion celular y crecimiento incontrolados (como en el cancer). Asi pues, una vez
que la poblacién de receptores celulares se ha saturado, la adicion de mas factores de
crecimiento no parece tener mucho sentido. Se desconoce la duracién de la unién FC-TKR.
Se desconoce la concentraciéon optima de plaquetas o de FC que hay que aportar en el
tratamiento de las lesiones de los tejidos de los equinos, pero se sabe que en los tejidos
sanos (TFDS y LS) la respuesta a los FC se maximiza cuando la concentracion de plaguetas
es 4 veces la del plasma normal o algo menor®. No existen datos equivalentes para el caso
del cartilago. Por tanto, no hay un motivo claro para utilizar procedimientos o tecnologia por
los que se obtiene una concentracidon de plaquetas superior a 4 veces la concentracion basal.
Por otra parte, la concentracién de leucocitos deberia minimizarse y, en cualquier caso, no

sobrepasar la concentracién o recuento presente en la sangre venosa.

FARMACOCINETICA

La administracion de PRP fresco activado (cloruro calcico), PRP congelado o plaquetas
liofilizadas, proporciona la maxima concentracion inicial de FC. Dicha concentracién va
disminuyendo a lo largo de los siguientes 3 6 4 dias. Sin embargo, cuando se administra PRP
fresco no activado, se estima que la liberacion de los FC se va produciendo progresivamente

durante las siguientes 92 horas**'''®, (Fig. 3)
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Cuadro 1. Tipos de PRP.

TIPOS VENTAJAS INCONVENIENTES
FRESCO:

ACTIVADO Max [FC] MMP s (-3,-13)?

muerte CMs
NO ACTIVADO: Uso inmediato: Liberacion FC 3-4 dias MMP s (-3,-13)?

CMs
Uso diferido : Idem + IL-ra MMP 's (-3,-13)?
(horas) (IRAP)
CONGELADO : Méx [FC] Muerte CMs

Inactivacion MMP s
Conservacion: 6 meses

Elaboracion propia. Isidro Abellanet

Fig. 3. Farmacocinética del PRP

[FC] [FC]

1
! I
4 dias 3-4 dias

* PRP fresco activado « PRP fresco no activado
* PRP congelado
* Plaquetas liofilizadas

(Thrombosomes®)

Elaboracion propia. Isidro Abellanet. Basado en Mc Carrel T, Fortier L. (2009)

REACCIONES ADVERSAS

Las escasas reacciones adversas que se citan se han observado cuando el PRP se ha
inyectado durante la fase inflamatoria inicial (1 a 10 dias del inicio de la lesidon), por lo que
se desaconseja el uso de PRP durante los primeros 10-15 dias de la lesion. Se sospecha que

dichas reacciones son de tipo citotéxico y motivadas por los leucocitos’?:193-106,
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COMENTARIO

Hasta aqui se ha querido hacer un breve recorrido sobre las aproximaciones maestras de la
terapia regenerativa. A continuacion se expondra el trabajo realizado durante estos ultimos
cuatro afios (2004-2008), centrado en una modalidad de la segunda aproximacién, el PRP. El
plasma rico en plaquetas utilizado en esta investigacion no se ha congelado, por lo que en su
compleja composicion también incluye algunas células indiferenciadas cuyo potencial efecto
sobre el resultado final es dificil de evaluar; en cualquier caso, ese efecto perteneceria al

complejo “"PRP no congelado”.
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3. OBJETIVOS

1.El objetivo de este trabajo es evaluar la posible eficacia del tratamiento de las lesiones
agudas y crénicas que afectan al tenddn flexor digital superficial (TFDS), tendoén flexor
digital profundo (TFDP), ligamento accesorio del tenddn flexor digital profundo (LATFDP),
ligamento suspensor (LS) y articulaciones de caballos de distintas disciplinas deportivas,
mediante la administracion de PRP autdlogo, obtenido por el método de tubo y doble

centrifugacion.

2.Evaluar el efecto del PRP autélogo, obtenido por el método de tubo y doble centrifugacion,
sobre algunos biomarcadores (GAGs, COMP y AH), cuando se administra como
tratamiento de lesiones agudas y cronicas de los tejidos blandos y articulaciones de

caballos de deporte.

3. Obtener conclusiones que puedan ayudar a orientar un protocolo de tratamiento,
mediante la documentacién y evaluacion de:

a) Los recuentos plaquetarios en el momento de la obtencidn de la muestra de sangre.
b) El nimero de dosis de PRP administradas y los efectos dependientes.

c) Los resultados del examen clinico y ecografico.

d) Los resultados deportivos y las recaidas.

e) Los efectos del PRP a nivel bioquimico, baséndose en la valoracién cuantitativa de

algunos biomarcadores (GAGs, COMP, AH).

4. Evaluar la inocuidad del tratamiento con PRP autdlogo, obtenido por el método de tubo y
doble centrifugacion, de las lesiones de tejidos blandos y articulaciones del caballo.
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CAPITULO 1
TEJIDOS BLANDOS






1.1 FUNDAMENTOS TEORICOS






EPIDEMIOLOGIA

Las lesiones de los tendones y ligamentos son frecuentes en los caballos y representan un
reto terapéutico. A pesar del esfuerzo de mentalizacién y difusion cultural realizado entre
todas las personas dedicadas a la medicina veterinaria del caballo sobre la importancia de la
deteccidn precoz de la lesidén, de la tecnologia orientada al diagndstico por imagen y del
rango de tratamientos disponibles?, el porcentaje de recaidas es muy alto, variando segun la

especialidad deportiva entre el 43% y el 93%?2°,

La incidencia de las lesiones de los tendones y ligamentos se ha estimado entre el 11% vy el
46%7°, Concretamente en el PSI, las lesiones de los tendones constituyen la causa mas
importante de retirada de las carreras®. Las lesiones del TFDS son las mas frecuentes entre
los tejidos blandos distales al carpo. El 93% de las lesiones de tendones y ligamentos en los
caballos National Hunt afectan al TFDS!. En otras disciplinas deportivas, tales como las
carreras de trotadores (Standardbreds) y las competiciones de salto, doma, resistencia, polo,
doma vaquera y enganches, se observa un incremento de lesiones del LS, TFDP y el
ligamento accesorio del TFDP (LATFDP). Se supone que el TFDS y el LS son mas propensos a
las lesiones que el TFDP porque los primeros reciben la carga en el momento de apoyo,
mientras que el TFDP interviene algo mas tarde. Cada especialidad deportiva conlleva un
escenario propio donde el caballo, el hombre y el terreno interactian de forma particular,

requiriendo esfuerzos anatdomicos especificos y propendiendo a determinadas lesiones.

TENDONES Y LIGAMENTOS. DEFINICION Y FUNCIONES.

La distincion entre tendones y ligamentos normalmente se ha basado en aspectos
anatomicos; los tendones se interponen en la unién musculo-hueso, mientras que los
ligamentos intervienen en la unidn hueso-hueso. Las investigaciones sobre la topografia, la
biomecanica, la ultraestructura y la composicion de la matriz han revelado una combinacién

de estas dos estructuras en una serie de tendones y ligamentos anatémicamente “puros”’.

Los tendones y ligamentos pueden tener una funcion meramente “posicional”, tal es el caso
del tenddén extensor digital comun (TEDC), o actuar como elementos “eldsticos que
almacenan energia” para lograr una locomocion eficiente, como es el caso de los tendones
TFDS y TFDP y el ligamento LS. La energia acumulada se libera durante la fase de
propulsién. Estos tendones “acumuladores de energia” cuentan con unos ligamentos
accesorios que unen el tenddn directamente al hueso, brindando un soporte en los

momentos de carga maxima’-4041,

Los ligamentos periarticulares alinean y estabilizan huesos adyacentes y proporcionan una
resistencia pasiva frente al movimiento. Los ligamentos estan sujetos a fuerzas con multiples

vectores direccionales dependiendo del grado de movilidad de la articulacién'?.
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DIFERENCIAS ESTRUCTURALES ASOCIADAS A LA FUNCION.

Estas distintas funciones parecen llevar parejas algunas especificidades en la composicion

quimica y en la estructura de estos tejidos*?.

Por lo que respecta a los tendones, las cargas que soportan son muy distintas. Los tendones
extensores sélo reciben cargas bajas, mientras que los flexores las reciben altas y de forma
sostenida (7-10 KN en el TFDS)!3. Los tendones extensores estdn menos hidratados y
contienen mas colageno que los flexores. El contenido en la COMP es mas alto en los flexores
que en los extensores, especialmente en edades tempranas antes de llegar a la madurez del
tendén (2 afios de edad) y, en los adultos, en las zonas de compresién, donde hay un

cambio de direccién del tendén”*°.

En lo que concierne a los ligamentos periarticulares, a pesar de presentar una composicion
similar a los tendones, son mas complejos desde el punto de vista anatémico, con multiples
haces fasciculares que a menudo presentan una apariencia espiralada, y se tensan y relajan
en distintas posiciones articulares, dependiendo del haz fascicular. Ademas de proveer un
soporte para la articulacion, también aportan informacion propioceptiva. La capsula articular
fibrosa estd muy vinculada a estos ligamentos y funciona de un modo muy similar, de forma

que puede considerarse como un ligamento “honorario””.

Las fibras de colageno en los tendones siguen una disposicion paralela, mientras que en los
ligamentos se disponen en distintas direcciones y con menos entrecruzamientos a efectos de
poder asistir cargas multiaxiales. Los ligamentos contienen algo menos de colageno total y
con una mayor proporcién de colageno tipo III y Glicosaminoglicanos (GAG). Los fibroblastos

de los ligamentos tienden a tener una forma mas alargada.

ESTRUCTURA BASICA COMUN

Los tendones y ligamentos son tejidos conectivos fibrosos caracterizados por una precisa
organizacion de fibroblastos embebidos en una matriz extracelular (MEC) rica en colageno.
Las fibras de colageno guardan una disposicion en fasciculos paralelos a lo largo de las lineas
de tensién. Los fibroblastos también se disponen longitudinalmente entre las fibras de
coldgeno y sus citoplasmas se extienden transversalmente, envolviendo las fibras de

colageno, creando una red tridimensional de uniones GAP célula-célula y célula-MEC.

1. CELULAS

Aunque al conjunto de células se les denomina tenocitos, es problable que no se trate del
mismo tipo celular. Se han identificado 4 grupos: I, II, III y IV, este ultimo en el endotenon.
Se desconoce su actividad individual porque no hay marcadores especificos para cada tipo ni
procedimientos para la recogida especifica. Los tenocitos estadn relacionados con los

fibroblastos pero no se sabe hasta qué punto’.
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Ademas, hay otras células: los fibroblastos del endotenon, epitenon y paratenon y células de

tipo sinovial del epitenon en aquellas zonas en las que el tenddn esta incluido en la vaina.

Es probable que el metabolismo del tenocito esté regulado por los estimulos mecanicos y por
el estimulo de las citoquinas. Los tenocitos requieren la adicién de FC (TGF-B) para que
respondan a estimulos tensiles. La sintesis y distribucuion de TGF-B en el TFDS varia con la

edad; los niveles mas altos se detectan en animales jovenes y, sobre todo, en el endotenon.

2. MATRIZ DEL TENDON

La MEC de los tendones y ligamentos se puede dividir en dos componentes principales: la

sustancia basica amorfa y los elementos fibrosos.

a) La sustancia basica es un gel amorfo constituidos por complejos de carbohidratos-

proteinas hidrofilicos (glicoproteinas estructurales no colagenas) y agua. Los tendones y
ligamentos normales contienen un 65% a 70% de agua. Las proteinas no colagenas suponen
el 5%-6% de la materia seca del tenddn y ligamento, pero juegan un papel muy importante
en las interacciones célula-célula y célula-MEC, asi como en la fibrilogénesis del colageno, el

control del didmetro de las fibrillas de coldgeno y la homeostasis del tendén y ligamento.

Las glicoproteinas no colagenas son esenciales para la organizacién y funcion del tejido!* y

se suelen dividir en tres grupos:

COMP: Los niveles de la COMP son mas altos al nacer y van aumentando sobretodo en las
zonas de tensidon. Después de la madurez del tenddn (2 anos de edad), los niveles de la
COMP decaen en las zonas de tensién pero no en las zonas de compresién (Ej: a nivel del

menudillo)*15,

Se sospecha que su funcidn es unir coldgeno fibrilar: puede capturar 5
moléculas de colageno para unirlas en una fibrilla durante las fases iniciales de formacién de
fibrillas. Luego se suelta. No se une a fibrillas ya formadas. In vitro se ha visto que puede
acelerar la fibrilogénesis y parece que actla mas como una molécula organizadora que
estructural'®. Esto podria explicar el hecho de que su presencia sea maxima durante la edad
de crecimiento y madurez del tenddn y que luego vaya decayendo con la edad. Se ha
observado que existe una clara y positiva correlacién entre los niveles de la COMP vy las

propiedades mecanicas del TFDS durante la maduracion esquelética®’.

Proteoglicanos: Pueden dividirse en dos grupos: los proteoglicanos grandes (agrecanos,
presentes en el cartilago articular, y su equivalente en el tejido blando, los versicanos) y los
pequefios (decorin, biglucano, fibromodulina, lumicano, mimicano). Los proteoglicanos
grandes retienen agua y son mas abundantes en las zonas de compresion. De los pequefios,
el decorin estéd muy presente en las zonas de tensidn; une fibras de colageno tipo I e
interviene en los entrecruzamientos (crosslinks) no covalentes, es decir, en la capacidad
tensil. La fibromodulina interviene en la morfologia fibrilar. Estos pequenos proteoglicanos se

unen a factores de crecimiento como TGF-p.
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Otras proteinas no colagenas: Su funcién no esta aclarada. Trombospondina 4, tenascina C,
fibronectina, acido hialurdnico, elastina. Y una gama de coldgenos menores especialmente

presentes en el endotenon.

b) La porcidn fibrosa Estd compuesta de colageno y elastina. La elastina supone el 1%-2%

de la sustancia seca y contribuye dotando de elasticidad a estos tejidos. El coldgeno
representa cerca del 80% de la materia seca. En los tendones el 95% del colageno total es
colageno tipo I, mientras que en los ligamentos este porcentaje es menor (85%). El resto del
colageno total esta constituido por colageno tipo III y, en menor proporcidn, por otros tipos

de colageno.

El colageno tipo II es el que predomina en el catilago articular, pero también se detecta su

presencia en las uniones tendén-hueso y en las zonas de compresion del tendon.
El colageno tipo III se detecta sobre todo en el endotenon y ligamentos.

La estructura del coldgeno se asienta en la organizacion jerarquizada de subunidades de

tamafio decreciente, que podemos esquematizar de la siguiente forma:

Tropocolageno > microfibrillas > subfibrillas > fibrillas > fibras > fasciculos (forma ondulada)
> union de fasciculos por endotenon. El endotenon se continla hacia la periferia del tenddn,
envolviéndolo con lo que se conoce como epitenon. En las zonas en las que el tenddn no esta
incluido en la vaina sinovial, alrededor del epitenon se localiza otra capa fibrosa conocida

como paratenon (Figura 1).

El ojo humano puede apreciar la estructura fascicular, pero se necesita la microscopia éptica
para observar las fibras y la electrénica para poder ver las fibrillas y las subunidades

inferiores.

Las fibrillas de colageno se unen unas con otras mediante entrecruzamientos covalentes
(“crosslink™), que en el caso del colageno tipo I se produce entre la lisina e hidroxiprolina. El
B-aminopropionitrilo (BAPTEN) inhibe estos entrecruzamientos covalentes!®. Otro tipo de
entrecruzamiento es el no-covalente (electrostatico), que se produce entre los proteoglicanos
y glicoproteinas que envuelven las fibrillas de colageno. Este tipo de enlace no es tan fuerte
como el covalente, pero se produce en gran nimero y se supone que, finalmente, es el

responsable mas importante de las propiedades mecanicas del tenddn.

3. ENDOTENON, EPITENON Y PARATENON

El endotenon porta vasos y nervios y en el residen tipos celulares que se sospecha son
mesenquimales indiferenciados. En el endotenon se encuentran FC como TGF-beta. El
endotenon se continlda alrededor del tendén en lo que se conoce como epitenon. Alrededor
del epitenon, en las zonas sin vaina sinovial, existe una envoltura fibrosa y elongable, el

paratenon, que se supone aporta vasos sanguineos y elementos celulares para la reparacion.
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En aquellas zonas donde la trayectoria del tendén cambia de direccién, el tendén queda
envuelto en una vaina que contiene liquido sinovial para facilitar el deslizamiento del tenddn.
En el interior de la cdmara sinovial se encuentra el mesotenon, a modo de tabique que puede
dividir la vaina en dos compartimentos completamente separados o no. Algunas veces el

mesotenon porta vascularizacion para el tendon.

4. IRRIGACION

Los tendones se nutren por perfusion y por difusion. Por perfusion a partir del flujo
sanguineo intratendinoso, procedente de la unién musculo-tendinosa y de la insercion ésea,
y a partir del flujo extratendinoso procedente de vasos que penetran en el tenddn via
paratenon (en la zona sin vaina) o via mesotenon (en la zona con vaina). El otro mecanismo

es por difusidén desde el liquido sinovial (en la zona con vaina).

Tendon

Tropo<ollagen -

Epitenon

Tenocyte Endotenon

Figura 1. Tendon structure and composition. (Aslan H, et al. 2008); J Clin Invest. 2008 February 1; 118(2):
439-444.

CONTROL DE LA HOMEOSTASIS DEL TENDON

Los tendones y ligamentos normales estdn sujetos a finos equilibrios entre procesos
anabdlicos y catabdlicos. Bajo determinadas condiciones de ejercicio, los fibroblastos de los
tendones y ligamentos mantienen un equilibrio entre la degradacién de la MEC y la sintesis
de proteinas reemplazantes. Este equilibrio recae sobre dos grupos de proteinas: las
metaloproteinasas de la matriz (MMPs) y los inhibidores tisulares de la metaloproteinasas
(TIMPs). MMPs son una familia de enzimas proteoliticas que degradan la MEC vy facilitan la
remodelacién, por lo que son esenciales para el mantenimiento y reparacion de los tejidos.
La actividad de MMPs estad controlada por los TIMPs. Sobre este hecho se basan algunas

teorias que explican la fisiopatologia de las lesiones.

PATOGENIA DE LA LESION. TEORIAS. IMPLICACIONES PRACTICAS

TEORIAS CLASICAS. SOBREESFUERZO O SOBREESTIMULACION.

Los tendones pueden lesionarse bien por “sobreesfuerzo” o como consecuencia de un

traumatismo percutaneo, penetrante o lacerante.
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Se cree que las lesiones por sobreesfuerzo se producen como consecuencia de dos posibles
situaciones: 1) se produce una sobrecarga repentina que excede la capacidad de resistencia

biomecanica, o 2) existe una fase de degeneracion previa a la lesion.

Con el primer supuesto explicariamos que todos los tendones y ligamentos tienen
propiedades viscoelasticas, lo que significa que sus propiedades mecanicas varian a medida
que se tensan. En la fase inicial de la tension se produce una elongacién otorgada por el
alineamiento de los fasciculos; en una segunda fase la elongacion se basa en la fuerza tensil
estructural del tenddn o ligamento; cuando se sobrepasa la resistencia tensil, la elongacion
continla en base a la ruptura de los entrecruzamientos covalentes entre las fibrillas que
permite un deslizamiento entre ellas; si se sobrepasa este punto se produce la rotura

tendinosa, que en el caso del TFDS se produce aproximadamente al alcanzar los 12 KN74041,

En el segundo supuesto, la fase de degeneracion se podria considerar como la primera fase
de la tendinopatia. Durante esta fase algunos autores hablan de una “inflamacién

17,19 que no induce un proceso de reparacién, sino que va debilitando el tendén de

molecular
forma progresiva. Se sospecha que existen varios mecanismos que pueden contribuir a la
degeneracion del tendén. Por una parte, se ha observado que con la edad disminuye la
presencia de TGF-B en el endotenon a la vez que se observa un cierto grado de senescencia
celular que afecta a los tenocitos del endotenon que intervienen en la reparacion de los
microtraumas. Se cree que la falta de factores de crecimiento es la causa mas problable de
que los tenocitos no logren sintetizar matriz tendinosa?®2. En los tendones inflamados se ha
visto que las citoquinas inflamatorias (IL-a, IL-1B, TNF-a e IFNy) se localizan basicamente en
el endotenon y en las células epiteliales vasculares®’. En la sintesis de matriz tendinosa se ha
podido comprobar el efecto sinérgico de TGF-B y el estimulo de las cargas?!. Por otra parte,
las repetidas elongaciones y transferencias de energia que se producen durante el ejercicio
conllevan un calentamiento que puede degenerar las proteinas de la matriz?? debido a que la
hipertermia local induciria la sintesis de citoquinas proinflamatorias (TNF-a y IL-1B) por parte
de los tenocitos; dichas citoquinas, a su vez, inducen la liberacién de MMPs?3. Se han
registrado temperaturas de 44°C en el TFDS, aunque parece que los tenocitos pueden

resistirlas®*2>.

Se han identificado varios factores de riesgo que intervienen en la tendinitis: la velocidad,

24,25

el tipo de superficie, el peso que soporta el caballo, |a fatiga , el herraje?®.

TEORIA DE LA ESTIMULACION INSUFICIENTE. UNDERSTIMULATION.

Esta propuesta intenta explicar la cascada de sucesos degenerativos en base a los estudios
experimentales que muestran que la falta de estimulos sobre las células tendinosas puede

ser la responsable de la expresion génica catabdlica que deriva en la degradacién de la MEC

22,23,31

y pérdida de funcién . La falta de cargas equivale a una deprivacion de estrés lo cual,

experimentalmente, conduce a un incremento de la expresidon génica de MMPs y de

27,28

apoptosis Por otra parte, la aplicacion de un estrés ciclico inhibe la apoptosis y la

expresion de MMP?%2°, Esta teoria recibe apoyo adicional con los trabajos que muestran que
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la deprivacién de stress disminuye la expresién de TIMP3 y que la aplicacién de un estrés
ciclico conduce a un incremento de la expresiéon de TIMP en los fasciculos de tenddn®°. La

relacién entre el ejercicio y las células del tendén atn no esta dilucidada3?-34.

Esta teoria apoya la prescripcion clinica de cargas de ejercicio controladas durante los

periodos de recuperacién de las lesiones.

TEORIA BIOQUIMICA

Un estudio reciente3® sobre las tendinopatias humanas ha evidenciado en los tenocitos la
produccion localizada y de origen no neuronal, de sustancias “sefiales” tradicionalmente
confinadas a las neuronas. Estas sustancias incluyen acetilcolina, catecolaminas, sustancia P
y glutamato. Ademas, los receptores para estas sustancias se han encontrado en fasciculos
nerviosos y en las paredes de los vasos sanguineos del tejido tendinoso, asi como en los
propios tenocitos. Estos hallazgos podrian sentar las bases para entender la influencia de
estas sefiales en el dolor, la regulacion vascular y/o los cambios tisulares en las
tendinopatias. Los mediadores bioquimicos presentes en el tenddn pueden influenciar o
irritar los nociceptores, localizados en el tenddn o su alrededor, y causar dolor crénico. Se ha
demostrado la presencia de altas concentraciones de glutamato en humanos con tendinosis
crénicas que cursan con dolor®®. Mas explicitamente, se ha investigado®” mediante métodos
inmunohistoquimicos la respuesta de las biopsias de tendones normales y con tendinosis a
los anticuerpos contra la tirosina hidroxilasa (TH) y neuropéptido Y, y contra los
adrenoreceptores alphal-, alpha2A- y betal. De esta forma, se observd que la mayor parte
de la inervacién simpatética se detecta en las paredes de los vasos sanguineos que entran en
el tendon a través del tejido paratendinoso y que el tejido tendinoso propiamente dicho, ya
sea normal o patoldgico, estd poco inervado. Se detectaron inmunoreacciones contra los
receptores adrenérgicos en fasciculos nerviosos que contienen fibras nerviosas sensoriales y
simpatéticas. Se detectaron niveles altos de estos receptores en las paredes de los vasos
sanguineos; las inmunoreacciones contra los adrenoreceptores alphal fueron claramente
mas pronunciadas en los tendones con tendinosis que en los sanos. Curiosamente, se
detectaron inmunoreacciones contra los adrenoreceptores y TH en los tenocitos, sobre todo
en aquellos de los tendones con tendinosis. La observacion de adrenoreceptores en los
propios tenocitos es interesante porque la estimulacién de dichos receptores puede guiar las
células hacia la proliferacion celular o la degeneracién y la apoptosis, tal como se ha

reconocido en las tendinosis®’.

Utilizando la misma base metodoldgica, en los caballos se ha demostrado la presencia de
sustancia P y neurokinina A acompanando la microvascularizacion de diversos tejidos
blandos (TFDP, ligamento impar y ligamento sesamoideo colateral) y la pared dorsal del
casco®®. En los caballos también se ha demostrado y la presencia de receptores CGRP
(calcitonin gene-related peptide) en la bursa navicular, hueso navicular y en los tejidos
blandos circundantes (TFDP, ligamento sesamoideo colateral, ligamento impar.
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IMPLICACIONES PRACTICAS

Aunque ninguna de las tres teorias ofrece una explicacién integral del problema, sus distintas
interpretaciones de la patogenia de la lesidén pueden derivarse en sendas consecuencias

practicas. (Tabla 1).

Tabla 1.
TEORIA EXPLICA IMPLICACIONES PRACTICAS
“Sobreesfuerzo” Mecanismo de produccién lesidn. Métodos entrenamiento. Profilaxis.
“nfraestimulacién” Adaptacion al estrés. Métodos entrenamiento. Profilaxis.
La curacién requiere un estimulo minimo. Programacion de la rehabilitacion.

Inflamacién neurogénica.

“Bioquimica” . . Ly
q Ciclo dolor/inflamacion.

Orienta tratamiento farmacoldgico

Existen publicaciones que constituyen una referencia basica en esta tematica. En ellas puede

verse la evolucién de los conocimientos a lo largo de estos Gltimos afios (2003-2007)74042,

MOTIVOS PARA UTILIZAR EL PRP EN TEJIDOS BLANDOS

Creemos que hay dos motivos basicos para utilizar el PRP: por sus efectos sobre la
estructura del tenddén y del ligamento (neutralizacion o atenuacién de los mecanismos
catabdlicos de la inflamacion; estimulo anabdlico regenerativo) y por sus efectos sobre el

control del dolor.

1.- PRP incluye FC con efectos anabdlicos sobre los tenocitos (diferenciacion y multiplicacién)
y la sintesis de la MEC (Colageno, COMP)18:42/43:45

2.- Algunos factores de crecimiento inhiben o neutralizan los efectos de las citoquinas
catabdlicas, con lo que se preserva la integridad estructural. TGF-B1 actia como un

antagonista de IL-1, ya sea inhibiendo directamente IL-1 o estimulando la liberacién de IL-

1rgt4-46

3.- Dependiendo de la concentracién de leucocitos y del tiempo de almacenamiento, en los

sobrenadantes de los concentrados plaquetarios se detecta IL-1ra liberada por los

neutréfilos*’ -1,

4.-El PRP reduce el dolor’*>*, Este efecto puede ser el resultado del sumatorio de varios

efectos: la inhibicién o neutralizacién de citoquinas proinflamatorias (TGF-B / IL-1 via p38

35-39,55

MAPK) y sustancias (sustancia P) que hipersensibilizan los nociceptores , el estimulo

56,57

sobre la sintesis de acido hyalurdnico y, en general, por el reequilibrio homeostatico.

5.-El PRP estimula la sintesis de acido hyalurénico por los fibroblastos sinoviales, lo que

contribuye a disminuir el dolor y controlar o revertir la inflamacién%°7,
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1.2. ESTUDIOS CLINICOS






1.2.1 TENDON FLEXOR DIGITAL SUPERFICIAL
(TFDS)






INTRODUCCION

La incidencia de las lesiones de los tendones y ligamentos se ha estimado entre el 11% vy el
46%*3, Concretamente en el PSI, las lesiones de los tendones constituyen La causa mas
importante de retirada de las carreras®. Las lesiones del TFDS son las mas frecuentes entre
los tejidos blandos distales al carpo. El 93% de las lesiones de tendones y ligamentos en los
caballos National Hunt afectan al TFDS*. En otras disciplinas deportivas tales como las
carreras de trotadores (standardbreds) y las competiciones de salto, doma, resistencia, polo,

doma vaquera y enganches, se observa un incremento de lesiones del LS, TFDP y LATFDP.

Se supone que el TFDS y el LS son mas propensos a las lesiones que el TFDP porque los
primeros reciben la carga en el momento de apoyo, mientras que el TFDP interviene algo

mas tarde. El punto de ruptura del TFDS se sita alrededor de los 12 KN®.

La lesion se presenta de diversas formas. Repentinamente, sin signos prodrémicos, durante
o inmediatamente después del ejercicio; algunas veces los signos de calor y dolor aparecen a
las 24 horas después del ejercicio. Otras veces, durante un tiempo, aparecen signos poco
especificos como un ligero “empastamiento”, sin cojera aparente. La tendinitis puede ir
acompafada de distension de las vainas carpal o digital. No siempre hay una correlacién
entre la severidad de la inflamacién y grado de la cojera con la gravedad de la lesidon, y no es
extrafo observar lesiones graves que no van acompafnadas de cojera tras unos pocos dias de

descanso; en éstas, el regreso prematuro al trabajo puede causar una lesiéon aun mayor.

FACTORES DE RIESGO

Las lesiones de los TFDS acontecen principalmente en aquellas especialidades deportivas en

las que se alcanza una velocidad alta (carreras de galope, obstaculos, trotadores).

La superficie de trabajo juega un papel importante. En las especialidades en las que prima la

velocidad las superficies son relativamente mas duras; las pistas duras conllevan cargas

puntuales muy altas lo que, a su vez, deriva en lesiones por sobrecarga.

El balance del casco es tan importante como controvertido. Una conformacién pobre de

talones y con las lumbres largas se ha considerado tradicionalmente que predispone a
lesiones de los tendones. Sin embargo, otros estudios de biomecanica sugieren que tiene
efectos protectores sobre el TFDS?°. Las investigaciones actuales sugieren que la elevacién

de los talones disminuye la carga sobre el TFDP y la aumenta sobre el TFDS y LS.

La fatiga es otro factor de riesgo ya que a medida que ésta aumenta, se modifican las

caracteristicas del tranco y, por tanto, las cargas sobre los tendones. La fatiga muscular

conduce a una pérdida de coordinacién y a un aumento del riesgo de lesién?>25,

El peso del jinete y el sobrepeso del propio caballo también influyen como carga anadida.
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MATERIAL Y METODOS

PACIENTES

En este estudio se incluyeron 72 caballos de diferentes sexos, edades, razas y aptitudes (37
trotadores, 13 salto, 10 doma, 12 silla). Se trataron un total de 72 extremidades. Del total
de la muestra, 61 casos presentaban lesiones agudas y 11 crdnicas. Se realizé un completo
examen de la cojera incluyendo una determinacion del grado de la misma, bloqueos

anestésicos perineurales e intraarticulares para localizar las lesiones, radiografias y

ecografias.
o (o}
B . . B Tabla 1 N N
Después de realizar los respectivos exdmenes CATEGORIA caballos Caballos
1 dosis 2-4 dosis
ultrasonograficos, la muestra de 72 caballos 0
pacientes con lesiones TFDS presentaba la III Aguda 3 (d=2,1)
siguiente distribucién: 16 pacientes Categoria III Crénica 1 (d—22 0)
III, de los cuales 4 recibieron 1 dosis de PRP 15’
- e . IV Aguda 10 _
y 12 recibieron 2 4 mas dosis; 29 pacientes (d=2,5)
- 3
Cat. 1V, de los cuales 11 recibieron 1 dosis de IV Cronica 1 (d=2,3)
PRP y 18 recibieron 2 6 mas dosis; 21 V Aguda 8 10
d=2,6
pacientes Cat. V, de los cuales 10 recibieron ( 1 6)
. - L. . V Cronica 2
1 dosis de PRP y 11 recibieron 2 6 mas dosis; (d=2,0)
6 pacientes Cat. VI, de los cuales 3 recibieron VI Aguda 3 (d—23 0)
1 dosis y otros 3 recibieron 3 6 mas dosis. VI Crénica 0 d_14 .
(Tabla 1; Fig. 1-4) ( =3 )
TOTAL 28 (d=2,43)

Por tanto, 28 caballos recibieron 1 dosis de

PRP y 44 caballos recibieron 2 6 mas dosis.

Los pacientes se volvieron a evaluar antes de cada tratamiento y a los 45 dias, 2 meses y 4
meses del inicio del tratamiento. El seguimiento continué durante un periodo minimo de un

afio y hasta tres afios y medio.
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Fig. 1

TFDS. Distribucién muestras casos AGUDOS segun n? dosis

30
25
20
o
B 15
CASOS
10
5
0
Cat. lll Cat. IV Cat.V Cat. VI
B TRATADOS Agudos 13 25 18 5
W2 6 mas DOSIS Agudos 10 15 10 2
@1 DOSIS Agudos 3 10 8 3
B CONTROLES Agudos 1 1 1
Fig. 2
TFDS. Distribucién muestras casos CRONICOS segun n? dosis
5
4
3
N2 CASOS
2
1
0
Cat. Il Cat. IV Cat. Vv Cat. VI
B TRATADOS Crénicos 3 4 3 1
B 2 6 mas DOSIS Crénicos 2 3 1 1
@1 DOSIS Crénicos 1 1 2 0
B CONTROLES Crdnicos 1 2 2 1
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GRUPO CONTROL

Se aplicé la misma metodologia de examen de cojera sobre un grupo de 9 caballos de
diferentes sexos, edades, razas y aptitudes (4 trotadores, 2 salto, 1 doma, 2 silla) que por
diversos motivos no se sometieron a ningln tratamiento, lo que representa un total de 9
extremidades. Del total de la muestra, 3 caballos presentaban lesiones agudas y otros 6,
cronicas. Después de practicar los correspondientes examenes ecograficos, la muestra del
grupo control de 9 caballos con lesiones TFDS presentaba la siguiente distribucién: 2

pacientes Cat. III, 3 pacientes Cat. IV, 2 pacientes Cat. V, 2 pacientes Cat.VI. (Fig. 1-4).

Fig. 3

TFDS. Distribucién de las lesiones AGUDAS

30

25

20

N2 CASOS 15
10

5

Cat. 1l Cat. IV Cat.V Cat. VI
B TRATADOS Agudos 13 25 18 5
B CONTROLES Agudos 1 1 1

Fig. 4

TFDS. Distribucién de las lesiones CRONICAS

N2 CASOS

Cat. Il Cat. IV Cat. Vv Cat. VI
W TRATADOS Crdnicos 3 4 3 1
B CONTROLES Crdnicos 1 2 2 1
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EVALUACION DE LA COJERA

Las cojeras se clasificaron de 0 a 5, siguiendo los criterios de la American Association of
Equine Practitioners (AAEP)®. Donde 0= normal y 5= el caballo no es capaz de soportar peso

sobre la extremidad.

Los resultados de los test de flexion durante un minuto se clasificaron en una escala de 0 a
3, donde 0= resultado negativo, 1= ligero incremento de la cojera, 2= moderado incremento

de la cojera y 3= severo incremento de la cojera.

Se evalud el calor local, la sensibilidad a la palpacién y el aspecto del tenddn.

EVALUACION ECOGRAFICA

Las lesiones ecograficas se clasificaron segun las seis categorias (I-VI) descritas en una
modificacion de la clasificaciéon original de Rantanen et al” para las lesiones de tendones y
ligamentos. Los parametros ultrasénicos utilizados incluyen: el area de la seccidén
transversal, el area de la maxima lesion, porcentaje de la zona de maxima lesion respecto a
la porcion sana en la seccién transversal, patron ecogénico de la lesidn y orientacién de las

fibras en corte longitudinal. (Tabla 2)

Después de realizar los tratamientos no se catalogé ningun resultado en la Cat I debido al
sutil limite entre las Cat I y II. Ambas categorias se clasificaron como Cat II, clinicamente

”

equivalente a “tendones y ligamentos curados”.

Categoria III Categoria V

[1.D.
M(a) [ NAME 1 1 LEUNEM DE FLO

= =

e

. A .. b -
7.5M X1.86 llﬁ‘?"«l 6 M X1.5 G7EN-38F1. &
MEASURE e ,
E-g CLEAR AREA-E AREA-T MEXT
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Tabla 2

Isoecoico Incremento | Hipoecoico | Anecoico 3 Zonas 5 Zonas 6-7 Zonas 11 Zonas
Grosor

Cat. | SI <25-39%
Cat. Il SI >39%
Cat. 11 Sl NO
Cat. IV Sl 1-25% 1-20% 1-15% 1-10%
Cat. V Sl 26-35% 21-30% 16-25% 11-20%
Cat. VI SI >35% >30% >25% >20%

[1.b 5 H (1.Dn,: 1 CINE  16/80/07

cul
SHCY [ NARE : W PR 117 A LP.SHALSMCa) [NAE TR 1k
¥ . Y Y .

‘SP‘U"

Imagenes: Arriba izda: Cat. VI en fase curacién. Patrones longitudinales anormales (Cat. V a III)
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SEGUIMIENTO CLINICO
El estudio se inici6 en diciembre de 2004 y se finalizé en octubre de 2008.

De la muestra de 28 caballos que sélo recibieron 1 dosis de PRP, se registraron los datos
correspondientes a la evaluacion clinica y ecografica de la cojera durante los dos primeros
meses; a partir de este periodo, no se pudieron obtener datos suficientes sobre su
evaluacion ecografica, carrera deportiva y las recaidas de un numero significativo de
caballos, por lo que esta muestra sélo se analiza estadisticamente con los datos obtenidos

durante los 2 primeros meses.

De la muestra de 44 caballos que recibieron 2 6 mas dosis de PRP, se registraron los datos
correspondientes a la evaluacion clinica y ecografica y a sus carreras deportivas, prestando
especial atencion al rendimiento atlético y a las recaidas acontecidas antes y después de
volver a la competicion. El seguimiento oscila entre un minimo de un afio y hasta tres afios y

medio desde la fecha de inicio del tratamiento.

PREPARACION DEL PRP

El PRP se preparé segln el método de tubo y doble centrifugaciéon®, obteniendo 100 ml de
sangre de forma aséptica de la vena yugular mediante una palomilla 16G (Braun) y
depositandola en tubos al vacio, estériles, de 5 ml., conteniendo citrato sédico al 3,2 %. A
continuacion los tubos se centrifugan a 120g durante 5 minutos. En condiciones asépticas, se
aspira el 50% de la columna de plasma que esta adyacente a la capa leucocitaria. El plasma
obtenido se vuelve a centrifugar a 240g durante 5 minutos y se recupera el 25% de la
columna de plasma adyacente al sedimento y éste mismo. Esta Ultima fraccién, contenida en
jeringas estériles, se activa con cloruro calcico (4.5mEq/5ml) adicionando 50ul / 1 ml PRP.

Se realizé el recuento plaquetario de cada muestra de sangre.

ESQUEMA DE TRATAMIENTO CON PRP

La zona afectada de la extremidad se prepar6 de forma aséptica para las inyecciones. Los
caballos se sedaron con detomidina (Domosedan®, Pfizer) - butorphanol (Torbugesic®, Fort
Dodge Laboratories Inc.). El PRP se inyectd intralesionalmente entre 1 y 4 veces en
intervalos de 10-15 dias, segun la evolucion de la escala ecogréfica. Durante las semanas
que duro el tratamiento los caballos se mantuvieron en reposo o dando paseos a la mano. No

se administrd ningun otro tratamiento sistémico o tépico.

ANALISIS ESTADISTICO

En primer lugar, sobre la muestra total, se aplicé el test T para muestras cuantitativas
independientes para averiguar si la distribucién de la muestra de los casos control era
representativa o comparable con las muestras de los casos tratados con 1 dosis de PRPy 2 6

mas dosis.
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En segundo lugar, sobre la muestra de casos control, que no recibieron dosis de PRP, se

aplico el test Paired-T (2-tailed) y el test Wilcoxon para muestras cuantitativas dependientes
a efectos de comparar la evolucion de las categorias ecograficas lesionales (III-VI) en el
momento del inicio del control y a los 2 meses. También se aplicé el test ANOVA para
determinar la influencia de los factores “lesiéon aguda vs crénica” y “lesion en los polos”
(extremos del corte transversal del TFDS) en el resultado a los 2 meses de haberse iniciado

el control.

En tercer lugar, sobre las muestras de casos tratados con 1 dosis y 2 6 mas dosis, se aplicd

el test Paired-T (2-tailed) y test Wilcoxon para muestras cuantitativas dependientes a efectos
de comparar la evolucion de las categorias ecograficas lesionales (III-VI) en el momento del

inicio, a los 2 meses y a los 4 meses del tratamiento.

En cuarto lugar, sobre las muestras de casos tratados con 2 6 mas dosis, se aplicd el test

ANOVA a efectos de valorar la influencia de los factores “lesidon aguda vs crénica”, “lesién en
los polos” (extremos del corte transversal del TFDS) y “recuento plaquetario” en la evolucion

de las lesiones a los 2 y 4 meses de haber iniciado el tratamiento.

En quinto lugar, sobre las muestras de casos tratados con 2 6 mas dosis, se aplico el test

ANOVA a efectos de valorar la influencia de los factores “lesidon aguda vs crénica”, “lesién en

los polos” (extremos del corte transversal del TFDS) y “recuento plaquetario” en las recaidas.

Todos los analisis estadisticos se realizaron mediante software SPSS ver.14. Se establecié un

intervalo de confianza de 95% y se consideraron valores de P<0,05 como significativos.

RESULTADOS

1. El analisis estadistico resultante de la comparaciéon de las muestras independientes,
pacientes y grupo control, mediante el test T mostré una diferencia no significativa
(p=0,681; 2-tailed, al comparar las muestras “control” y “1 dosis”; y p=0,564; 2 tailed, al
comparar las muestras “control” y “2 6 mas dosis”), por lo que se considerd que la
muestra “control” era representativa de las muestras de casos tratados con 1 dosisy 2 6
mas dosis (Fig. 5, 6).
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Fig. 5

TFDS. Distribucién muestras TOTALES segun n? dosis
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Fig. 6

TFDS. Distribuciéon muestras "Pacientes" y "Controles"
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El analisis estadistico de la muestra control revela que no se observan diferencias

significativas en la evolucion de las categorias ecograficas lesionales (III-VI) comparadas
en el momento del inicio del control y a los 2 y 4 meses de haber iniciado el control
(Paired T test p= 0,165; 2-tailed y test Wilcoxon p= 0,157; 2-tailed) (Fig. 7). El test
ANOVA para determinar la influencia de los factores “lesién aguda vs crénica” y “lesién
en los polos” (extremos del corte transversal del TFDS) en el resultado a los 2 meses de
haber iniciado el control, revela que estos factores no influyen significativamente en
dicha evolucion (ANOVA factor “lesidon aguda vs croénica”, p=0,659 y ANOVA factor

“polos”, p=0,826).
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Fig. 7

TFDS. Evolucién global de todas las categorias CONTROL. Dosis=0
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El andlisis estadistico aplicado sobre las muestras de casos tratados con 1 dosis y 2 6

mas dosis revela diferencias significativas en la evolucion de las categorias ecograficas
lesionales (III-VI) comparadas en el momento del inicio del tratamiento y a los 2 y 4
meses de haber iniciado el tratamiento (Paired-T test p<0,000; 2-tailed), tanto en la
muestra que recibié 1 dosis como en la que se administraron 2 6 mas dosis. Ahora bien,
a los 2 meses, la diferencia respecto a la situacion inicial es ain mas significativa en el
grupo de pacientes que recibieron 2 6 mas dosis (Wilcoxon: Z=-4,347 para 1 dosis; Z=-
5,853 para 2 6 mas dosis), tanto es asi que al comparar la evolucidn de las lesiones de
estas dos muestras a los 2 meses, se observa una diferencia significativa (p<0,001).
(Figs. 8y 9)

Fig. 8
TFDS. Evolucidn global de todas las categorias. Dosis=1
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Fig. 9
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TFDS. Evolucién global de todas las categorias. Dosis=2-4

a)

b)

c)

d)

En otras palabras, si definimos las variables t50%¢CatII y t90%CatlIl como el tiempo
necesario para que el 50% y 90% de la muestra evolucione hasta la categoria II mas

benigna (equivalente a curacidn), observamos los siguientes resultados:

Lesiones iniciales Categoria III. Para los pacientes que recibieron 1 dosis,
t50%Catll= 2 meses y t90%Catll= desconocido (>2meses). Para los pacientes que
recibieron 2 & mas dosis, t50%Catll= 45 dias y t90%CatlI=2 meses. (Figs 10-13,
21, 22)

Lesiones iniciales Cat IV. Para los pacientes que recibieron 1 dosis, t50%Catll=
desconocido (>2meses) y t90%Catll= desconocido (>2meses). Para los pacientes
qgue recibieron 2 6 mas dosis, t50%Catll= 3 meses y t90%CatlI=4,5 meses. (Figs.
13-15, 21, 22)

Lesiones iniciales Cat V. Para los pacientes que recibieron 1 dosis, t50%Catll=
desconocido (>2meses) y t90%Catll= desconocido (>2meses). Para los pacientes
que recibieron 2 6 mas dosis, t50%Catll= 2,3 meses y t90%CatlI=4 meses. (Figs.
16-18, 21, 22)

Lesiones iniciales Cat VI. Para los pacientes que recibieron 1 dosis, t50%Catll=
desconocido (>2meses) y t90%Catll= desconocido (>2meses). Para los pacientes
que recibieron 2 6 mas dosis, t50%Catll= 3 meses y t90%CatlI=4 meses. (Figs. 19
- 22).
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Fig 10-12

TFDS. Evolucidn Lesiones Cat. Il
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Fig. 13-15

TFDS. Evolucién Lesiones Cat. IV
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Fig. 16-18

TFDS. Evolucidn Lesiones Cat. V
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Fig. 19

TFDS. Evolucién Lesiones Cat. VI

CASOS

° 0d|30d|45d(2m|4m|0d |15d(30d|45d|2m |4m 0d|30d/2m|4m
1DOSIS 2 63 DOSIS CONTROL
BCATVI| 3 | 2 |1 |1 3 2 0111
BWCATV 1|2 1 111
B CAT IV 2 2 |1
W CAT Il 2|22
CICAT I 113
Fig. 20

TFDS. Evolucién Lesiones Cat. VI
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Fig. 21
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Fig. 22
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e) Los examenes ecograficos de los pacientes tratados con 2 6 mas dosis pusieron de
manifiesto una evolucién positiva de todas las categorias lesionales hasta confluir en
la Cat. II a los 4 meses de haberse iniciado el tratamiento. Comparativamente, las

lesiones correspondientes a las categorias mas graves (VI, V, IV) evolucionaron mas

98



rapidamente que las de Cat. III, ya que confluyeron en la Cat. II en el mismo
periodo de tiempo. (Fig. 23 y 24).

Fig. 23
TFDS. Evolucién global de todas las categorias segtin n2 dosis
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Fig. 24
TFDS. Evolucién global de todas las categorias segtin n2 dosis
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El andlisis estadistico aplicado sobre las muestras de casos tratados 2 6 mas dosis revela

que la influencia del factor “lesiéon aguda vs crénica” no es significativo en la evolucion
de las categorias ecogrificas lesionales (III-VI) comparadas en el momento del inicio y
a los 2 y 4 meses de haber iniciado el tratamiento (ANOVA factor “lesién aguda vs
cronica” p= 0,785 a los 2 meses y p=0,612 a los 4 meses). El factor “lesion en los polos”
resulta significativo al evaluar la lesion a los 4 meses (ANOVA factor “lesion en los polos”
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p= 0,698 a los 2 meses y p= 0,096 a los 4 meses) (Fig. 25). El factor “recuento

plaquetario” no es significativo (ANOVA p= 0,75 a los 2 meses y p= 0,68 a los 4 meses).

Fig. 25
Tiempo 50% lesiones evolucionen a Cat Il y % lesiones en los
polos TFDS
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e==50% Cat || 1,5 3 2,3 3
e %, lesiones polos 1,7 5 3,7 3,3

5. El analisis estadistico aplicado sobre las muestras de casos tratados con 2 6 mas dosis,
revela que la influencia del factor “lesiéon aguda vs crénica” no es significativa en relacién
a las recaidas que se producen antes y después de llegar a la competicion (ANOVA
factor “lesién aguda vs crdénica” p=0,150 para recaidas antes de la competiciéon y
p=0,219 para recaidas después de la competicién). Por otra parte, el factor “lesién en los
polos” se muestra claramente significativo en relacion a las recaidas antes de la
competicion (ANOVA factor “polos” antes de la competicién p= 0,003) y no significativo
en relacién a las recaidas que se producen después de haber llegado a la competicion
(ANOVA factor “polos” después competicion p= 0,649). El factor “recuento plaguetario”

no tiene significacion en relacion a las recaidas (ANOVA, p= 0,615).

La mayoria de los caballos volvieron a los entrenamientos a los 3 2 - 5 2 meses del inicio
del tratamiento. No siempre se pudieron controlar las pautas de entrenamiento e
incrementos de carga de trabajo. Los caballos de carreras trotadores suelen competir un

promedio de dos veces por mes.

Concluido un periodo de seguimiento (1-3%> afios) sobre la muestra de 44 caballos que

recibieron 2 6 mas dosis de PRP, se obtuvieron los siguientes resultados considerando:

a) Todas las especialidades deportivas en conjunto (44 casos): 9 casos (20,5%) recayeron

antes de volver a la competicidn, 35 casos (79,5%) volvieron a la competiciéon y de estos, 7
casos (20%) recayeron poco después de volver a competir y los restantes 28 caballos
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(64%) han competido durante un periodo de tiempo largo. Casi todas las recaidas (14/16),

el 87,5%, se observaron en el grupo de caballos trotadores. (Fig. 26)

b) Exclusivamente |la _especialidad de caballos trotadores (33 casos), los resultados sobre la

muestra que recibid 2 6 mas dosis de PRP fueron: 8 casos (24,2%) recayeron antes de
volver a la competicidén, 25 casos (75,7%) volvieron a la competicion y de estos, 6 casos
(24%) recayeron poco después de volver a competir y los restantes 19 caballos (57,5%) han

competido durante un periodo de tiempo largo.

Fig. 26 TFDS .RESULTADOS DEL SEGUIMIENTO DE 44 CABALLOS (2004-2008)

RECAEN ANTES DE COMPETIR: LESION “POLOS”:

44 9 (20,5%) 77,7%
CABALLOS

Dosis=2-4
(2,43)

COMPITEN: 35 (79,5%)

RECAEN DESPUES DE COMPETIR: LESION “POLOS”:
7 (20%) 14,3%

35 trotadores
7 salto
2 silla

COMPITEN A LARGO PLAZO:
28 (64%)

Se aprecié la siguiente relacién entre la localizacion de las lesiones en el TFDS consideradas
en una seccién transversal (central, borde dorsal, borde palmar, extremos) y las recaidas: el
77,7% de los caballos que recayeron antes de llegar a la competicién presentaban lesiones
localizadas en los extremos del tenddén al iniciarse el tratamiento, mientras que esta
localizacién se presentaba en el 14,3% de los caballos que recayeron después de volver a

competir. (Fig. 26 y 27).
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Fig. 27

TFDS. Recaidas en relacion a la localizacién de la lesién
y momento de la competicion
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La relacion entre las recaidas y las lesiones en los polos puede clasificarse por categorias .

(Tabla 3. Fig. 28). Se observa que en las categorias mas benignas (Cat. III), las recaidas se

producen después de haber competido durante un tiempo. A medida que la gravedad de las

lesiones aumenta, las recaidas tienden a producirse antes de alcanzar el nivel de la

competicion y ademas aumenta el porcentaje de lesiones en los polos.

Tabla 3. Relacion entre las categorias ecograficas lesionales, las recaidas y las lesiones en los polos.

Categoria | N2 Casos Recaidas
Antes Competicion. (lesidén en polos) | Después Competicidn. (lesion en polos)
III 12 0 0) 4 (1) 25%
v 18 4 (3)75% 2 0)
\Y 11 3 (3) 100% 1 0)
VI 3 2 (1) 50% 0 0)
TOTAL 44 9 (7) 77,7% 7 (1) 14,3%
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Fig. 28

TFDS. Recaidas en relacion a la localizacion de la lesidon
y momento de la competicion
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No se ha observado ninguna relacion entre el resultado deportivo y el intervalo de nimero de

dosis 2 a 3.

La disminucion del calor y la sensibilidad al tacto fue especialmente significativa después de

la primera dosis.

Se administraron 135 dosis de PRP distribuidas entre 73 TFDS (28 TFDS recibieron 1 dosis y
44 recibieron 107 dosis, con una media de 2,43 dosis/tend6n), no observandose reaccién

adversa alguna.

DISCUSION

Los casos control no confluyeron hacia categorias mas favorables a lo largo del periodo de
control de 2 a 4 meses. Se sabe que el periodo de curacién natural del tendén puede durar
14-18 meses*13, Algunos autores se refieren al sindrome compartimental para explicar la

lenta resolucién de las lesiones anecoicas!*.

Los pacientes que recibieron 1 dosis de PRP evolucionaron hacia categorias lesionales mas
benignas al cabo de los 2 meses. Sin embargo la progresion fue mucho mas lenta y de

menor alcance que la del grupo que recibié 2 6 mas dosis.

Los examenes ecograficos de los pacientes tratados con 2 6 mas dosis pusieron de
manifiesto una evolucion positiva de todas las categorias lesionales hasta confluir en la Cat.
IT a los 4 meses de haber iniciado el tratamiento. Creemos que estos resultados encuentran
una explicacién cuando se analiza el nimero de dosis administradas. Se ha mencionado la
relacion dosis-dependiente entre algunos FC y la sintesis de algunos componentes del tendon
(ver introduccidon general). Por lo que sabemos a través de los estudios in vitro sobre

explantes de tendones, durante algunas semanas o meses, algunos FC se expresan
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cuantitativamente mas que en el tenddén sano (IGF-I, TGF-B). Se opina que la expresion de
algunos de estos factores (IGF-I, TGF-B) depende, en cierta medida, del PDGF. Algunos
estudios in vitro indican que la expresién de PDGF-A y PDGF-B, durante las primeras
semanas o meses, esta cuantitativamente por debajo de los niveles del tenddn sano. Por
todo ello, parece l6gico que el tratamiento de las lesiones de tendones y ligamentos requiera

de multiples dosis. (Fig. 29)

Fig. 29. SECUENCIA DE INTERVENCION DE ALGUNOS FACTORES DE CRECIMIENTO

COLAGENOTIPO Iy Il
IGF-I (nivel alto: 2-8 semanas;
max.: 4 semanas)
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n‘ NIVELES NORMALES DE FC EN TENDON ————

IGF-|
PDGF-A
PDGF-B

0 dia 1 22 2 8t 242
Sseémana Seémana Sseémana semana semana
Fuente: elaboracién propia basado en Dahlgren et al. 2005 Isidro Abellanet

Comparativamente, las lesiones correspondientes a las categorias mas graves (VI, V, 1IV)
evolucionaron mas rapidamente que las de Cat. III, ya que confluyeron en la Cat. II en el
mismo periodo de tiempo. Nuestra hipétesis es que en estas Ultimas lesiones mas graves es
mas facil infiltrar cualquier liquido y que, por tanto, recibieron dosis mas altas vy
efectivamente intralesionales de PRP. Inversamente, las dificultades que entrafa la inyeccion
intralesional en el caso de lesiones Cat. III y el menor volumen o dosis depositado en el
interior del tenddn, podrian explicar el mayor tiempo, comparativamente, que se necesita

para que confluyan en la Cat II. (Fig. 30)
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Fig. 30

Nov. 2005 Dic. 2005

Los resultados obtenidos no muestran diferencias significativas en la evoluciéon de las
lesiones dependiendo de la situacion “aguda” o “crénica” en la que se encontrase el tendén
en el momento del inicio del tratamiento. Nuestra hipétesis explicativa se basa en que el
limite entre estas dos situaciones no esta claro vy, tal vez, deba replantearse. Es bien sabido
que la fases clasicas descritas en la fisiopatologia de la curacién del tendén (aguda,
subaguda y croénica), se solapan. Tras la lesion, la expresién génica para la sintesis de
coldgeno tipo I y III se mantiene elevada durante 24 semanas®*, es decir, es comun a las
fases aguda, subaguda y crénica. Ademas, a nivel bioquimico, la actividad anabdlica y
catabélica coexisten como parte del mecanismo de homeostasis (MMPs y TIMPs). En todo
caso, parece que los factores de crecimiento tienen capacidad para activar las secuencias de
cascadas bioquimicas que ponen en marcha los procesos de curacion con independencia de
la fase en la que se encuentre la lesion. Tal vez el término “tendinosis” recoja mejor esta

situacion. (Fig. 29).

Tampoco se ha observado relacién alguna entre el status “agudo” y “crénico” y los

porcentajes de recaidas.

Los resultados obtenidos muestran una relaciéon con una significacion limite o dudosa (p=
0,92) entre la lesion localizada en los extremos (polos) de la seccidon transversal del tenddén y
la necesidad de un mayor tiempo para evolucionar hasta la Cat. II; en este punto pueden

intuirse las limitaciones de la técnica ultrasonografica.
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Si aparece una relacion estadistica entre la lesién en los polos y los porcentajes de recaidas.

Al comentar la relacion entre las recaidas y las lesiones localizadas en los polos, resulta
sorprendentemente que el 77,7% de los caballos que recayeron antes de llegar a competir,
presentaban lesiones localizadas en los extremos de la seccién transversal de los tendones,
mientras que esta localizacion sélo se observo en el 14,3% de los que recayeron después de
competir. Nuestra hipotesis explicativa se basaria en el hecho de que las areas anecoicas
localizadas en los extremos tienen menos posibilidades de recibir elementos reconstructores
por estar aisladas. En base a la anatomia microvascular puesta en evidencia por la
microradiologia, se sabe que la red vascular intratendinosa es mas abundante en la periferia

1221 | a lesién anecoica localizada en el extremo de la seccién del tenddn sélo

del tenddn
recibiria aportes desde “linea divisoria” con la parte sana central del tenddn, que posee una
red vascular mas pobre. La red vascular que discurre por el endotenon no podria suministrar
elementos reparadores alrededor de toda la lesidén, sino que los suministraria desde la
zona con menos recursos vasculares. De otra parte, muy proximos a los extremos de la
seccidn transversal del tenddn, discurren a lo largo del tenddn dos vasos sanguineos, medial
y lateral, que se anastomosan con la red vascular del paratenon!2, La posible afectacién de
esta red vascular podria aislar ain mas la zona anecoica del extremo transversal del tenddn,

incrementandose la necrosis isquémica. (Fig. 31)
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Se ha citado en muchas ocasiones la relacidén entre la gravedad de las categorias ecograficas
lesionales y el prondstico. En el presente estudio, el 83,3% de las recaidas acontecidas entre
los casos clasificados en las Cat. VI y V se produjeron en el periodo anterior a la competicion.
Con este dato parece clara la relacién entre la gravedad de la lesidon y el prondstico mas
desfavorable, pero también se puede argumentar que la ecografia, aun siendo el método de
referencia para diagnosticar y realizar seguimientos de las lesiones tendinosas, es un método

poco sensible!?14

a determinados niveles y que algunos de estos caballos se reincorporaron a
las rutinas de trabajo demasiado pronto, cuando aun necesitaban mas tiempo de
recuperacion o tratamientos complementarios. Por otra parte, el 100% de las recaidas
acontecidas entre los casos clasificados en la Cat III se produjeron después de volver a la
competicion y en el grupo de caballos trotones de carreras, lo que concuerda con la mayor

benignidad de las lesiones de la Cat. III.

Casi todas las recaidas se observaron en el grupo de caballos de carreras al trote. En este
grupo se acumulan mas factores de riesgo®, como la velocidad, las superficies duras, la

repeticion del estrés y, con frecuencia, el balance del casco forzado.

Los resultados obtenidos con el tratamiento con PRP son mas favorables que los obtenidos
mediante tratamientos reparadores convencionales: el 75,7-79,5% vs 40-50% de casos que
vuelven a competir, respetivamente; y el 20-24% vs 43-93% de recaidas después de

competir, respectivamente® 111520,

En los hipodromos locales los caballos trotadores compiten un promedio de dos veces al mes
durante casi todo el afio. A lo largo de estos afios, en que se ha realizado este estudio, no
siempre ha sido posible controlar los protocolos de reincorporacién progresiva al trabajo. Adn
asi, el porcentaje de recaidas, como se ha citado antes, es mas favorable. Tal vez cabe
comentar que los entrenadores contemplan los nuevos tratamientos mas como un recurso

para abreviar los periodos de descanso que como un método para reducir las recaidas.

Entendemos que el factor “recuento plaquetario” no resulta significativo porque con el
procedimiento seguido para la obtencién de PRP se asegura un suministro minimo para un

intervalo de tiempo.

Tras haber suministrado un total de 135 dosis de PRP en TFDS, se confirma la significativa
disminucién del dolor tras la primera dosis de PRP y la buena tolerancia al PRP autélogo y

ausencia de complicaciones, observados en otros estudios piloto?%23,

CONCLUSIONES

Segun se deduce del analisis estadistico, parece aconsejable administrar, al menos, dos dosis

de PRP, en funcidén de la informaciéon aportada por la evaluacion ecografica.

Es importante que la administracidn sea intralesional.
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No parece relevante que el TFDS se encuentre en una fase aguda o crénica, con la Unica

precaucion de no administrar el PRP dentro de los 10-15 dias siguientes a la lesion.

Se debe ser prudente al valorar las imagenes ecograficas y conviene recordar las limitaciones

de la ecografia en el momento de dar de alta el paciente.

Si la lesidon se localiza en los polos de la seccion transversal del TFDS es recomendable que

se administren varias dosis y que se prescriba un periodo de recuperacién mas largo.

Igualmente, si atendemos a los porcentajes de recaidas, parecen requerir mas dosis y mas

tiempo de recuperacion las lesiones mas graves (Cat. V y VI).

Parece que el recuento plaquetario inicual no tiene influencia si el PRP se prepara a partir de

un volumen de sangre de 100 ml, mediante el método de tubo y doble centrifugacidn

El PRP se puede utilizar de forma segura en caballos y representa una alternativa novedosa y
valiosa para el tratamiento de lesiones TFDS, ya que puede proporcionar factores de
crecimiento que aceleran la curacién, mejoran los porcentajes de curacidén y disminuyen las

recaidas en comparacion con los tratamientos convencionales de la medicina reparativa.

El coste econdmico del tratamiento con PRP obtenido por el método de tubo y doble

centrifugacion es comparable al de los tratamientos habituales convencionales.

Las estrictas condiciones de asepsia que requiere el método de tubo utilizado para la

obtencion de PRP no lo hacen recomendable para uso domiciliario.
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1.2.2 TENDON FLEXOR DIGITAL PROFUNDO
(TFDP)






INTRODUCCION

La incidencia de las lesiones de los tendones y ligamentos se ha estimado entre el 8% vy el
46%3, En el PSI, las lesiones de los tendones constituyen la causa méas importante de
retirada de las carreras®. Las lesiones del TFDS son las mas frecuentes entre los tejidos
blandos distales al carpo, pero en ciertas disciplinas deportivas tales como las carreras de
trotadores (Standardbreds) y las competiciones de salto, doma, resistencia, polo, doma

vaquera y enganches, se observa un incremento de lesiones del LS, TFDP y LATFDP.

A nivel metacarpiano y metatarsiano las lesiones del TFDP suelen estar asociadas, en mayor
0 menor grado, a desmitis del LATFDP; a un nivel inferior, en el transcurso por la cara
palmar de la articulacidn metacarpotarsofalangiana, pueden verse lesiones exclusivas del
TFDP, normalmente en forma de roturas longitudinales y, en menor grado, en forma de
lesiones centrales, acompafiadas habitualmente de efusién de la vaina sinovial®>®. Se pueden
ver lesiones que afectan exclusivamente al LATFDP ya que éste tiene una resistencia a la
ruptura bastante menor y se ha visto que con la edad pueden aparecer cambios

estructurales que auln lo debilitan mas’.

El TFDP tiene una alta elasticidad (1585 MPa) y una considerable resistencia a la ruptura
(1700 daN). El LATFDP tiene una capacidad elastica baja (490 MPa) y una menor resistencia
a la ruptura (490 daN). El TFDP limita la extensién del carpo y del menudillo cuando estén
sometidos a cargas altas. A nivel de la cara palmar del menudillo, ademas de las fuerzas de
tension, el cambio de direccién implica también una fuerza de compresién®. El LATFDP

contribuye con el TFDP a limitar la extensién del carpo.

Se supone que el TFDS y LS son mas propensos a las lesiones que el TFDP porque los
primeros reciben la carga en el momento de apoyo, mientras que el TFDP y LATFDP
intervienen algo mds tarde, es decir, al principio de la fase de propulsién®. En posicién
estatica, se sabe que la elevacion de los talones relaja la tensiéon del TFDP y LATFDP;
contrariamente, la disminucion de la altura de los talones o la elevacion de la lumbre,
suponen un incremento de la tensidon del TFDP y LATFDP. Por ello, tal vez los factores de
riesgo que se han descrito tradicionalmente para las lesiones del TFDS, afecten de distinta

forma a estas otras estructuras anatdmicas.

FACTORES DE RIESGO

Las lesiones de los TFDP acontecen principalmente en aquellas situaciones en las que se
prolonga la fase inicial de la propulsidon, ya sea debida a una conformacién del casco con las

lumbres largas y/o con los talones muy bajos, o porque la superficie de trabajo es muy

mullida y facilita el hundimiento del casco y, por consiguiente, dificulta la fase de propulsién
aumentando el efecto palanca y la extension de las articulaciones interfalangianas. Estas

condiciones se reproducen con mas frecuencia en caballos de salto, doma clasica y vaquera.
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Las superficies irregulares pueden provocar un hundimiento excesivo de los talones y
sobrecarga del TFDP y LATFDP®.

La fatiga es otro factor de riesgo ya que a medida que ésta aumenta, se modifican las
caracteristicas del tranco y, por tanto, las cargas sobre los tendones. La fatiga muscular

conduce a una pérdida de coordinacién y a un aumento del riesgo de lesidn.
El peso del jinete y el sobrepeso del propio caballo también influyen como carga afiadida.

Por lo que respecta a la edad, parece existir una clara relacién con las lesiones de LATFDP,
ya que esta lesion se observa mas a medida que aumenta la edad de los caballos destinados

a las disciplinas de salto o a la doma.

Los caballos presentados en estos dos estudios (TFDP y LATFDP) estan distribuidos en

disciplinas deportivas que reflejan lo que se ha comentado anteriormente.

Existen pocos datos concernientes a los porcentajes de éxito y de recaidas de los distintos
tratamientos tradicionales aplicados a estos dos tejidos. Un estudio clinico® sefiala que, sobre
una muestra inicial de 27 caballos con lesiones del LATFDP, 12 caballos, el 44%, volvieron a
trabajar; dos caballos recayeron al poco tiempo y 10 caballos (37%) se mantuvieron

compitiendo durante un periodo de tiempo lago (9 meses a 4 afos).
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MATERIAL Y METODOS

PACIENTES

En este estudio se incluyeron 10 caballos de diferentes sexos, edades, razas y aptitudes (5
trotadores, 2 doma, 3 silla). Se trataron un total de 10 extremidades. Del total de la
muestra, 9 casos presentaban lesiones agudas y 1 crdnica. Se realizd un completo examen
de las cojeras incluyendo una determinacion del grado de las mismas, bloqueos anestésicos

perineurales e intraarticulares para localizar las lesiones, radiografias y ecografias.

Después de realizar los respectivos examenes ultrasonograficos, la muestra de 10 caballos
pacientes con lesiones TFDP presentaba la siguiente distribucion: 6 pacientes Categoria III,
de los cuales 2 recibieron 1 dosis de PRP y 4 recibieron 2 dosis; 3 pacientes Cat. IV, de los

cuales 2 recibieron 1 dosis de PRP y

1 recibié 4 dosis; 1 paciente Cat. V, Tabla 1 N2 caballos N2 caballos
o . o, CATEGORIA 1 dosis 2-4 dosis
que recibié 2 dosis de PRP; ningun 4
paciente Cat. VI. Il Aguda 1 (d=2)
Il Créni 1 0
Por tanto, 4 caballos recibieron 1 onica (d=0)
dosis de PRP y 6 caballos recibieron IV Aguda 2 dl
=4
2 6 mas dosis. (Tabla 1). ( 0 )
IV Crénica 0 (d=0)
Los pacientes se volvieron a evaluar V Aguda 0 (diz)
antes de cada tratamiento y a los 45 0
, o V Croénica 0
dias, 2 meses y 4 meses del inicio (d=0)
0
del tratamiento. El seguimiento VI Aguda 0 (d=0)
continud durante un periodo minimo VI Crénica 0 d(l()
de un afio y hasta tres afos vy ( ; )
medio. TOTAL 4 (d=2,2)

GRUPO CONTROL

Se aplicé la misma metodologia de examen de cojera sobre un grupo de 4 caballos de
diferentes sexos, edades, razas y aptitudes (2 doma y 2 silla) que por diversos motivos no se
sometieron a ninguln tratamiento, lo que representa un total de 4 extremidades. Del total de
la muestra, 2 caballos presentaban lesiones agudas y otros 2, crénicas. Después de practicar
los correspondientes examenes ecograficos, la muestra del grupo control de 4 caballos con
lesiones TFDP presentaba la siguiente distribucidén: 1 pacientes Cat. III crdénica, 1 pacientes

Cat. IV cronica, 1 pacientes Cat. V aguda, 1 pacientes Cat.VI aguda.
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EVALUACION DE LA COJERA

Las cojeras se clasificaron de 0 a 5, siguiendo los criterios AAEP®. Donde 0= normal y 5= el

caballo no es capaz de soportar peso sobre la extremidad.

Los resultados de los test de flexion durante un minuto se clasificaron en una escala de 0 a
3, donde 0= resultado negativo, 1= ligero incremento de la cojera, 2= moderado incremento

de la cojera y 3= severo incremento de la cojera.

Se evalud el calor local, sensibilidad la palpacion y aspecto del tendon.

EVALUACION ECOGRAFICA

Las lesiones ecograficas se clasificaron segun las seis categorias (I-VI) descritas en una

I'! para las lesiones de tendones y

modificacion de la clasificacién original de Rantanen et a
ligamentos. Los parametros ultrasdnicos utilizados incluyen: el area de la seccion
transversal, el area de la maxima lesion, porcentaje de la zona de maxima lesion respecto a
la porcion sana en la seccidn transversal, patron ecogénico de la lesidn y orientacion de las

fibras en corte longitudinal (tabla 2).

Tabla 2
Isoecoico | Incremento | Hipoecoico | Anecoico 3 Zonas 5 Zonas 6-7 Zonas 11 Zonas
Grosor

Cat. | Sl <25-39%
Cat. I Sl >39%
Cat. 1 Sl NO
Cat. IV Sl 1-25% 1-20% 1-15% 1-10%
Cat. V N} 26-35% 21-30% 16-25% 11-20%
Cat. VI Sl >35% >30% >25% >20%
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SEGUIMIENTO CLINICO
El estudio se inici6 en diciembre de 2004 y se finalizé en octubre de 2008.

De la muestra de 4 caballos que sélo recibieron 1 dosis de PRP, se registraron los datos
correspondientes a la evaluacion clinica y ecografica de la cojera durante los dos primeros
meses; a partir de este periodo, no se pudieron obtener datos suficientes sobre su
evaluacion ecografica, carrera deportiva y las recaidas de un numero significativo de
caballos, por lo que esta muestra sélo se analiza estadisticamente con los datos obtenidos

durante los 2 primeros meses.

De la muestra de 6 caballos que recibieron 2 6 mas dosis de PRP, se registraron los datos
correspondientes a la evaluacion clinica y ecografica y a sus carreras deportivas, prestando
especial atencion al rendimiento atlético y a las recaidas acontecidas antes y después de
volver a la competicion. El seguimiento oscila entre un minimo de un ano y hasta tres afios y

medio desde la fecha de inicio del tratamiento.

PREPARACION DEL PRP

El PRP se prepard segln el método de tubo y doble centrifugacién'?, obteniendo 100 ml de
sangre de forma aséptica de la vena yugular mediante una palomilla 16G (Braun) y
depositandola en tubos al vacio, estériles, de 5 ml., conteniendo citrato sédico al 3,2 %. A
continuacion los tubos se centrifugan a 120g durante 5 minutos. En condiciones asépticas, se
aspira el 50% de la columna de plasma que esta adyacente a la capa leucocitaria. El plasma
obtenido se vuelve a centrifugar a 240g durante 5 minutos y se recupera el 25% de la
columna de plasma adyacente al sedimento y éste mismo. Esta ultima fraccién, contenida en
jeringas estériles, se activa con cloruro calcico (4.5mEq/5ml) adicionando 50ul / 1 ml PRP.

Se realizé un recuento plaquetario de cada muestra de sangre.

ESQUEMA DE TRATAMIENTO CON PRP

La zona afectada de la extremidad se prepard de forma aséptica para las inyecciones. Los
caballos se sedaron con detomidina (Domosedan®, Pfizer) - butorphanol (Torbugesic®, Fort
Dodge Laboratories Inc.). El PRP se inyectd intralesionalmente entre 1 y 4 veces en
intervalos de 10-15 dias, segun la evolucién de la escala ecografica. Durante las semanas
que duro el tratamiento los caballos se mantuvieron en reposo o dando paseos a la mano. No

se administrd ningun otro tratamiento sistémico o tépico.

ANALISIS ESTADISTICO

1. En primer lugar, sobre la muestra total, se aplicé el test T para muestras cuantitativas
independientes para averiguar si la distribucién de la muestra de los casos control era

representativa o comparable con las muestras de los casos tratados.
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2. En segundo lugar, sobre la muestra de casos control, que no recibieron dosis de PRP, se

aplico el test Paired-T (2-tailed) y el test Wilcoxon para muestras cuantitativas
dependientes a efectos de comparar la evolucién de las categorias ecograficas lesionales
(III-VI) en el momento del inicio del control y a los 2 meses. También se aplicé el test
ANOVA para determinar la influencia del factor “lesién aguda vs crénica” en el resultado

a los 2 meses de haberse iniciado el control.

3. En tercer lugar, sobre las muestras de casos tratados con 1 dosis y 2 6 mas dosis, se

aplico el test Paired-T (2-tailed) y test Wilcoxon para muestras cuantitativas
dependientes para comparar la evolucion de las categorias ecograficas lesionales (III-

VI) en el momento del inicio y a los 2 y 4 meses del tratamiento.

4. En cuarto lugar, sobre las muestras de casos tratados con 2 é mas dosis, se aplicé el

test ANOVA para valorar la influencia de los factores “lesidon aguda vs cronica” y
“recuento plaquetario” en la evolucion de las lesiones a los 2 y 4 meses de haber

iniciado el tratamiento.

5. En quinto lugar, sobre las muestras de casos tratados con 2 6 mas dosis, se aplico el

test ANOVA para valorar la influencia del factor “lesién aguda vs crénica” en las

recaidas.

Los analisis estadisticos se realizaron mediante software SPSS ver.14. Se establecid un

intervalo de confianza de 95% y se consideraron valores de P<0,05 como significativos.

RESULTADOS

1. El andlisis estadistico para comparar las muestras independientes, pacientes y grupo
control, mediante el test T mostré una diferencia no significativa entre las muestras “control”
y “1 dosis” (p=0,353; 2-tailed); y entre las muestras “control” y “2 6 mas dosis” (p=0,058;
2 tailed), por lo que se considerd que la muestra de casos control era representativa de la

muestra de casos tratados con 1 dosis y 2 6 mas dosis. (Fig. 1).

Fig. 1
TFDP. Distribuciéon de las muestras
5
4
0o 3 B CONTROL
CASOs , m1DOSIS
1 —] I 2 DOSIS
O .
CAT VI CATV CAT IV CAT Il CATII
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2. El anadlisis estadistico de la muestra control revela que no se observan diferencias

significativas en la evolucion de las categorias ecograficas lesionales (III-VI) comparadas en
el momento del inicio del control y a los 2 meses de haber iniciado el control (Paired T test
p= 0,391; 2-tailed y test Wilcoxon p= 0,317; 2-tailed). (Fig. 1). El test ANOVA para
determinar la influencia del factor “lesién aguda vs crdénica” en el resultado a los 2 meses de
haber iniciado el control, revela que este factor influye significativamente en dicha evolucién
(ANOVA factor “lesidon aguda vs crénica”, p=0,038). (Fig. 2).

Fig. 2
TFDP. Evolucion de las lesiones CONTROL
3
2 B CATVI
o

CASOS ECATV
1 - B CAT IV
B CATIII

O .

0d 2m

3. El analisis estadistico aplicado sobre las muestras de casos tratados con 1 dosis revela

diferencias no significativas, o en el limite de la significaciéon en la evolucién de las categorias
ecograficas lesionales (III-VI) comparadas en el momento del inicio del tratamiento y a los 2
meses de haber iniciado el tratamiento (Paired-T test p<0,058; 2-tailed y test Wilcoxon

p<0,083; 2-tailed) (Fig. 3). Sin embargo, la muestra que fue tratada con 2 6 mas dosis,

experimentd una evolucidn significativa a los 2 meses (Paired T test p=0,001; 2 -tailed) y a
las 4 meses (Paired T test p=0,007; 2 -tailed). (Fig. 4).

Los exdmenes ecograficos de los pacientes tratados con 1 dosis pusieron de manifiesto que
s6lo el 25% de los casos habian progresado hasta la Cat II a los 2 meses, mientras que el
83,3% de aquellos que recibieron 2 6 mas dosis confluyeron en la Cat. II a los 2 meses y el
100% a los 4 meses de haberse iniciado el tratamiento. (Fig.5 y 6) Comparativamente, las
lesiones correspondientes a las categorias mas graves (V, IV) evolucionaron mas
réapidamente que las de Cat. III, ya que confluyeron en la Cat. II en el mismo periodo de

tiempo. (Fig. 7,8 y 9).
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Fig. 3
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Fig. 5

TFDP. Evolucién del conjunto de las lesiones
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Fig. 7,8y 9
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4. No pudo realizarse el analisis estadistico aplicado sobre las muestras de casos tratados 2

mas dosis para revelar la influencia de los factores “lesidén aguda vs cronica” en la evolucion
de las lesiones y en las recaidas porque todos los casos pertenecian a la categoria “aguda”.
El factor “recuento plaquetario” no resultd significativo (ANOVA, p= 0,418) en la evolucion
de las lesiones.

La mayoria de los caballos volvieron a los entrenamientos a los 3 > - 5 2 meses del inicio
del tratamiento. No siempre se pudieron controlar las pautas de entrenamiento e
incrementos de carga de trabajo. Los caballos de carreras trotadores suelen competir un
promedio de dos veces por mes.

Concluido un periodo de seguimiento (1- 3 %2 afios) sobre la muestra de 6 caballos que
recibieron 2 6 mas dosis de PRP, se obtuvieron los siguientes resultados considerando todas

las especialidades deportivas en conjunto: ningun caballo recayé antes de volver a la

competicion, 6 casos (100%) volvieron a la competicion y de estos, 1 caballo trotador
(16,6%) recayd poco después de volver a competir y los restantes 5 caballos (83,3%) han

competido durante un periodo de tiempo largo. (Fig. 10).

Fig. 10 TFDP .RESULTADOS DEL SEGUIMIENTO DE 6 CABALLOS (2004-2008)

RECAEN ANTES DE COMPETIR:

0
6 CABALLOS

COMPITEN: 6 (100%)

RECAEN DESPUES DE COMPETIR:

4 trotadores 1(16,6%)

2 silla

COMPITEN A LARGO PLAZO:
5 (83,3%)

No se ha observado ninguna relacién entre el resultado deportivo y el intervalo de nimero de
dosis 2 a 3.

La disminucion del calor y la sensibilidad al tacto fue especialmente significativa después de
la primera dosis.

Se administraron 18 dosis de PRP distribuidas entre 10 TFDP (4 TFDP recibieron 1 dosis y 6
recibieron 14 dosis, con una media de 2,2 dosis/tenddn), no observandose reaccién adversa

alguna.
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DISCUSION

Los casos control no confluyeron hacia categorias mas favorables a lo largo del periodo de
control de 2 meses. Se sabe que el periodo de curacidon natural del tendén puede durar 14-
18 meses!!3” Algunos autores se refieren al sindrome compartimental para explicar la

lenta resolucion de las lesiones anecoicas 8.

Los pacientes que recibieron 1 dosis de PRP evolucionaron hacia categorias lesionales mas
benignas al cabo de los 2 meses. Sin embargo la progresion fue mucho mas lenta que la del

grupo que recibié 2 6 mas dosis.

Los examenes ecograficos de los pacientes tratados con 2 ¢ mas dosis pusieron de
manifiesto un evolucidn positiva de todas las categorias lesionales hasta confluir en la Cat. II
el 83,3% a los 2 meses y el 100% a los 4 meses de haber iniciado el tratamiento. Creemos
que estos resultados encuentran una explicacion cuando se analiza el nimero de dosis
administradas. Se ha mencionado la relacidon dosis-dependiente entre algunos FC y la sintesis
de algunos componentes del tenddn (ver introduccidn general). Por lo que sabemos a través
de los estudios in vitro sobre explantes de tendones, durante algunas semanas o meses,
algunos FC se expresan cuantitativamente mas que en el tenddn sano (IGF-I, TGF-B). Se
opina que la expresién de algunos de estos factores (IGF-I, TGF-B) depende, en cierta
medida, del PDGF. Algunos estudios in vitro indican que la expresién de PDGF-A y PDGF-B,
durante las primeras semanas o meses, esta cuantitativamente por debajo de los niveles del
tenddn sano. Por todo ello, parece logico que el tratamiento de las lesiones de tendones y

ligamentos requiera de multiples dosis.

Comparativamente, las lesiones correspondientes a las categorias mas graves (V, IV)
evolucionaron mas rapidamente que las de Cat. III, ya que confluyeron en la Cat. II en el
mismo periodo de tiempo. Nuestra hipétesis es que en estas Ultimas lesiones mas graves es
mas facil infiltrar cualquier liquido y que, por tanto, recibieron dosis mas altas y
efectivamente intralesionales de PRP. Inversamente, las dificultades que entrafia la inyeccion
intralesional en el caso de lesiones Cat. III y el menor volumen o dosis depositado en el
interior del tenddn, podrian explicar el mayor tiempo, comparativamente, que se necesita

para que confluyan en la Cat. II.

”

No se ha podido hacer una valoracién de la repercusion del estado lesidon “aguda vs crénica
sobre la evolucion de las lesiones ni sobre las recaidas debido a las caracteristicas de la

distribucion de la muestra de casos tratados.

El factor “recuento plaquetario” no ha tenido influencia en la evolucién de las lesiones ni en
las recaidas, por lo que suponemos que con la técnica utilizada para la obtencién del PRP se

asegura un siministro “minimo” de FC.

Los resultados obtenidos con el tratamiento con PRP son mas favorables que los tratamientos

reparadores convencionales: 100% vs 40-50% de casos que vuelven a competir,
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respectivamente; y el 16,6% vs el 43-93% de recaidas después de competir,

respectivamente!®22,

Se ha citado en muchas ocasiones la relacion entre las categorias ecograficas lesionales y el
prondstico. En el presente estudio, los caballos de carreras trotadores presentaban lesiones
mas benignas (Cat. III, IV) y Unicamente un caballo de recreo presentaba una lesidn mas
grave (Cat. V). Con esta distribucion de la muestra la Unica recaida se observo en el grupo
de caballos de carreras al trote y después de haber competido un breve periodo de tiempo.
La lesion estaba clasificada en la Cat. III. En este grupo se acumulan mas factores de
riesgo'®, como la velocidad, la repeticiéon del stress y el balance forzado del casco para

conseguir la marcha del trote.

En los hipodromos locales los caballos trotadores compiten un promedio de dos veces al mes
durante casi todo el afio. A lo largo de estos afios, en que se ha realizado este estudio, no
siempre ha sido posible controlar los protocolos de reincorporacién progresiva al trabajo. Adn
asi, el porcentaje de recaidas, como se ha citado antes, es mas favorable. Tal vez cabe
comentar que los entrenadores contemplan los nuevos tratamientos mas como un recurso

para abreviar los periodos de descanso que como un método para reducir las recaidas.

Tras haber suministrado un total de 18 dosis de PRP en TFDP, se confirma la significativa
disminucién del dolor tras la primera dosis de PRP y la buena tolerancia al PRP autdlogo y

ausencia de complicaciones, observados en otros estudios piloto?*.

CONCLUSIONES

Segun se deduce del analisis estadistico, parece aconsejable administrar, al menos, 2 dosis

de PRP, en funcién de la informacion aportada por la evaluacion ecografica.

Se debe ser prudente al valorar las imagenes ecograficas y conviene recordar las limitaciones

de la ecografia en el momento de dar de alta el paciente.

Es importante que la administracion sea intralesional.

No se ha podido averiguar la influencia de status “agudo vs crdénico” en el resultado final.
Creemos prudente, tal como se ha explicado en la introduccién, no administrar el PRP dentro

de los 10-15 dias siguientes a la lesién.

El PRP se puede utilizar de forma segura en caballos y representa una alternativa novedosa y
valiosa para el tratamiento de lesiones TFDP, ya que puede proporcionar factores de
crecimiento que aceleran la curacién, mejoran los porcentajes de curacién y disminuyen las

recaidas en comparacién con los tratamientos convencionales de la medicina reparativa.

El coste econdmico del tratamiento con PRP obtenido por el método de tubo y doble

centrifugacién es comparable al de los tratamientos habituales convencionales.

Las estrictas condiciones de asepsia que requiere el método de tubo utilizado para la

obtencidn de PRP no lo hacen recomendable para uso domiciliario.
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1.2.3 LIGAMENTO ACCESORIO DEL TFDP
(LATFDP)






MATERIAL Y METODOS

PACIENTES

En este estudio se incluyeron 7 caballos de diferentes sexos, edades, razas y aptitudes (1
salto, 4 doma, 2 silla). Se trataron un total de 7 extremidades. Del total de la muestra, 6
casos presentaban lesiones agudas y 1 cronica. Se realizd un completo examen de la cojera
incluyendo una determinacién del grado de la misma, bloqueos anestésicos perineurales e

intraarticulares para localizar las lesiones, radiografias y ecografias.

Después de realizar los respectivos examenes ultrasonograficos, la muestra de 7 caballos

pacientes con lesiones LATFDP presentaba Tabla 1 NO caballos NO caballos
la siguiente distribucion: ningun paciente de CATEGORIA 1 dosis 2 - 4 dosis
0
la Categoria III; 2 pacientes Cat. IV, de los III Aguda 0 (d=0)
cuales 1 recibié 1 dosis de PRP y 1 recibi 2 III Crénica 0 (dEO)
dosis; 4 pacientes Cat. V, de los cuales 3 IV Aguda 1 (diZ)
recibieron 1 dosis de PRP y 1 recibio 2 0
IV Crénica 0 d=0
dosis; 1 paciente Cat. VI, que recibié 2 ( 1‘ )
. V Aguda 2
dosis. (Tabla 1) (d=2)
V Crénica 1 (d(lO)
Por tanto, 5 caballos recibieron 1 dosis de 5
PRP y 2 caballos recibieron 2 dosis. VI Aguda 1 (d=0)
VI Crénica 0 dEO
Los pacientes se volvieron a evaluar antes ( ; )
de cada tratamiento y a los 45 dias, 2 TOTAL 5 (d=2)

meses y 4 meses del inicio del tratamiento.

El seguimiento continud durante un periodo minimo de un afio y hasta tres afios y medio.

GRUPO CONTROL

Se aplicé la misma metodologia de examen de cojera sobre un grupo de 3 caballos de
diferentes sexos, edades, razas y aptitudes (2 doma, 1 silla) que por diversos motivos no se
sometieron a ninguln tratamiento, lo que representa un total de 3 extremidades. Del total de
la muestra, 1 caballo presentaba una lesién aguda y otros 2, crénicas. Después de practicar
los correspondientes examenes ecograficos, la muestra del grupo control de 3 caballos con
lesiones LATFDP presentaba la siguiente distribucidon: ningun paciente Cat. III, 1 paciente

Cat. IV, 2 pacientes Cat. V, ningun paciente Cat.VI.
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EVALUACION DE LA COJERA

Las cojeras se clasificaron de 0 a 5, siguiendo los criterios AAEP!. Donde 0= normal y 5= el

caballo no es capaz de soportar peso sobre la extremidad.

Los resultados de los test de flexion durante un minuto se clasificaron en una escala de 0 a
3, donde 0= resultado negativo, 1= ligero incremento de la cojera, 2= moderado incremento

de la cojera y 3= severo incremento de la cojera.

Se evalud el calor local, sensibilidad la palpacion y aspecto del tenddn.

EVALUACION ECOGRAFICA

Las lesiones ecograficas se clasificaron segun las seis categorias ( I-VI) descritas en una
modificacion de la clasificaciéon original de Rantanen et al® para las lesiones de tendones y
ligamentos. Los parametros ultrasdnicos utilizados incluyen: el area de la seccion
transversal, el area de la maxima lesion, porcentaje de la zona de maxima lesion respecto a
la porcion sana en la seccidn transversal, patron ecogénico de la lesidn y orientacién de las

fibras en corte longitudinal (Tabla 2).

Tabla 2
Isoecoico | Incremento | Hipoecoico | Anecoico 3 Zonas 5 Zonas 6-7 Zonas 11 Zonas
Grosor

Cat. | S| <25-39%
Cat. Il Sl >39%
Cat. Il Sl NO
Cat. IV Sl 1-25% 1-20% 1-15% 1-10%
Cat. V N} 26-35% 21-30% 16-25% 11-20%
Cat. VI Sl >35% >30% >25% >20%
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SEGUIMIENTO CLINICO
El estudio se inici6 en diciembre de 2004 y se finalizé en octubre de 2008.

De la muestra de 5 caballos que sélo recibieron 1 dosis de PRP, se registraron los datos
correspondientes a la evaluacion clinica y ecografica de la cojera durante los dos primeros
meses; a partir de este periodo, no se pudieron obtener datos suficientes sobre su
evaluacion ecografica, carrera deportiva y las recaidas de un numero significativo de
caballos, por lo que esta muestra sélo se analiza estadisticamente con los datos obtenidos

durante los 2 primeros meses.

De la muestra de 2 caballos que recibieron 2 dosis de PRP, se registraron los datos
correspondientes a la evaluacion clinica y ecografica y a sus carreras deportivas, prestando
especial atencion al rendimiento atlético y a las recaidas acontecidas antes y después de
volver a la competicion. El seguimiento oscila entre un minimo de un afio y hasta tres afios y

medio desde la fecha de inicio del tratamiento.

PREPARACION DEL PRP

El PRP se preparé segln el método de tubo y doble centrifugaciéon®, obteniendo 100 ml de
sangre de forma aséptica de la vena yugular mediante una palomilla 16G (Braun) y
depositandola en tubos al vacio, estériles, de 5 ml., conteniendo citrato sédico al 3,2 %. A
continuacion los tubos se centrifugan a 120g durante 5 minutos. En condiciones asépticas, se
aspira el 50% de la columna de plasma que esta adyacente a la capa leucocitaria. El plasma
obtenido se vuelve a centrifugar a 240g durante 5 minutos y se recupera el 25% de la
columna de plasma adyacente al sedimento y éste mismo. Esta ultima fraccion, contenida en

jeringas estériles, se activa con cloruro calcico (4.5mEq/5ml) adicionando 50ul / 1 ml PRP.

ESQUEMA DE TRATAMIENTO CON PRP

La zona afectada de la extremidad se prepard de forma aséptica para las inyecciones. Los
caballos se sedaron con detomidina (Domosedan®, Pfizer) - butorphanol (Torbugesic®, Fort
Dodge Laboratories Inc.). El PRP se inyecté intralesionalmente entre 1 y 4 veces en
intervalos de 10-15 dias, segun la evolucién de la escala ecografica. Durante las semanas
que durd el tratamiento los caballos se mantuvieron en reposo o dando paseos a la mano. No
se administré ningun otro tratamiento sistémico o topico. Se realizd un recuento plaquetario

de todas las muestras de sangre.

ANALISIS ESTADISTICO

1. En primer lugar, sobre la muestra total, se aplicé el test T para muestras cuantitativas
independientes para averiguar si la distribucion de la muestra de los casos control era
representativa o comparable con las muestras de los casos tratados con 1 dosis de PRP y

2 dosis.
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2. En segundo lugar, sobre la muestra de casos control, que no recibieron dosis de PRP, se

aplico el test Wilcoxon para muestras cuantitativas dependientes a efectos de comparar
la evolucion de las categorias ecograficas lesionales (IV-V) en el momento del inicio del
control y a los 2 meses. También se aplico el test ANOVA para determinar la influencia
de los factores “lesidn aguda vs cronica” en el resultado a los 2 meses de haberse

iniciado el control.

3. En tercer lugar, sobre las muestras de casos tratados con 1 dosis y 2 dosis, se aplicé el
test Paired-T (2-tailed) y test Wilcoxon para muestras cuantitativas dependientes a
efectos de comparar la evolucion de las categorias ecograficas lesionales (III-VI) en el

momento del inicio, a los 2 meses y a los 4 meses del tratamiento.

4. En cuarto lugar, sobre las muestras de casos tratados con 2 dosis, se aplico el test
ANOVA a efectos de valorar la influencia de los factores “lesién aguda vs crdnica” y
“recuento plaquetario” en la evolucidn de las lesiones a los 2 y 4 meses de haber iniciado

el tratamiento.

Todos los analisis estadisticos se realizaron mediante software SPSS ver.14. Se establecié un

intervalo de confianza de 95% y se consideraron valores de P<0,05 como significativos.

RESULTADOS

1. El analisis estadistico resultante de la comparacién de las muestras independientes,
pacientes y grupo control, mediante el test T mostrd unas diferencias no significativas al
comparar la muestra control con la muestra que recibié 1 dosis (p<0,742; 2-tailed) y la
muestra control con la muestra que recibié 2 dosis (p<0,667; 2 tailed), por lo que se
consideré que la muestra de casos control era representativa de la muestra de casos

tratados con 1 dosis y 2 6 mas dosis (Fig. 1).

2. El analisis estadistico de la muestra control revela que no se observan diferencias

significativas en la evolucién de las categorias ecograficas lesionales (IV-V) comparadas
en el momento del inicio del control y a los 2 meses de haber iniciado el control (test
Wilcoxon p= 1,000; 2-tailed). El test ANOVA para determinar la influencia de los
factores “lesion aguda vs cronica” en el resultado a los 2 meses de haber iniciado el
control, revela que estos factores no influyen significativamente en dicha evolucion
(ANOVA factor “lesiéon aguda vs crénica”, p=0,423) (Fig. 2).
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Fig. 1

LATFDP. Distribucion de las muestras
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El andlisis estadistico aplicado sobre las muestras de casos tratados con 1 dosis revela

diferencias no significativas en la evolucion de las categorias ecogréficas lesionales (IV-
VI) comparadas en el momento del inicio del tratamiento y a los 2 meses de haber
iniciado el tratamiento (Paired-T test p<0,178; 2-tailed y test Wilcoxon p<0,157; 2-
tailed). Sin embargo, la muestra que fue tratada con 2 dosis, experimentd una evolucion

significativa a los 2 meses (Paired T test p=0,038; 2 -tailed) y a los 4 meses (Paired T
test p=0,015; 2 -tailed) (Figs. 3 y 4).

Los examenes ecograficos de los pacientes tratados con 1 dosis pusieron de manifiesto
que el 50% de los casos habia progresado hasta la Cat. III a los 2 meses, mientras que
el 100% de aquellos que recibieron 2 dosis confluyeron en la Cat. III a los 2 meses y en

la Cat. IT a los 4 meses de haberse iniciado el tratamiento (Figs. 3y 4).
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Fig. 3

LATFDP. Evolucidon del conjunto de lesiones
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4. El andlisis estadistico no revela ninguna diferencia significativa al analizar la influencia
del factor “aguda vs cronica” en la evolucion de las lesiones tratadas con 1 dosis
(ANOVA factor “agudas vs cronicas” p= 0,564). No pudo realizarse el analisis estadistico
aplicado sobre las muestras de casos tratados con 2 dosis para revelar la influencia de

los factores “lesion aguda vs cronica” en la evolucién de las lesiones y en las recaidas
porque todos los casos pertenecian a la categoria “aguda”. El factor “recuento
plaquetario” no tiene influencia en la evolucién de las lesiones a los 2 y 4 meses
(ANOVA, p= 0,765 a los 2 meses y p= 0,688 a los 4 meses).
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Los caballos se mantuvieron en reposo durante 4 2 a 5 meses. No siempre se pudieron
controlar las pautas de trabajo. Concluido un periodo de seguimiento (2 2 a 3 afios) sobre
la muestra de 2 caballos (1 doma, 1 silla) que recibieron 2 dosis de PRP, no se han

observado recaidas.

La disminucion del calor y la sensibilidad al tacto fue especialmente significativa después de

la primera dosis.

Se administraron 9 dosis de PRP distribuidas entre 7 LATFDP, no observandose reaccion

adversa alguna.

DISCUSION

Los casos control no confluyeron hacia categorias mas favorables a lo largo del periodo de
control de 2 meses. Se sabe que el periodo de curacidon natural del tendén puede durar 14-
18 meses*®, Algunos autores se refieren al sindrome compartimental para explicar la lenta

resolucion de las lesiones anecoicas 1°.

Los pacientes que recibieron 1 dosis de PRP evolucionaron hacia categorias lesionales mas
benignas al cabo de los 2 meses. Sin embargo la progresion fue mucho mas lenta que la del

grupo que recibié 2 dosis.

Los examenes ecograficos de los pacientes tratados con 2 dosis pusieron de manifiesto una
evoluciéon positiva de todas las categorias lesionales hasta confluir en la Cat. II a los 4 meses
de haber iniciado el tratamiento. Creemos que estos resultados encuentran una explicacion

cuando se analiza el nUmero de dosis administradas.

Los resultados estadisticos obtenidos no muestran diferencias significativas en la evoluciéon
de las lesiones dependiendo de la situacién “aguda” o “crénica” tanto en la muestra de casos
control como en la muestra de casos que recibieron 1 dosis. Nuestra hipdtesis explicativa se
basa en que el limite entre estas dos situaciones no esta claro y, tal vez, deba replantearse.
Es bien sabido que la fases clasicas descritas en la fisiopatologia de la curacién del tendén
(aguda, subaguda y crdnica), se solapan. Tras la lesion, la expresion génica para la sintesis
de coldgeno tipo I y III se mantiene elevada durante 24 semanas®>. Ademds, a nivel
bioquimico, la actividad anabdlica y catabdlica coexisten (MMPs y TIMMPs). En todo caso,
parece que los factores de crecimiento tienen capacidad para activar las secuencias de
cascadas bioquimicas que ponen en marcha los procesos de curacién con independencia de
la fase en la que se encuentre la lesion. Tal vez el término “tendinosis” recoja mejor esta

situacion.

Resulta muy pequeiio el nimero de caballos que se han controlado a largo plazo, pero los
dos caballos regresaron a su nivel de trabajo previo y no se observaron recaidas durante un
periodo de tiempo largo. Por tanto, los resultados obtenidos con el tratamiento con PRP

podrian ser mas favorables que los tratamientos reparadores convencionales (44% de casos
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que vuelven a competir, 16,6 % recaen después de competir y el 37% compiten durante un
periodo largo)?*.

El factor “recuento plaquetario” no ha tenido influencia en la evolucién de las lesiones ni en
las recaidas, por lo que suponemos que con la técnica utilizada para la obtencién del PRP se

asegura un siministro “minimo” de FC.

Tras haber suministrado un total de 9 dosis de PRP en LATFDP, se confirma la significativa
disminucién del dolor tras la primera dosis de PRP y la buena tolerancia al PRP autdlogo y

ausencia de complicaciones, observados en otros estudios piloto?22,

CONCLUSIONES

Parece aconsejable administrar, al menos, 2 dosis de PRP, en funcidon de la informacion

aportada por la evaluacién ecografica.
Es importante que la administracidon sea intralesional.

No parece relevante que el LATFDP se encuentre en una fase aguda o crdnica, con la Unica

precaucion de no administrar el PRP dentro de los 10-15 dias siguientes a la lesion.

El PRP se puede utilizar de forma segura en caballos y representa una alternativa novedosa y
valiosa para el tratamiento de lesiones LATFDP, ya que puede proporcionar factores de
crecimiento que aceleran la curacién, mejoran los porcentajes de curacién y disminuyen las

recaidas en comparacion con los tratamientos convencionales de la medicina reparativa.

El coste econdmico del tratamiento con PRP obtenido por el método de tubo y doble

centrifugacion es comparable al de los tratamientos habituales convencionales.

Las estrictas condiciones de asepsia que requiere el método de tubo utilizado para la

obtencidn de PRP no lo hacen recomendable para uso domiciliario.
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1.2.4 LIGAMENTO SUSPENSOR (LS):
PARTE PROXIMAL (PPLS)

CUERPO (CLS)

RAMAS (RLS)






INTRODUCCION

El ligamento suspensor es el principal sustentador de las articulaciones metacarpofalangiana
(MCP) y metatarsofalangiana (MTP) e interviene limitando la extensién de dichas
articulaciones. Tiene origen en la cara palmar/plantar del extremo proximal del
metacarpo/metatarso, discurre distalmente como un Unico cuerpo hasta que se divide en
dos ramas, medial y lateral, que se insertan en las superficies abaxiales de los respectivos
huesos sesamoideos proximales. Este “aparato suspensor” continla distalmente con los
ligamentos sesamoideos distales. El LS se deriva del musculo interdseo y conserva algo de
tejido muscular primitivo; la proporcidon de este tejido muscular es distinta segun las
caracteristicas biomecanicas que impone la especialidad deportiva o segln condicionantes
genéticos. Los caballos standardbreds tienen un 40% mas de tejido muscular que los

thoroughbreds *.

Al realizar el diagndstico ecografico se deben tener presente que, debido al vestigio
muscular, algunas imagenes no ponen de manifiesto lesiones patoldgicas sino la estructura
normal del ligamento. La proporcion de tejido muscular suele ser igual en la extremidad

opuesta.

El LS se divide en tres partes en razén de sus particularidades anatdmicas y de la naturaleza

de las lesiones: proximal, cuerpo y ramas.

Las lesiones de la parte proximal se diagnostican ahora mucho mas que en tiempos pasados
debido al interés cientifico que se le ha prestado estos Ultimos afios. Esta lesion se presenta
en todo tipo de caballos de deporte. Es frecuente realizar diagndsticos de lesiones crénicas,
de caracter recidivante. Aunque no siempre, esta lesidon suele estar asociada a una
conformacion de las articulaciones MCP y MTP hiperextendida y a una conformacion

demasiado recta de los corvejones.

El prondstico de las desmitis de la parte proximal del LS difieren enormemente seguin se
trate de la extremidad anterior o posterior. En las extremidades anteriores, las lesiones
agudas tienen un buen prondstico ya que el 90% de los casos vuelve a la competicion

2- |as lesiones crénicas, con mas de tres meses de

siguiendo un tratamiento conservador
duracion, tienen un prondstico mas sombrio. En las extremidades posteriores, las lesiones
agudas tienen un prondstico mucho peor, ya que sdlo el 13% de los casos mantiene el nivel

3

de competicion durante 6 meses °; las lesiones crénicas tienen un prondstico aun peor,

cercano al 0% con los tratamientos tradicionales.

Las lesiones del cuerpo del LS son menos frecuentes y a veces van acompafiadas de lesiones
de las partes proximales de las ramas. Suelen observarse en forma aguda en caballos de

carreras al galope o trote. EL prondstico para este tipo de lesiones es reservado #°.

Las lesiones de las ramas también son frecuentes en todo tipo de caballos. El balance del

casco es un factor importante. El prondstico es reservado’.
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A diferencia de las lesiones tendinosas, en las que la curacién conlleva una fibrosis
intratendinosa, las lesiones de LS tienden a curar con el concurso de una fibrosis intra y
periligamentosa. Este hecho tiene importancia al realizar el examen ultrasonografico porque
esta fibrosis periligamentosa tiende a interponerse entre el ligamento y la piel adyacente y

constituye un signo indicativo de desmitis previa.

Las lesiones ecograficas del LS curan muy lentamente y pueden persistir durante muchos

meses (mas de 18 meses)’, especialmente las lesiones localizadas en la ramas.

Las lesiones del LS figuran entre las mas frecuentes en todos los tipos de especialidades
deportivas®, pero ocupa un lugar eminente entre los caballos de salto, doma y trotadores
(standardbreds).
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MATERIAL Y METODOS

PACIENTES

En este estudio se incluyeron 36 caballos de diferentes sexos, edades, razas y aptitudes (15
trotadores, 5 salto, 4 doma, 12 silla). Se trataron un total de 36 extremidades. Del total de
la muestra, 11 casos presentaban lesiones en la parte proximal del LS (7 agudas y 4
cronicas), 6 presentaban lesiones en el cuerpo del LS (4 agudas y 2 crdnicas) y 19 casos
presentaban lesiones en las ramas (7 agudas y 12 crdnicas). (Figs. 1-5) Se realizd un
completo examen de la cojera incluyendo una determinacion del grado de la misma,
bloqueos anestésicos perineurales e intraarticulares para localizar las lesiones, radiografias y

ecografias.

Después de realizar los respectivos examenes ultrasonograficos, la muestra de 36 caballos
pacientes con lesiones LS presentaba la siguiente distribucidon por categorias ecograficas

lesionales y dosis administradas (Tabla 1).

Tabla 1
ZONA MUESTRA DOSIS CAT Il CAT IV CATV TOTAL

1 2 3 5

2 2 2

PROXIMAL TRATADOS 3 2 2 a
4

CONTROL 0 2 4 9

1 1 4

2 1 1

CUERPO TRATADOS 3 1 1
4

CONTROL 0 1 2

1 6 8

2 2 1 3

RAMAS TRATADOS 3 5 2 7

4 1

CONTROL 0 4 5

7 29 16 52

Por tanto, 17 caballos recibieron 1 dosis de PRP y 19 caballos recibieron 2 6 mas dosis. Los
pacientes se volvieron a evaluar antes de cada tratamiento (cada 10-15 dias, si recibieron
varias dosis) y a los 45 dias, 2 meses y 4 meses del inicio del tratamiento. El seguimiento

continud durante un periodo minimo de un afio y hasta tres afios y medio.
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GRUPO CONTROL

Se aplicd la misma metodologia de examen de cojera sobre un grupo de 16 caballos de
diferentes sexos, edades, razas y aptitudes (4 trotadores, 2 salto, 1 doma, 2 silla) que por
diversos motivos no se sometieron a ningun tratamiento, lo que representa un total de 16
extremidades. El total de la muestra estaba constituido por 9 pacientes con lesiones en la
parte proximal del LS (5 agudos y 4 cronicos), 2 pacientes con lesiones en el cuerpo del LS

(1 aguda y 1 crdnica) y 5 pacientes con lesiones crénicas en las ramas del LS. (Figs. 1-5)

Después de practicar los correspondientes examenes ecograficos, la muestra del grupo
control de 16 caballos con lesiones LS presentaba la siguiente distribucion por categorias
ecograficas lesionales (Tabla 1).

EVALUACION DE LA COJERA

Las cojeras se clasificaron de 0 a 5, siguiendo los criterios AAEP.8 Donde 0= normal y 5= el

caballo no es capaz de soportar peso sobre la extremidad.

Los resultados de los test de flexion durante un minuto se clasificaron en una escala de 0 a
3, donde 0= resultado negativo, 1= ligero incremento de la cojera, 2= moderado incremento

de la cojera y 3= severo incremento de la cojera.

Se evalud el calor local, la sensibilidad a la palpacién y el aspecto del tenddn.

EVALUACION ECOGRAFICA

Las lesiones ecograficas se clasificaron segun las seis categorias (I-VI) descritas en una
modificacion de la clasificacién original de Rantanen et al® para las lesiones de tendones y
ligamentos. Los parametros ultrasdnicos utilizados incluyen: el drea de la seccion
transversal, el area de la maxima lesion, porcentaje de la zona de maxima lesion respecto a
la porcidn sana en la seccién transversal, patréon ecogénico de la lesién y orientacién de las

fibras en corte longitudinal (Tabla 2).

Después de realizar los tratamientos no se catalogd ningun resultado en la Cat. I debido al
sutil limite entre las Cat. I y II. Ambas categorias se clasificaron como Cat. II, clinicamente

equivalente a “tendones y ligamentos curados”.
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Tabla 2

Isoecoico Incremento | Hipoecoico Anecoico 3 Zonas 5 Zonas 6-7 Zonas 11 Zonas
Grosor

Cat. | Si <25-39%
Cat. Il Sl >39%
Cat. 11 SlI NO
Cat. IV Sl 1-25% 1-20% 1-15% 1-10%
Cat. V Sl 26-35% 21-30% 16-25% 11-20%
Cat. VI Sl >35% >30% >25% >20%

SEGUIMIENTO CLINICO
El estudio se inicio en diciembre de 2004 vy se finalizé en octubre de 2008.

De la muestra de 28 caballos que sélo recibieron 1 dosis de PRP, se registraron los datos
correspondientes a la evaluacidon clinica y ecografica de la cojera durante los dos primeros
meses; a partir de este periodo, no se pudieron obtener datos suficientes sobre su
evaluacién ecografica, carrera deportiva y las recaidas de un numero significativo de
caballos, por lo que esta muestra sélo se analiza estadisticamente con los datos obtenidos

durante los 2 primeros meses.

De la muestra de 44 caballos que recibieron 2 6 mas dosis de PRP, se registraron los datos
correspondientes a la evaluacion clinica y ecografica y a sus carreras deportivas, prestando
especial atencion al rendimiento atlético y a las recaidas acontecidas antes y después de
volver a la competicidn. El seguimiento oscila entre un minimo de un afio y hasta tres afios y

medio desde la fecha de inicio del tratamiento.

PREPARACION DEL PRP

El PRP se prepard segln el método de tubo y doble centrifugacién®®, obteniendo 100 ml de
sangre de forma aséptica de la vena yugular mediante una palomilla 16G (Braun) y
depositandola en tubos al vacio, estériles, de 5 ml., conteniendo citrato sédico al 3,2 %. A
continuacion los tubos se centrifugan a 120g durante 5 minutos. En condiciones asépticas, se
aspira el 50% de la columna de plasma que esta adyacente a la capa leucocitaria. El plasma

obtenido se vuelve a centrifugar a 240g durante 5 minutos y se recupera el 25% de la
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columna de plasma adyacente al sedimento y éste mismo. Esta ultima fraccidn, contenida en
jeringas estériles, se activa con cloruro calcico (4.5mEq/5ml) adicionando 50ul / 1 ml PRP.

Se realizdé un recuento plaquetario de cada muestra de sangre obtenida.

ESQUEMA DE TRATAMIENTO CON PRP

La zona afectada de la extremidad se prepardé de forma aséptica para las inyecciones. Los
caballos se sedaron con detomidina (Domosedan®, Pfizer) - butorphanol (Torbugesic®, Fort
Dodge Laboratories Inc.). EI PRP se inyecté intralesionalmente entre 1 y 4 veces en
intervalos de 10-15 dias, segun la evolucion de la escala ecografica. Durante las semanas
qgue duro el tratamiento los caballos se mantuvieron en reposo o dando paseos a la mano. No

se administrd ningun otro tratamiento sistémico o topico.

ANALISIS ESTADISTICO

En primer lugar, cada muestra total de PPLS, CLS y RLS, se analizd con el test T para
muestras cuantitativas independientes para averiguar si la distribucidon de los casos “control”

era representativa de los casos “tratados” con PRP.

En segundo lugar, sobre la muestra de casos control, que no recibieron dosis de PRP, se

aplicd el test Paired-T (bidireccional) y el test Wilcoxon para muestras cuantitativas
dependientes a efectos de comparar la evolucion de las categorias ecograficas lesionales (III-
V) en el momento del inicio del control y a los 2 meses. También se aplicé el test ANOVA
para determinar la influencia del los factor “lesién aguda vs crénica” en el resultado a los 2

meses de haberse iniciado el control.

En tercer lugar, sobre las muestras de casos tratados con 1 dosis y con 2 6 mas dosis, se

aplico el test Paired-T (2-tailed) y test Wilcoxon para muestras cuantitativas dependientes a
efectos de comparar la evolucién de las categorias ecograficas lesionales (III-V) en el

momento del inicio, a los 2 meses y a los 4 meses del tratamiento.

En cuarto lugar, sobre las muestras de casos tratados con 2 6 mas dosis, se aplicéd el test

ANOVA a efectos de valorar la influencia de los factores “lesién aguda vs crénica” y “recuento
plaguetario” en la evolucion de las lesiones a los 2 y 4 meses de haber iniciado el

tratamiento.

En quinto lugar, sobre las muestras de casos tratados con 2 6 mas dosis, se aplico el test

ANOVA a efectos de valorar la influencia de los factores “lesién aguda vs croénica” en las

recaidas.

Todos los analisis estadisticos se realizaron mediante software SPSS ver.14. Se establecié un

intervalo de confianza del 95% y se consideraron valores de P<0,05 como significativos.
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RESULTADOS

1. El andlisis estadistico resultante de la comparacion de las muestras independientes, grupo
“controles” y “tratados”, mediante el test T mostrd unas diferencias no significativas
(PPLS: p=0,589; CLS: p=0,234; RLS: p=0,116) por lo que se considerd que las muestras
“control” eran representativas de las muestras de casos “tratados” con lesiones en PPLS,
CLS y RLS. (Fig. 1-3)

Fig. 1
LS PROXIMAL.- Distribuciéon casos TOTALES

7

6

5

4

°

3
CASOS

2

1

0

Cat. lll Cat. IV Cat. Vv
M Total Tratados 2 6 3
W Total Controles 2 3 4
Fig. 2

LS CUERPO.- Distribucion casos TOTALES

4

3

o
CASOS
1
0
Cat. lll Cat. IV Cat. Vv

M Total Tratados 1 3 2
M Total Controles 1 1
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Fig. 3

LS RAMAS.- Distribucion casos TOTALES
14
12
10
° 8
CASOS ¢
4
2
, Il
Cat. llI Cat. IV Cat. VvV
M Total Tratados 2 12 5
B Total Controles 4 1

2. El analisis estadistico de las muestras “control” con lesiones en PPLS, CLS y RLS revela

que no se observan diferencias significativas en la evolucion de las categorias ecograficas
lesionales (III-V) comparadas en el momento del inicio del control y a los 2 meses de
haber iniciado el control (PPLS: Paired T test p= 0,083 bidireccional; CLS: p=1,000
bidireccional; RLS: p=1,000 bidireccional) (Fig. 7). El test ANOVA para determinar la
influencia del factor “lesién aguda vs cronica” en el resultado a los 2 meses de haber
iniciado el control, revela que este factor no influye significativamente en la evolucién de
las lesiones en PPLS y CLS (ANOVA factor “lesidén aguda vs crénica”, PPLS: p=0,571; CLS:
p=0,500). No se pudo valorar la influencia en las lesiones de RLS porque todos los

controles pertenecian a la categoria “crénico” (Fig.4).

Fig. 4
PPLS. CLS. RLS. Evolucion de los CONTROLES
7
6
5
[} 4
CASOS 3
2
1
0 [T
W Cat.V INICIO  2MESES | INICIO  2MESES | INICIO 2 MESES
mCat. IV PLS cLs RLS
 Cat. Il
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3. El analisis estadistico aplicado sobre las muestras de casos tratados con 1 dosis y con 2 6

mas dosis revela los siguientes resultados:

En la muestra tratada con 1 dosis, hay diferencias significativas en la evolucién de las
categorias ecograficas lesionales (III-V) en PPLS y RLS comparadas en el momento del
inicio del tratamiento y a los 2 meses de haber iniciado el tratamiento, aunque ningun
caso evoluciona hasta la Cat. II (PPLS: paired-T test p= 0,025 bidireccional; RLS: paired-
T test p= 0,035). La evolucion no se considera significativa en CLS (paired-T test
p=0,083 bidireccional).

En la muestra tratada con 2 6 mas dosis, las diferencias en la evolucién de las lesiones es
muy significativa considerada a los 2 meses y a los 4 meses (PPLS: paired-T test p=
0,001 bidireccional; CLS p= 0,001; RLS p<0,000), ya que todas confluyeron en la Cat. II
a los 4 meses de haber iniciado el tratamiento, salvo el 33,3% de las lesiones RLS
(Figs.5-9).

Fig. 5

LS PROXIMAL.- Evolucion global de todas las lesiones
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Fig. 10

LS PROXIMAL.- Evolucion global de todas las lesiones
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Fig. 8

RLS. Evolucién global de todas las lesiones
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En otras palabras, si definimos las variables t50%CatlIl y t90%Cat.II como el tiempo
necesario para que el 50% y 90% de la muestra evolucione hasta la categoria II mas
benigna (equivalente a curacién), observamos los siguientes resultados considerando

todas las categorias lesionales en conjunto:

a) Para los pacientes que recibieron 1 dosis: t50%¢Cat.II= desconocido (>2 meses) y
t90%¢ Cat.II= desconocido (>2meses) para PPLS, CLS y RLS.

b) Para los pacientes que recibieron 2 é mas dosis: PPLS (t50%Cat.II= 45-60 dias, y
t90%Cat.II= 2-4 meses segun numero de dosis y gravedad de la lesion), CLS
(t50%Cat.II= 45-60 dias y t90%Cat.II= 2-4 meses, segun numero de dosis y
gravedad de la lesidn), RLS (t50%Cat.II= 30-90 dias y t90%Cat.II= 2 a mas de 4

meses, segln numero de dosis y gravedad de la lesidén) (Fig.10).

Fig. 10
LS. t2 50% y 90% Cat Il en relacion al n2 dosis
6
5
4
o
poss
MESES
1
0
n? dosis 50% Cat Il 90% Cat Il
e P S 2,5 1,5 3
e CLS 2,5 2 3
RLS 2,8 3 5

4. El analisis estadistico aplicado sobre las muestras de casos tratados 2 é mas dosis revela

que la influencia de los factores “lesién aguda vs crénica” y “recuento plaquetario” no es
significativa en la evolucién de las categorias ecograficas lesionales (III-V) comparadas en
el momento del inicio y a los 2 y 4 meses de haber iniciado el tratamiento (ANOVA factor
“lesién aguda vs croénica”: PLS p= 0, 374 a los 2 meses y p= 0,501 a los 4 meses; RLS:

p= 0,133 alos 2 mesesy p= 0,111 a los 4 meses).

5. El analisis estadistico aplicado sobre las muestras de casos tratados con 2 6 mas dosis,

revela que la influencia del factor “lesién aguda vs crénica” no es significativa en relacion
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a las recaidas que se producen después de llegar a la competicion (ANOVA factor “lesidn

aguda vs cronica” p=0,108 para recaidas después de la competicién).

6. La mayoria de los caballos volvieron a los entrenamientos a los 4%z - 62 meses del inicio
del tratamiento. No siempre se pudieron controlar las pautas de entrenamiento e
incrementos de carga de trabajo. Los caballos de carreras trotadores suelen competir un
promedio de dos veces por mes.

Concluido un periodo de seguimiento (1- 32 afios) sobre la muestra de 19 caballos que

recibieron 2 6 mas dosis de PRP, se obtuvieron los siguientes resultados considerando:

a) Todas las especialidades deportivas en conjunto (19 casos): todos los caballos

recuperaron las prestaciones atléticas previas a la lesidn. 2 caballos trotadores
(10,5%) recayeron poco después de volver a competir y los restantes 17 caballos
(89,5%%) han competido o mantenido su nivel de trabajo habitual durante un periodo
de tiempo largo. Todas las recaidas (2/19) se observaron en el grupo de caballos
trotadores (Fig. 11).

b) Exclusivamente la especialidad de caballos trotadores (9 casos): todos los caballos
volvieron a la competicion y de estos, 2 casos (22,2%) recayeron poco después de
volver a competir y los restantes 7 caballos (77,8%) han competido durante un

periodo de tiempo largo.

Fig. 11. LS. RESULTADOS DEL SEGUIMIENTO DE 44 CABALLOS (2004-2008)

® RECAEN ANTES DE COMPETIR:
CABALLOS 0(0%)

Dosis=2-4
(d=2,68)

NIVEL PREVIO O COMPITEN: 19
(100%)

9 trotadores RECAEN DESPUES DE COMPETIR:
5salto 2 (10,5% global; 22,2% trotadores)
2 doma
2silla
NIVEL PREVIO O COMPITEN A
LARGO PLAZO:
17 (89,5%global; 77,8% trotadores)

No se ha observado ninguna relacién entre el resultado deportivo y el intervalo de nimero de
dosis 2 a 3.
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La disminucién del calor y la sensibilidad al tacto fue especialmente significativa después de

la primera dosis.

Se administraron 68 dosis de PRP distribuidas entre 36 LS (17 LS recibieron 1 dosis y 19
recibieron 51 dosis, con una media de 2,68 dosis/ligamento), no observandose reaccidn

adversa alguna.

DISCUSION

Los casos control no confluyeron hacia categorias mas favorables a lo largo del periodo de
control de 2 a 4 meses. Se sabe que el periodo de curacién natural del ligamento puede
durar 14-18 meses y que las lesiones ecograficas del LS pueden ser observadas durante mas
de 18 meses’*'"'4, Algunos autores se refieren al sindrome compartimental para explicar la

lenta resolucion de las lesiones anecoicas'®.

Los pacientes que recibieron 1 dosis de PRP evolucionaron hacia categorias lesionales mas
benignas al cabo de los 2 meses, aunque ningln caso alcanzé la Cat. II dentro del periodo de
observacion de 2 meses. La progresion fue mucho mas lenta que la del grupo que recibié 2 6
mas dosis, ya que en éstos todas las categorias lesionales confluyeron en la Cat. II a los 4
meses de haber iniciado el tratamiento en el caso de PPLS y CLS; sélo el 66,6% de los casos
con lesiones en RLS confluyeron en la Cat. II a los 4 meses. Creemos que estos resultados
encuentran una explicacion cuando se analiza el niumero de dosis administradas y en la
capacidad intrinseca de curaciéon del LS. Se ha mencionado la relaciéon dosis-dependiente
entre algunos FC y la sintesis de algunos componentes del tendén®2®, Por lo que sabemos a
través de los estudios in vitro sobre explantes de tendones y ligamentos, durante algunas
semanas o meses algunos FC se expresan cuantitativamente mas en el tenddn lesionado
(IGF-1, TGF-B) que en el sano!®. Se opina que la expresién de algunos de estos factores
(IGF-I, TGF-B) depende, en cierta medida, del PDGF. Algunos estudios in vitro indican que la
expresion de PDGF-A y PDGF-B, durante las primeras semanas 0 meses, estd
cuantitativamente por debajo de los niveles del tendén sano®®. Por ello, parece ldgico que el

tratamiento de las lesiones de tendones y ligamentos requiera de multiples dosis.

Comparativamente, las lesiones correspondientes a las categorias mas graves (V, IV)
evolucionaron mas rapidamente que las de Cat. III, ya que confluyeron en la Cat. II en el
mismo periodo de tiempo. Nuestra hipdtesis es que en estas Ultimas lesiones mas graves es
mas facil infiltrar cualquier liquido y que, por tanto, recibieron dosis mas altas y
efectivamente intralesionales de PRP. Inversamente, las dificultades que entrana la inyeccién
intralesional en el caso de lesiones Cat. III y el menor volumen o dosis depositado en el
interior del ligamento, podrian explicar el mayor tiempo, comparativamente, que se necesita

para que confluyan en la Cat II. En definitiva, se trataria de otra relacién dosis-efecto.

Los resultados obtenidos no muestran diferencias significativas en la evolucidon de las

lesiones dependiendo de la situacion “aguda” o “crénica” en la que se encontrase el
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ligamento en el momento del inicio del tratamiento. Nuestra hipdtesis explicativa se basa en
que el limite entre estas dos situaciones no esta claro y, tal vez, deba replantearse. Es bien
sabido que las fases clasicas descritas en la fisiopatologia de la curacién del tendon y
ligamento (aguda, subaguda y crdnica), se solapan. Tras la lesion, la expresion génica para
la sintesis de colageno tipo I y III se mantiene elevada durante 24 semanas'®, es decir, es
comun a las fases aguda, subaguda y crénica. Ademas, a nivel bioquimico, la actividad
anabdlica y catabdlica coexisten y estan siempre presentes como parte del mecanismo de
homeostasis (MMPs y TIMMPs)2%. En todo caso, parece que los factores de crecimiento tienen
capacidad para activar las secuencias de cascadas bioquimicas que ponen en marcha los

procesos de curacion con independencia de la fase en la que se encuentre la lesién (Fig.12).

Tampoco se ha observado relacion alguna entre el status “agudo” y “croénico” y los

porcentajes de recaidas.

SECUENCIA DE INTERVENCION DE ALGUNOS FACTORES DE CRECIMIENTO

COLAGENO TIPO I y Il

IGF-I (nivel alto: 2-8 semanas;
max.: 4 semanas)

TGF-B1 (nivel elevado:1-24 semanas; maximo: 4 semanas)
n NIVELES NORMALES DE FC EN TENDON————
g

PDGF-A
1 l 1 l |

0 dia 12 22 42 82 242
semana semana semana semana semana
Fuente: elaboracién propia basado en Dahlgren et al. 2005 Isidro Abellanet

Los resultados obtenidos con el tratamiento con PRP son mas favorables que los obtenidos

mediante tratamientos reparadores convencionales.

Todas las recaidas se observaron en el grupo de caballos de carreras al trote. En este grupo
se acumulan mas factores de riesgo'!'?, como la velocidad, las superficies duras y la

repeticion del estrés.

En los hipédromos locales los caballos trotadores compiten un promedio de dos veces al mes
durante casi todo el afio. A lo largo de estos afios, en que se ha realizado este estudio, no
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siempre ha sido posible controlar los protocolos de reincorporacién progresiva al trabajo. Aun
asi, el porcentaje de recaidas, como se ha citado antes, es mas favorable. Tal vez cabe
comentar que los entrenadores contemplan los nuevos tratamientos mas como un recurso

para abreviar los periodos de descanso que como un método para reducir las recaidas.

Se ha citado en muchas ocasiones la relacion entre la gravedad de las categorias ecograficas
lesionales y el prondstico. En el presente estudio, los dos casos que recayeron presentaban

lesiones de Cat. IV y V y se produjeron en el periodo posterior a la competicion.

El factor “recuento plaquetario” no ha tenido influencia en la evolucién de las lesiones ni en
las recaidas, por lo que suponemos que con la técnica utilizada para la obtencion del PRP se

asegura un siministro “minimo” de FC.

Tras haber suministrado un total de 68 dosis de PRP en LS, se confirma la significativa
disminucién del dolor tras la primera dosis de PRP y la buena tolerancia al PRP autdlogo y

ausencia de complicaciones, observados en otros estudios®’:%8.

CONCLUSIONES

Se debe ser prudente al valorar las imagenes ecograficas, teniendo presente que hay una
proporcion variable de vestigios de tejido muscular, normalmente igual en la extremidad
ipsilateral, y conviene recordar las limitaciones de la ecografia en el momento de dar de alta

el paciente.

Segun se deduce del analisis estadistico, parece aconsejable administrar, al menos, dos o

tres dosis de PRP, en funcion de la informacién aportada por la evaluacion ecografica.
Es importante que la administracidon sea intralesional.

No parece relevante que el LS se encuentre en una fase aguda o crénica, con la Unica

precaucion de no administrar el PRP dentro de los 10-15 dias siguientes a la lesion.

Las lesiones mas graves, especialmente si estan localizadas en RLS, parecen requerir mas

dosis y mas tiempo de recuperacion.

El PRP se puede utilizar de forma segura en caballos y representa una alternativa novedosa y
valiosa para el tratamiento de lesiones LS, ya que puede proporcionar factores de
crecimiento que aceleran la curacién, mejoran los porcentajes de curacién y disminuyen las

recaidas en comparacién con los tratamientos convencionales de la medicina reparativa.

El coste econdmico del tratamiento con PRP obtenido por el método de tubo y doble

centrifugacion es comparable al de los tratamientos habituales convencionales.

Las estrictas condiciones de asepsia que requiere el método de tubo utilizado para la

obtencion de PRP no lo hacen recomendable para uso domiciliario.
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CAPITULO 2
ARTICULACIONES






2.1 FUNDAMENTOS TEORICOS






BASES ANATOMICAS Y FISIOLOGICAS DE LAS ARTICULACIONES SINOVIALES

El correcto funcionamiento de las articulaciones sinoviales depende de la integridad
anatémica y de la funcion celular de cada uno de sus componentes: el hueso, el cartilago
articular, el liquido sinovial, la membrana sinovial, la capsula articular fibrosa y las
estructuras ligamentosas. El hueso subcondral de los extremos déseos que conforman la
articulacion esta recubierto por cartilago articular que proporciona una superficie de contacto
de baja friccibn. La membrana sinovial y la capsula fibrosa articular rodean el perimetro
cartilaginoso y se insertan en el hueso proporcionando cierta estabilidad articular y un
receptaculo para el liquido sinovial. Los ligamentos y estructuras musculares periarticulares

contribuyen a la estabilidad articular.

La patologia articular se basa en la disfunciéon de uno o varios de estos componentes.

LA MEMBRANA SINOVIAL. LIQUIDO SINOVIAL

La membrana sinovial esta formada por dos capas, la intima y la subintima. La intima, a su

vez, tiene un espesor equivalente al de 1 a 5 estratos de células y carece de membrana
basal. Estas células se clasifican en sinoviocitos A, responsables de la fagocitosis, y
sinoviocitos B, que segregan proteinas. Es posible que un tercer tipo, los sinoviocitos C, sean
un tipo celular que represente una fase de transicion entre A y B!. La funcién de fagocitosis
permite la eliminacién de particulas no deseadas. La secrecidon de proteinas se enmarca
dentro del equilibrio anabdlico-catabdlico de la articulacion sana. Cualquier desequilibrio
puede conducir al desarrollo de la enfermedad articular. El abanico de proteinas que se
secretan incluye hialuronano, colageno, lubricina, prometaloproteinasas de la matriz (pro-
MMPs), interleukinas y eicosanoides (PGE2)?3. Estas proteinas cumplen funciones de
mantenimiento de la propia membrana sinovial y confieren caracteristicas especiales al
liquido sinovial. Otra parte de la composicién del liquido sinovial procede del plasma, que es
microfiltrado a nivel del endotelio de la capa subintima permitiendo el paso de moléculas de
un tamafio no superior a 10 KDa (glucosa, oxigeno, CO2, proteinas, etc). La capa subintima

esta constituida por tejidos fibroso y graso y estd muy vascularizada e inervada*>.

En condiciones normales, el liquido sinovial presenta una celularidad baja (se admiten hasta
500 céluas por microdecilitro). Uno de los constituyentes mas estudiados es el hialuronano
producido por los sinoviocitos B. Sus caracteristicas fisico-quimicas le confieren capacidades
estéricas que contribuyen a regular la composicion quimica del liquido sinovial excluyendo de
sus composicién a los leucocitos y otras proteinas; este efecto excluyente tendria lugar a
nivel de la membrana sinovial. Por otra parte, el hialuronano (HA) y la lubricina son
fundamentales en la lubricacion de las superficies articulares. El HA se une a los condrocitos
mediantes los receptores CD44. La concentracién de HA y el peso molecular del mismo son
muy importantes y repercuten en las funciones citadas anteriormente®. Seglin los métodos
analiticos empleados, en condiciones normales se obtienen valores en la concentracion de HA
que varian entre 29 y 760 ng/ml en el plasma y entre 0,25 y 0,48 mg/ml en el liquido

sinovial’. El peso molecular del HA enddgeno en los caballos varia entre 1-10 x 10°.%° La
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vida media plasmatica del HA enddgeno se ha estimado en 15-90 minutos y la produccién
media diaria de HA es de unos 65mg (33-164 mg) por caballo’. Tras la administracién via
intravenosa de 37,8 mg de hialuronato soédico (Hyonate®), la concentracién plasmatica
recuperd su nivel basal a las 3 horas. La vida media del hialuronato sédico (Hyonate®)
administrado intraarticularmente es de unas 5 horas y la concentracion en el liquido sinovial
vuelve a los niveles basales a las 24 horas de la administracién; se ha calculado que para
una articulacién con una capacidad de 30 ml la excrecién es de unos 4 ml/hora’. La
eliminacién se produce a través de la membrana sinovial y los vasos linfaticos; la

degradacién metabdlica se produce en la misma membrana y en el higado®>.

LOS LIGAMENTOS PERIARTICULARES Y LA CAPSULA ARTICULAR

Ambos tejidos proporcionan estabilidad a la articulacion. En las zonas proximales de las
extremidades, las masas musculares que rodean las articulaciones también son

imprescindibles para lograr esta estabilidad.

Dependiendo del tipo y rango de movimiento, los ligamentos y la capsula se relajan y tensan
en determinadas posiciones de flexién y extension®. Esta capacidad de adaptacién puede
reducirse cuando hay un exceso de deposicion de tejido fibroso. La materia seca que
constituye los ligamentos y la capsula estéa compuesta en un 75% por colageno tipo I y algo
de elastina y en un 23% por proteoglicanos. La inervaciéon acompafia a la estructura vascular
de estos tejidos®. Estos tejidos se modifican antes de insertarse en el hueso, de tal manera
que las fibras de colageno devienen en fibrocartilago y cartilago calcificado cerca de la zona
de insercién®. El metabolismo de estos tejidos estd influenciado por la actividad, de tal

manera que el ejercicio los hipertrofia y la inactividad los atrofia'?.

EL HUESO SUBCONDRAL

Proporciona un soporte estable al cartilago articular. La placa subcondral consiste en hueso
cortical con el sistema de canales haversianos dispuesto paralelamente a la superficie
articular. Es mas deformable que la cortical diafisaria® y experimenta remodelaciones como

respuesta al ejercicio.

EL CARTILAGO ARTICULAR

Constituye la superficie articular y, juntamente con el liquido sinovial, posibilita que el
movimiento articular se realice con una friccion minima. Macroscopicamente, tiene una
superficie suave e hialina. Dependiendo del grosor, entre 1 a 4 mm, el color puede variar de
blanco opaco a rosado debido a la transparencia del color del hueso subcondral. Carece de
red vascular, linfatica y nerviosa, por lo que su nutriciéon, asi como la eliminacién de residuos
metabolicos, se realiza por difusidn. Los vasos sanguineos de la subintima sinovial
proporcionan los solutos nutricionales, que difunden a través de la intima hasta el liquido
sinovial y desde éste, a través de la matriz extracelular del cartilago, llegan a los

condrocitos?®.
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Los condrocitos representan entre el 1% y el 12% del volumen del cartilago, siendo el resto
matriz extracelular (MEC) que, a su vez, estd compuesta por tres componentes principales:
agua, colageno y proteoglicanos. El contenido de agua varia entre el 70% y 80%, siendo
mayor en animales jovenes. En términos de materia seca, la MEC estd compuesta por un
50% de colageno, un 35% de proteoglicanos, un 10% de glicoproteinas (factores de
crecimiento, COMP, proteinasas), un 3% de minerales, un 1% de lipidos y un 1% de otras

sustancias?.

El examen microscopico del espesor del cartilago revela 4 zonas contiguas que se diferencian
por la morfologia de los condrocitos y la orientacion de las fibras de coldageno. Cada zona
responde a diferentes estimulos!3®. Los condrocitos de cada zona tienen un ritmo de

1516 v un nivel de biosintesis especificos'’*8. La zona

crecimiento!#, una expresién génica
superficial o tangencial, que supone entre el 10% y el 20% del espesor del cartilago, es la
que presenta una mayor concentracion de condrocitos, que tienen una forma alargada y
estan dispuestos de tal forma que su axis mayor mantiene un paralelismo con la superficie
articular; las fibras de colageno, cuya densidad es mayor en esta zona que en las capas mas
profundas, también se disponen de forma paralela a la superficie. Se acepta la existencia de
una lamina acelular de colageno sobre la superficie de esta zona y débilmente unida al
estrato celular de la misma. En la zona intermedia o transicional (40%-60% del espesor del
cartilago) los condrocitos presentan un tamafio mayor y una morfologia mas ovoidea o
redondeada; las fibras de colageno se disponen de forma mas aleatoria u oblicua respecto a
la superficie articular. La zona profunda o radiada (30% del espesor del cartilago) se
distingue porque incluye los condrocitos de mayor tamafio, de morfologia algo alargada y
orientados perpendicularmente a la superficie articular; las fibras de colageno también se
orientan perpendicularmente a la superficie articular. Adyacente al hueso subcondral, se
encuentra la zona de cartilago calcificado, compuesta por células y matriz calcificada'®. Los

condrocitos de las zonas intermedia y profunda sintetizan mas colageno tipo II y GAGs%-18,

La superficie del cartilago presenta poros de un didmetro aproximado de 6 nm que permiten
el paso de algunos solutos (iones, glucosa, etc)?°.

El colageno total del cartilago estd compuesto por coldgenos formadores de fibrillas (tipos I,
II, III, V, y XI) y no formadores de fibrillas?!, siendo el coldgeno tipo II el mas importante
cuantitativamente (90% a 95% del colageno total)?2. La principal diferencia entre el tipo I y
II reside en el niumero de moléculas de hidroxilisina y en el grado de glicosilacién. Las
moléculas de colageno tipo II se depositan a lo largo de un nucleo filamentoso de colageno

tipo X123

. El coldgeno tipo IX se dispone longitudinalmente a lo largo de las fibrillas de
colageno tipo II, actuando como interfase entre varias fibrillas de tipo II y entre éstas y los
proteoglicanos, proporcionando estabilidad mecanica?*. Los tipos VI, XII y XIV desempefian
funciones como nexos entre las fibrillas de coldgeno y otros componentes de la MEC?. El
colageno tipo II forma una malla tridimensional que alberga los proteoglicanos (PGs) e

hialuronano (HA) que proporcionan resistencia a la compresién.
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Los proteoglicanos constituyen el 35% de la MEC seca. Quimicamente, constan de un nlcleo

proteico al que se fijan glicosaminoglicanos (GAG). Entre los grandes proteoglicanos, el
agrecano representa el 85% de los proteoglicanos de la MEC; los tres GAG principales que
integran su molécula son el condroitin-4-sulfato, el condroitin-6-sulfato y el keratan sulfato
(KS). Las moléculas de agrecano se unen para formar agregados de agrecano que se unen al
hialuronano. Los pequefios proteoglicanos representan el 5% de los proteoglicanos, estan
representados por el biglicano, decorin, fibromodulin entre otros. El decorin y fibromodulin se
encuentran asociados a las moléculas de colageno proximas a la superficie del cartilago
articular. El decorin inhibe la formacion de coladgeno tipo I y II y el fibromodulin inhibe la
fibrilogenesis. El biglican y el decorin se unen al TGF-B impidiendo que desarrolle su funcién
bioldgical®. En el cartilago normal existe un recambio permanente y equilibrado entre la
sintesis de PGs por los condrocitos y la degradacion por proteinasas extracelulares, que

estdn influenciadas por citoquinas como IL-12°,

Los condrocitos responden ante los distintos niveles de stress de tal forma que los niveles
de stress mecanico insuficientes o excesivos favorecen los procesos catabdlicos?’, mientras
que los niveles fisioldgicos normales favorecen los procesos anabdlicos?®. Las cargas
soportadas actlan como estimulos mecanicos, osmotico/idnicos y eléctricos que pueden
afectar la homeostasis celular?®®. Los condrocitos responden ante una amplia variedad de
estimulos intracelulares y extracelulares, que incluyen la concentraciéon de H*, el volumen, la
presién, la osmolaridad, la concentracién de Ca?*, factores de crecimiento y citoquinas. Se
desconoce la importancia relativa de cada uno de estos factores. EI Ca?*, por ejemplo,

condiciona muchas funciones celulares, incluyendo la sintesis y degradacién de la matriz3°.

HUESO

Los osteoblastos trabajan coordinadamente con los osteoclastos formando una “unidad de
remodelacion 6sea” (URO). El osteocito también participa activamente en este dulo, ya que
por medio del éxido nitrico (NO) y las prostaglandinas puede inhibir la actividad osteoclastica
y estimular la actividad osteoblastica. En el adulto, la remodelacién acontece sobre todo en

el hueso esponjoso3!.

Las citoquinas y FC no poseen receptores en los osteoclastos (o poseen expresion muy baja),
sino en los osteoblastos. El receptor para calcitonina estad en los osteoclastos. De este modo
se asegura un estrecho control sobre la actividad potencialmente destructiva o reabsortiva
osteoclastica. La actividad reabsortiva depende de la expresién de MMP y catepsina. El
osteoblasto expresa receptores para citoquinas y FC proosteogénicos, antiresortivos, como
antiosteogénicos o proreabsortivos. Si en un momento predominan estos ultimos, el
osteoblasto activa paracrinamente el osteoclasto. Esta activacién depende de mediadores
solubles como IL-1, IL-6, IL-11 y PGE,. La PGE, puede ser sintetizada por el osteoblasto y
por el osteoclasto para accién autocrina. Cuando el osteoclasto es activado por los

mediadores solubles, produce PGE, 3!
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En la matriz predomina el coldgeno tipo I. La solidez la proporciona la matriz mineralizada

por precipitacién de hidroxiapatita.

CIRCULACION SANGUINEA

La funcién de la membrana sinovial es decisiva en el mantenimiento de la homeostasis
articular porque permite el intercambio de nutrientes y subproductos metabdlicos entre la
sangre de los capilares de la membrana y los tejidos articulares. La eficiencia de este
intercambio depende de la densidad y buen estado de la red capilar y de la circulacion

sanguinea3?33,

Todos los tejidos articulares disponen de un suministro vascular, excepto el cartilago, que es
avascular. En las articulaciones diartrodiales el flujo sanguineo esta conducido una red de
arteriolas procedentes de las arterias epifisarias y que se ubican en la union del periostio con
la membrana sinovial, formando un circulo perimetral. Las arteriolas mas gruesas penetran
en el hueso y nutren parte de la epifisis y el hueso suncondral, hasta la capa profunda del
cartilago calcificado. Las arteriolas mas pequenas permanecen en la periferia del cartilago,
configurando la circulacion pericondral. La membrana sinovial posee una amplia red capilar
gue se prolonga emitiendo una arteriola central a lo largo de las vellosidades o “villi”. Las
vellosidades son una zona muy importante para el intercambio de sustancias y para la

produccién de hialuronano3*.

La circulacion a nivel de la membrana sinovial puede verse afectada por la presién
intraarticular (PIA), la temperatura local, la movilidad articular, los reflejos, el tono
vasomotor y la liberacién local de mediadores vasoactivos. El ejercicio es el principal
activador de la circulacién articular®®. La presién intraarticular (PIA), que normalmente tiene
unos valores inferiores a la presidon atmosférica, tiene una gran influencia sobre la circulacion
sanguinea articular, porque la presién a nivel de los capilares de la membrana sinovial en
muy baja y estos se pueden colapsar facilmente si se incrementa la PIA%; esto es lo que
ocurre cuando existe un derrame o efusién sinovial con una PIA igual o superior a 30 mmHg
en la articulacién metacarpofalagiana del caballo, pudiendo llegar a una situacién de acidosis
intraarticular si la PIA se aproxima a 45 mmHg>°-38. Si estas alteraciones no se resuelven, la
reduccion de la circulacién sanguinea derivard en otras consecuencias tales como hipoxia
crénica, fibrosis e hipertrofia sinoviales, progresiva disminucion de la red capilar de la
membrana sinovial, acidosis local, disminucion de la capacidad de eliminacién de catabolitos,
incremento de la produccion de determinados mediadores de la inflamacién y dificultades

para la difusion de medicamentos administrados sistémicamente.

El ejercicio es muy importante en el mantenimiento de la circulacion articular y la PIA porque
incrementa el flujo sanguineo y también el drenaje linfatico. Sin embargo, a medida que
progresa la fibrosis y, por tanto, disminuye la movilidad articular, el efecto beneficioso del
ejercicio se manifiesta en menor medida y, en aquellos casos en que la fibrosis va
acompafada de una sustancial reduccidn de la red vascular, puede incluso incrementar la

hipoxia local®.
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LA LUBRICACION

La concentracion y las propiedades fisico-quimicas del hialuronano ayudan a explicar en
parte el mecanismo de lubricacién por el cual se minimiza la friccion entre los tejidos blandos
y las partes Oseas, pero resultan insuficientes para explicar los mecanismos de baja friccion
necesarios para mantener la integridad de las superficies cartilaginosas opuestas y sometidas
a cargas. Se han elaborado varios modelos para explicar este mecanismo de baja friccion y
parece que el modelo de lubricacidon elastohidrodinamico es el mas aceptado. Segun este
modelo, a medida que se aplica presidon sobre la superficie del cartilago, éste se exprime y
libera agua que se interpone entre las dos superficies que se enfrentan y soportan la cargaC.
Como consecuencia de la salida de liquido del cartilago, las moléculas de proteoglicanos de
la matriz cartilaginosa se aproximan entre si y generan unas fuerzas de repulsién entre ellas,
como los polos de un iman*!. Inversamente, a medida que disminuye la presién entre las
superficies cartilaginosas como resultado de la progresidon del movimiento, el fluido es
reabsorbido. Este flujo y reflujo de fluido entre el cartilago y el espacio intraarticular tiene
también consecuencias sobre la nutricion del cartilago ya que facilita el intercambio de

solutos hasta una profundidad de 6 mm del grosor cartilaginoso*2.

FISIOPATOLOGIA DE LA OSTEOARTRITIS

Existen varias corrientes de opinidon para explicar la fisiopatologia articular. Algunos
investigadores han propuesto varios mecanismos especificos en la patogénesis de la OA, por
ejemplo: como consecuencia de la existencia de un cartilago defectuoso con propiedades
biomecanicas anormales, o de la presencia de cambios anormales en el hueso subcondral, o
de la exposicién del cartilago normal a cargas anormales*3. Otros autores, aln reconociendo
que a veces el proceso que conduce a la OA puede tener origen en algun tejido concreto de
los que componen la articulacion, prefieren mantener una vision mas integral, ya que en la
enfermedad clinica suelen estar involucrados varios de los tejidos articulares y, a medida que

la OA progresa, la afectacién puede generalizarse a todos ellos®7:1°,

El desequilibrio puede iniciarse como consecuencia de cargas mecanicas anormales, de
presentacién progresiva o repentina, o como consecuencia de un fallo metabdlico tisular®. Y
asi, por ejemplo, la afectacién de los ligamentos y de la capsula articular puede motivar
inestabilidad y una distribucidon anormal de las cargas, que repercuten en la integridad del
cartilago y pueden provocar una respuesta del hueso subcondral. La fibrosis de la cépsula
articular puede reducir la movilidad articular y dificultar el riego sanguineo de la articulacién,
afectando a la homeostasis de la membrana sinovial, liquido sinovial y cartilago articular. La
membrana sinovial y el cartilago pueden producir sustancias catabdlicas (prostaglandinas,
citoquinas, TNF y MMP 's) que degradan el coldgeno II, el agrecano y otras glicoproteinas de
la matriz cartilaginosa®. El exceso de liquido sinovial puede contribuir a la inestabilidad
articular y a elevar la presion intraarticular (PIA). El hueso subcondral puede intervenir como
causa primaria**. Algunas situaciones metabdlicas sistémicas, como la obesidad, también

podrian estar involucradas en la OA%>46,
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A pesar de la clara interrelacion entre todos los tejidos articulares, nos extenderemos un
poco mas en la revision del cartilago, el hueso subcondral y la membrana sinovial debido a
su importancia especifica y a las conexiones entre su fisiopatologia molecular y el plasma

rico en plaquetas como tratamiento regenerativo.

En el cartilago los condrocitos actian como sensores que responden a la presion. Bajo
condiciones normales, responden produciendo componentes de la MEC, tales como agrecano
y colageno tipo II. Sin embargo, un stress mecanico anormal, tal como ocurre en la OA,
altera el metabolismo de los condrocitos e induce la produccion de proteasas y mediadores
de la inflamacién. Estos procesos conducen a una elevacion de los niveles de IL-1 y TNF-a
que, a su vez, disminuyen la sintesis de colageno e incrementan las proteasas (incluidas las
MMPs) y otros mediadores de la inflamacion como IL-8, IL-6, IL-17, IL-18, PGE, y Oxido
nitrico (NO). El NO tiene multiples efectos sobre los condrocitos, ya que inhibe la sintesis de
coldgeno y PG s y activa la produccién de MMPs*’. Por otra parte, como consecuencia de los
procesos oxidativos, los condrocitos sufren un proceso que ha sido demostrado
histoldgicamente: la senescencia o apoptosis*®. El stress oxidativo causa un acortamiento de
los teldmeros y una disminucion del nimero y de las funciones de las mitocondrias, con la
subsiguiente disminucion de la produccién de ATP. EI NO es una causa directa de la apoptosis

de los condrocitos®.

En el hueso subcondral, las funciones de resorciéon y remodelacion de los osteoblastos y

osteoclastos pueden desequilibrarse y participar activamente en la OA. Aln no esta claro si
las citoquinas del hueso conducen el proceso de la OA o si bien representan una respuesta
consecuente a un stress mecanico o a la presencia de sustancias originadas en el cartilago o
en la membrana sinovial*’. El NO estd relacionado con las funciones de la célula dsea. La
isoforma endotelial (ecNOS) se expresa en el hueso e interviene en la regulacion de la
actividad osteoblastica y formadora de hueso bajo la influencia de las cargas mecanicas. El
ecNOS actua junto con las prostaglandinas estimulando la formacién de hueso e inhibiendo la
resorcion 6sea®’. Por otra parte, IL-1 y TNF inducen iNOS en las células 6sea, lo que potencia
una pérdida de hueso®!. La expresién de factores de crecimiento, IGF-1 y TGF-B estd muy
incrementada en las zonas con osteofitos y, de hecho, contribuyen en la formacién de
osteofitos y remodelacién désea®2. La produccién de VEGF estimula la angiogénesis en el
hueso subcondral y este proceso es independiente del estimulo sobre la vascularizaciéon en la
membrana sinovial®3.

La membrana sinovial es el tejido con mas capacidad de reaccidn inflamatoria de los tres. La
membrana sinovial concentra el proceso inflamatorio en la proximidad de areas de cartilago
0 hueso lesionados. La membrana inflamada puede liberar proteinasas y citoquinas que
pueden acelerar la destruccidon de cartilago o de hueso. Incluso en aquellos casos de OA
incipientes o subclinicos, se ha podido demostrar la presencia de estromelisinas y
colagenasas mediante tinciones inmunohistoquimicas. Los cambios sinoviales incluyen la
hipertrofia e hiperplasia, frecuentemente acompafiadas de infiltracién leucocitaria®!. La
sinovial produce algunas de las quimoquinas y metaloproteinasas que degradan el cartilago.

Cerrando el ciclo, los propios productos de degradacion del cartilago provocan la liberacion
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de mas colagenasas y otras enzimas hidroliticas por parte de la sinovial. La sinovial
experimenta una hiperplasia vascular a medida que progresa la OA. Esta cascada bioquimica
desencadena la liberacion de sinovial de IL-1B y TNF-a que incrementan la espiral
inflamatoria®'. La OA erosiva representa un estadio mas avanzado con mayores niveles de

proteinasas y citoquinas.

HOMEOSTASIS Y BIOPATOLOGIA DE LA OA

Todos los tejidos articulares estan sujetos a unos procesos de recambio y mantenimiento que
son el resultado de un equilibrio entre los procesos anabdlicos y catabdlicos. La OA podria
definirse como la ruptura de este equilibrio, una vez que los procesos reparadores anabdlicos

resultan insuficientes para equilibrar los catabdlicos.

ENZIMAS DEGRADADORAS DE LA MEC

Las proteinasas se clasifican en 4 grupos principales segun tengan afinidad por el acido
aspartico, la serina, la cisteina o los zinc-péptidos. Estas ultimas constituyen el grupo de las
metaloproteinasas de la matriz (MMP).

Metaloproteinasas de la matriz

Estas endopeptidasas pueden ser secretadas por los sinoviocitos, condrocitos, macréfagos y
neutrofilos. Algunas MMPs pueden estimular su propia sintesis y la de sus precursores
enzimaticos, asi como disminuir la actividad de los inhibidores tisulares de MMPs (TIMP).
Entre las metaloproteinasas mas estudiadas se encuentran las colagenasas (MMP-1, MMP-8 y
MMP-13), estromelisinas (MMP-3, MMP-10 y MMP-11), gelatinasas (MMP-2 y MMP-9) y
agrecanasas. Entre las colagenasas, MMP-8 es liberada por los leucocitos PMN humanos y
equinos®. MMP-13 es mucho mas agresiva en la degradacién de coldgeno II que MMP-1.
MMP-1, MMP-3 y MMP-13 estan reguladas positivamente por las citoquinas catabdlicas
Interleuquina-1 (IL-1B) y el factor de necrosis tumoral (TNF). IL-1B estimula la fosforilacion
de la protein-kinasa (MAPK), lo que resulta en la activacién de factores de transcripcién que
estimulan la produccién de MMPs y agrecanasas®>°°. MMP-1 y MMP-13 degradan colageno II
y proteoglicanos. MMP-3,-10,-2 y -9 degradan proteoglicanos, fracciones de coladgeno y
elastina®>. Se ha observado que varios miembros de la familia de enzimas ADAM (a
desintegrin and metalloproteinase) pueden ser expresados por los condrocitos. Algunas de
estas enzimas ADAM fraccionan el agrecano en lugares especificos, dando lugar a fragmentos
que pueden ser detectados en el liquido sinovial de articulaciones con OA. Estas enzimas han
sido denominadas agrecanasas y tienen muchas similitudes con MMP, pudiendo ser inhibidas
por TIMP-1%/, Algunas moléculas agrecanasas son ADAMTS (ADAM with thrombospondin type
1 motifs), como la agrecanasa-1 (ADAMTS-4) y agrecanasa-2 (ADAMTS-5) son enzimas

proteoliticas que degradan el agrecan del cartilago en la OA®8,
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Arthritis Research & Therapy

Group MMPs

Collagenases MMP-1 (collagenase-1), MMP-8 (collagenase-2),
MMP-13 (collagenase-3),
MMP-18 (collagenase-4)

Gelatinases MMP-2 (gelatinases A), MMP-9 (gelatinases B)

Stromelysins MMP-3 (stromelysin-1), MMP-10 (stromelysin-2),
MMP-11 (stromelysin-3)

Matrilysins MMP-7, MMP-26

MT MMPs  MMP-14 (MT1-MMP), MMP-15 (MT2-MMP),
MMP-16 (MT3-MMP), MMP-17 (MT4-MMP),

MMP-24 (MT5-MMP), MMP-25 (MT6-MMP)

Rengel Y, Ospelt C, Gay S. Arthritis Res Ther. 2007; 9(5): 221 Summary of proteases. MMP, matrix
metalloproteinase; MT, membrane-type; tPA, tissue-type plasminogen activator; uPA, urokinase-type

plasminogen activator.
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EICOSANOIDES

Las prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos son metabolitos del acido araquidénico que
estan producidos por las células inflamatorias, los condrocitos y los sinoviocitos. Estas
sustancias estan presentes en la articulaciones inflamadas como consecuencia de las
citoquinas catabdlicas (IL-1B y TNF)*°. PGE, participa en el proceso inflamatorio
desencadenando una vasodilataciéon, reduciendo el umbral del dolor, estimulando el activador
del plasminégeno y la degradacion de proteoglicanos®. Por otra parte, PGE, tiene efectos
antiinflamatorios desde el momento en que estimula la expresién génica de citoquinas
antiinflamatorias e inhibe la expresién de algunas citoquinas catabdlicas (IL-1) y MMP36,

Se desconoce el balance neto de esta doble actividad.

Los leucotrienos causan vasodilatacidon e intervienen en la quimiotaxis. Se ha observado una
correlacion positiva entre la concentracion de leucotrieno B4 y el recuento de leucocitos en el

liquido sinovial de los caballos con OA®2,

OXIDO NIiTRICO

Este radical libre es un catabolito resultante de la oxidaciéon de la L-arginina catalizada por
enzimas sintetasas expresadas por macrofagos y células endoteliales bajo el estimulo de la
presencia de endotoxinas y citoquinas (IL-1 y TNF-a)*''®3, El NOS se presenta bajo varias
formas: endotelial (eNOS), neuronal (nNOS) y citoquina-inducible (iNOS); esta ultima es la
mas estudiada en patologia articular. La sintesis de colageno II y proteoglicanos por los
condrocitos se inhiben si se crean las condiciones bajo las cuales se incrementa la produccion
de iNOS. Estimula la actividad de MMPs e interfiere en la expresion de IL-1ra por los

condrocitos?®4°,

CITOQUINAS

Segun sus efectos se clasifican como catabdlicas, moduladoras o anabdlicas.

Las citoquinas catabdlicas o proinflamatorias mas estudiadas son IL-1 y TNF-a, que pueden
ser segregadas por los sinoviocitos y los condrocitos. Sus niveles se incrementan en la OA,
con lo que estimulan la produccidn de MMP, éxido nitrico y prostaglandina E, (PGE,), a la vez
que inhiben la sintesis de agrecano y de coldgeno tipo II.> Ademds, IL-1 puede inhibir la
produccién natural de inhibidores tisulares de MMP (TIMP) y de antagonistas de los

receptores de IL-1 (IL-1ra).

Las citoquinas reguladoras o moduladoras, tales como IL-4, IL-10 y IL-13, reducen la
produccién de las citoquinas proinflamatorias IL-1 y TNF, MMPs y prostaglandinas, vy

estimulan la sintesis de TIMP y IL-1ra%54,

La investigacion de las citoquinas anabdlicas es de gran interés en la bisqueda de nuevas
modalidades terapéuticas®. Las citoquinas anabdlicas incluyen factores de crecimiento tales

como IGF, TGF-B, FGF, BMP-2 y PDGF que actlan promoviendo la multiplicacion de
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condrocitos y la produccion de MEC (colageno tipo II y proteoglicanos). Se sabe que IGF-I
estimula la produccién de PG de la matriz®® y la proliferacion de los condrocitos®’, pero que
este efecto se reduce en sujetos de edad avanzada y en caso de articulaciones con
osteoartritis®”%8°, Asi como IGF-I surte escaso efecto sobre los condrocitos alterados, TGF-B
neutraliza los efectos catabdlicos de IL-1 y puede estimular la reparacion del cartilago
lesionado; asi, por ejemplo, bloquea el efecto inhibidor de IL-1 sobre la produccién de GAGs

7071 BMP-2 puede estimular la sintesis de proteoglicanos por parte de los

y colageno
condrocitos si IL-1 no esta presente. TGF-B y BMP-2 estimulan la sintesis de colageno II y
PG’?, pero también se han relacionado con la formacién de condrofitos en los méargenes
articulares y la consiguiente formacion de osteofitos en articulaciones artriticas. PDGF es un
FC con potente efecto mitogénico y quimiotactico sobre los condrocitos y células
mesenquimales indiferenciadas®®. El PDGF también estimula la proliferacion de los
condrocitos y la sintesis de PG, asimismo actlia como un potente quimiotactico para células

de origen mesenquimal®®. Estos son sdlo algunos de los efectos aislados que se conocen.

Es de singular importancia el conocimiento de las secuencias en las que intervienen los FC,
sus sinergias y las cascadas bioquimicas que originan para poder intervenir en el curso de la
enfermedad 7374,

El equilibrio entre las citoquinas es fundamental para el mantenimiento de la estructura y
funcion articular, ya que sus efectos no son taxativamente anabodlicos o catabdlicos. La
familia de los factores de crecimiento TGF-B se asocial generalmente a una respuesta
anabdlica o reparativa; por otra parte, IL-1B y TNF-a se asocia a un intenso efecto
catabdlico. Existen evidencias de que IL-1B8 y TNF-a, y TGF-B por otra parte, mantienen una
relacién antagdénica como sefiales que comparten unas mismas rutas bioquimicas a través de
la fosforilacién de protein-kinasas’® que conducen a la activacidon de factores de transcripcion
tales como AP-1, ATF, Elk-1 y NF-kB’’. Se supone que en esta relacién, predomina el efecto
neutralizador de TGF-B sobre IL-1B”® y, a medida que avanza la edad del individuo, se pierde
esta capacidad de neutralizacion’®. En determinados tejidos, TGF-Bl estimula la

concentracién de IL-1ra®C.

INHIBIDORES NATURALES DE LAS METALOPROTEINASAS Y DE LAS CITOQUINAS

Los inhibidores tisulares naturales de las metaloproteinasas (TIMP) a nivel articular son
TIMP-1, TIMP-2 y TIMP-3. Pueden ser sintetizados por diversas células entre las que se
incluyen condrocitos y sinoviocitos. Actian uniéndose a MMP y formando un complejo

inactivo.

Las citoquinas catabdlicas ejercen su accién uniéndose a los receptores de membrana. IL-1ra
se une a los receptores especificos de IL-1, bloquedndolos e impidiendo la accién de IL-1.
Existen varias isoformas, las secretadas (sIL-1ra) y las intracelulares (icIL-1ra), producidas

por condrocitos, fibroblastos sinoviales, neutrdéfilos y macréfagos.
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HIALURONANO Y NOCICEPCION. EFECTOS MOLECULARES Y CELULARES DEL
HIALURONANO

Méas alld de la funcion como lubricante y amortiguador de presiones, el hialuronano esta
claramente relacionado con la nocicepcion. El HA disminuye los impulsos nerviosos evocados
por el movimiento de las articulaciones inflamadas y disminuye la sensibilidad nerviosa de

los canales de iones®/82,

El HA, en funcion de la dosis y de su peso molecular (PM), también atenla la sintesis de

PGE, por parte de los sinoviocitos y condrocitos®® y la sintesis de bradikinina en ratas®*.

Ademas, el HA puede tener efectos directos o indirectos sobre la sustancia P e inhibe la

permeabilidad vascular incrementada por la substancia P 84,

HA'Y MEC

Segun diversos estudios in vitro realizados con explantes de cartilago de diferentes especies,
el HA exégeno estimula la sintesis de HA enddgeno en funcidn del PM y la dosis® %, También
estimula la sintesis de PG en cartilago equino, incluso en presencia de IL-1, y suprime o
disminuye la salida y degradacion de PGs del cartilago; buena parte de estos efectos

dependen de la dosis®.

HA Y LOS MEDIADORES DE LA INFLAMACION

En diferentes especies se ha comprobado que el AH suprime la producciéon de TNF-a e inhibe
la expresion de IL-1B y estromelisina (MMP-3) y estimula la sintesis de TIMP-1 dependiendo
de la dosis y PM¥. Resulta interesante observar que la fragmentacién del AH en el liquido
sinovial estimula la expresidn de MMPs y receptores CD448. Por tanto, la depolimerizacién
del HA del liquido sinovial que acontece en la OA puede contribuir al incremento de enzimas
degradantes y da sentido a la utilizacion clinica del HA exdgeno, ya que éste estimula la

produccién de AH endégeno®’

También tiene efectos sobre el acido araquidénico y sus metabolitos, ya que reduce los
niveles de acido araquiddnico, algunos leucotrienos y la produccién de PGE, inducida por IL-
la; estos efectos también dependen de la dosis y PM®°. Por otra parte, estimula las

concentraciones de cAMP, por lo que el AH puede actuar como un antiinflamatorio.

Dependiendo de la dosis y PM, también tiene efectos antioxidantes, inhibiendo el stress

oxidativo inducido por IL-1°! y el anién superdxido®.

HA Y LAS CELULAS DEL SISTEMA INMUNITARIO

Dependiendo de la concentracion y PM, el AH regula la migracion de linfocitos y PMN inducida
por el leucotrieno B4, asi como la fagocitosis, la degranulacion y la perjudicial adhesién de

los neutrdfilos al cartilago®.
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INFLUENCIA DEL PESO MOLECULAR DEL HA

Muchos de los efectos del AH evaluados in vitro dependen de la concentracion y peso

molecular (PM) del mismo.

Se ha sugerido que los efectos de los preparados de HA con un PM superior a 1 x 10%d son
clinicamente mejores. Los estudios in vitro que analizan los efectos del HA sobre los
condrocitos y algunos estudios clinicos® también parecen corroborar esta opinién; sin
embargo, es posible que cuando se desea un efecto mas alla de la superficie cartilaginosa,
tal es el caso del hueso subcondral, ligamentos o meniscos, los preparados de bajo PM sean

mas apropiados porque difunden mejor®.

LA GLUCOSAMINA

Inhibe la produccién de MMPs inducida por IL-1B al interferir en la fosforilacion de la protein-
kinasa MAPK.>® La adicién de glucosamina (hidrocloruro) y condroitin sulfato a explantes de
cartilago equinos acondicionados con IL-1a consigue disminuir la liberacién de GAGs totales

al medio, como manifestacion de degradacién del cartilago®®.
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Tabla 1. Efectos del Hialuronano.

Célula/Tejido Efecto
Leucocitos Linfocitos { Proliferacion, migracion, quimiotaxis, estimulacién.
Neutréfilos { Migracion, fagocitosis, activacidn y degranulacién.

{, Agregacion v adhesion al cartilago (degradacién)

{ Radicales libres
Fibroblastos sinoviales N Sintesis HA

{, Liberacion de PGE inducida por IL-1

{, Liberacion de acido araauidénico.

{ Células inflamatorias, inflamacion v grosor de la membrana sinovial
Condrocitos/Cartilago ‘M Densidad condrocitos. compacidad v grosor del cartilago

{ PGE-. ll-1. TNF-a. MMP-3

{' Apoptosis de los condrocitos

‘M Produccién de TIMP-1

/N Sintesis de PG.( incluso en presencia de IL-1a)

{/ Liberacion de PG de la matriz del cartilago

N Produccién de cAMP

Influencia :

PM

N/A
N/A

N/A
N/A

N/A
N/A

Elaboracién propia. Basada en: Caron JP. (2005) y Moreland LW. (2003)
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MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA OSTEOARTRITIS

DOLOR

No existe una buena correlacidon entre el dolor y el grado de OA®®, aunque este hecho puede
que sélo refleje las limitaciones de las técnicas de imagen utilizadas en el diagnéstico,
especialmente la radiologia; es dificil realizar un diagndstico radiolégico de la OA cuando la
alteracion se asienta basicamente en los tejidos blandos. Las fibras mielinicas A-8 vy
amielinicas C forman la ruta aferente del arco reflejo del dolor y detectan los estimulos
nocivos que dafian o ponen en peligro la integridad corporal, por ello se denominan
“nociceptores”. Las fibras A-§ inician el dolor agudo asociado a un insulto agudo, mientras
que la fibras C son las responsables del dolor mas persistente. Los receptores de las
terminaciones pueden tener distintas sensibilidades frente a los estimulos quimicos,
mecanicos y térmicos. El cartilago articular no estd inervado, pero el resto de los tejidos
articulares, como el hueso subcondral, la capsula articular y los meniscos, son rico en ambos
tipos de fibras®®. Tras la agresion, las células del sistema inmunoldgico y las células
lesionadas liberan localmente sustancias sensibilizadoras de los nociceptores, como
histamina, iones potasio, serotonina, PGE,.>> Como consecuencia de estos estimulos, las
terminaciones sensoriales liberan neuropéptidos de la familia de las taquininas (Sustancia P,
neurokinina A, y B, neuropéptido K), CGRP (calcitonin gene-related peptide) y neuropéptido
Y. La sustancia P liberada actla a través de los receptores NK; de las células endoteliales de
los capilares y estimulando directamente una mayor liberaciéon de histamina por parte de las
células plasmaticas, contribuyendo asi a la extravasacién de plasma. CGRP, actuando a
través de los receptores CGRP, provoca una intensa y duradera vasodilatacién®’. En modelos
animales experimentales la infusidn local de sustancia P exacerba la artritis®®. Los niveles
elevados de substancia P pueden estimular la liberacién de citoquinas proinflamatorias, IL-1
y TNF, por parte de los monocitos®®. Pero esta secuencia también puede ser descrita de
forma inversa, cerrando un circulo vicioso, ya que TNF-a, IL-1B y IL-8 inducen la liberacién
de sustancias sensibilizadoras de los nociceptores y causan una hipersensibilidad persistente
de los mismosi®1%2 11-1B y PGE,, ademds, pueden actuar directamente sobre los
nociceptores y sobre cascadas de mensajeros secundarios y kinasas, alterando la sensibilidad
de los receptores de transmisidon primarios y los canales de sodio necesarios para la

3

transmision del potencial de accién®®, II-1B actla a través de una protein-kinasa (p38

MAPK)'%, a su vez regulada por mTORC1 (mammalian target of rapamycin complex 1),

Asi se contribuiria a perpetuar un ciclo de “inflamacién neurogénica”'%®

, que se enmarca
dentro de una concepcién e interpretacion de la inflamacion y el dolor amplias, entendiendo
que la respuesta inflamatoria es modulada en parte por una comunicacién bidireccional entre
el cerebro y el sistema inmune. Esto incluye mecanismos hormonales y neuronales por
medio de los cuales el cerebro regula la funcién del sistema inmunitario y, en sentido
contrario, las citoquinas permiten que el sistema inmune regule el cerebro!®’. Escuetamente,
se pueden citar ejemplos de estas relaciones: la simpatectomia de las articulaciones se

asocia a una disminucién de la inflamacidn; la activacién de adrenoreceptores B con altas
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concentraciones de norepinefrina o adenosina resulta en un incremento de la concentracién
intracelular de cAMP y de respuestas antiinflamatorias, mientras que la activacion de
adrenoreceptores a, con bajas concentraciones de norepinefrina o adenosina desencadena la

liberacién de sustancias proinflamatorias, como la sustancia P 108,

Actualmente, una parte de la investigacion con finalidad terapéutica esta dirigida a
interceptar estas secuencias, por ejemplo: neutralizar las protein-kinasasi®®, ensayar

110 y de los receptores p morfinicos!!! e investigar

agonistas de los receptores B-adrenérgicos
antagonistas de los receptores de citoquinas proinflamatorias (IL-1ra), amén de las terapias

regenerativas propiamente dichas.

Las relaciones entre algunas citoquinas y el HA con el dolor ya han sido mencionadas

anteriormente.

En humanos se ha demostrado que la glucosamina y del condroitin sulfato, solos o

combinados, disminuyen el dolor en los pacientes con OA!!2,

EFUSION SINOVIAL Y COMPOSICION DEL LIQUIDO SINOVIAL

El grado de efusion sinovial no siempre esta correlacionado con la gravedad de la OA. Revela
un desequilibrio entre la produccion (circulacion sanguinea) y la evacuacidon (circulacidon
linfatica). La OA suele ir acompafiada de cambios en la viscosidad del liquido sinovial debido
a una disminucién de la concentracién de hialuronano y/o degradacion molecular del
mismo!*3. El contenido en proteinas y la citologia del liquido sinovial no siempre reflejan la
situacion real de la articulacion. El estudio de biomarcadores de sintesis y degradacion, asi
como de los cristales, presentes en el liquido sinovial, abre un camino para la deteccién

precoz, la valoracidn de la situacién real de la articulacién y eficacia de los tratamientos.

‘BIOMARCADORES

Este apartado se desarrolla en el siguiente capitulo.

‘ DIAGNOSTICO POR IMAGEN

Es una opinidn bastante extendida que aun hoy la artroscopia sigue siendo el método de
referencia para evaluar las articulaciones y, especialmente, el cartilago. Sin embargo, la
utilizacion practica de este procedimiento quirdrgico como método exclusivamente

diagnéstico es poco habitual.

A pesar de las limitaciones comentadas anteriormente, durante muchos afos la radiologia ha
sido el método diagndstico mas empleado y existe una abundante base de datos que ha
permitido identificar unos signos radioldgicos que si se relacionan con la presencia de AO,
como son: los osteofitos periarticulares, la disminucion del espacio articular, la lisis y/o

esclerosis del hueso subcondral, los fragmentos osteocondrales y la remodelacion ésea.

La ultrasonografia es otro método de diagndstico por imagen que se ha consolidado*,
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La resonancia magnética proporciona abundante informacién, pero el disefio de las unidades

actualmente disponibles limita mucho su utilizacidn en la clinica equina.

REPARACION DEL CARTILAGO POR MECANISMOS NATURALES. PRONOSTICO.
El modelo de curacién del cartilago equino se parece mucho al modelo humano®’.

Aun sigue vigente la observacion realizada en 1743 segun la cual “una vez que el cartilago se

115

destruye, nunca se cura”'*>, entendida la curacidn como regeneracion o “restitutio ad

integrum”. Adn existen muchos obstaculos para la regeneracién del cartilago basada en

tratamientos celulares.!®.

Las lesiones cartilaginosas son reparadas por medio de tejido
fibrocartilaginoso, con mayor o menor éxito en funcién de la superficie y espesor afectados.
Las propiedades funcionales y las caracteristicas histoldgicas del fibrocartilago neoformado
son de inferior calidad que las del tejido original. Las lesiones que afectan a todo el espesor
del cartilago, lo que incluye el cartilago calcificado pero no el hueso subcondral, y que
ocupan una superficie superior a 5 mm?, tienen un peor pronéstico'’’. Se han descrito
mecanismos de reparacion intrinsecos, basados en la limitada capacidad de los condrocitos
para multiplicarse y reparar las lesiones: el término “matrix flow” describe la propagacion de
condrocitos y matriz cartilaginosa desde la periferia de la lesidn hacia el centro de la misma
en un intento de rellenar el defecto; se considera que su efecto reparador se limita a lesiones
de pequefio tamafo. Los mecanismos extrinsecos se basan en la aportacidn de células y
otros factores no procedentes del cartilago, sino del hueso subcondral; una forma de
implementar este mecanismo natural es, por ejemplo, la reavivacion del hueso subcondral
mediante la perforacién o microfractura quirtrgica (micropicking) para poder aportar células

indiferenciadas y factores de crecimiento que estimulen la reparacion.

En la Introduccidn General ya se han descrito las tendencias terapéuticas actuales de la
medicina regenerativa. A continuacién, se presentan los resultados obtenidos con el

tratamiento basado en el PRP.
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MOTIVOS PARA UTILIZAR PRP EN ARTICULACIONES

Creemos que hay dos motivos basicos para utilizar el PRP: por sus efectos sobre la
estructura articular (neutralizacidon o atenuacion de los mecanismos catabdlicos de la

inflamacion; estimulo anabdlico regenerativo) y por sus efectos sobre el control del dolor.

1.- El PRP incluye FC con efectos anabdlicos sobre los condrocitos (diferenciacion y

multiplicacién) e induce la sintesis de MEC (Coldgeno II y PGs) 31/°2:66-76,

2.- Algunos factores de crecimiento inhiben o neutralizan los efectos de las citoquinas
catabdlicas, con lo que se preserva la integridad estructural. TGF-B1 actla como un

antagonista de IL-1, ya sea inhibiendo directamente IL-1 o estimulando la liberacién de IL-

1 ra70,71,76—80 .

3.- Dependiendo de la concentracion de leucocitos y del tiempo de almacenamiento, en los

sobrenadantes de los concentrados plaquetarios se detecta IL-1ra liberada por los

neutrofilos!t®123,

4.-El PRP reduce el dolor!?*125, Este efecto puede ser el resultado del sumatorio de varios

efectos: la inhibicidn o neutralizacion de citoquinas proinflamatorias (TGF-B / IL-1 via p38

99-112
’

MAPK) y otras sustancias (sustancia P, PGE2) que hipersensibilizan los nociceptores el

127,128

estimulo sobre la sintesis de &cido hyalurénico y, en general, por el reequilibrio

homeostatico.

5.-El PRP estimula la sintesis de acido hialurénico por los fibroblastos sinoviales, lo que

contribuye a disminuir el dolor, mejorar la lubricacién y controlar o revertir la inflamacion®!
97,125,127,128
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2.2 ESTUDIOS CLINICOS






2.2.1 ARTICULACIONES






MATERIAL Y METODOS

PACIENTES

En este estudio se incluyeron 42 caballos de diferentes sexos, edades, razas y aptitudes,
divididos en dos grupos. Un primer grupo de 12 caballos (7 trotadores, 2 doma, 2 silla),
afectados con lesiones antiguas y recurrentes, cuyo historial clinico era bien conocido. Se
trataron 12 articulaciones (7 metacarpo-falangianas, 3 carpos, 1 femoro-tibio-rotuliana, y 1
tarso-crural). Un segundo grupo de 30 caballos referidos (17 trotadores, 2 doma, 2 salto, 9
silla), de los cuales 10 presentaban lesiones articulares recientes y otros 20 padecian
lesiones antiguas y recidivantes. Se trataron un total de 30 articulaciones (6 interfalangianas

distales, 8 metacarpo-falangianas, 2 metatarso-falangiana, 14 femoro-tibio-rotulianas).

Entre los 12 caballos del primer grupo se administraron 24 dosis de PRP; y entre los 30

caballos del segundo grupo se administraron 56 dosis.

GRUPO CONTROL

Se considera como tal el primer grupo de 12 caballos, ya que se conocia el historial clinico y
deportivo de estos caballos desde que aparecieron las lesiones, asi como su respuesta al
tratamiento convencional basado en la administracion de AINES, corticoides, acido

hialurénico y GAG, solos o en combinacion.

En el momento en que se iniciaron los tratamientos todos los caballos presentaban cojeras

que les impedian trabajar.

EVALUACION DE LA COJERA

Se realizé un completo examen de la cojera incluyendo una determinacion del grado de la
misma, bloqueos anestésicos perineurales e intraarticulares para localizar las lesiones,

radiografias y ecografias.

Las cojeras se clasificaron de 0 a 5, siguiendo los criterios AAEP*?°, Donde 0= normal y 5= el

caballo no es capaz de soportar peso sobre la extremidad.

Los resultados de los test de flexion durante un minuto se clasificaron en una escala de 0 a
3, donde 0= resultado negativo, 1= ligero incremento de la cojera, 2= moderado incremento

de la cojera y 3= severo incremento de la cojera.

Se evalué el calor local y la sensibilidad a la palpacidn.
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Los pacientes se volvieron a evaluar antes de cada tratamiento (cada 10-15 dias, si
recibieron varias dosis) y a intervalos no definidos hasta que se reincorporaron a sus

entrenamientos.

EVALUACION RADIOLOGICA

A pesar de sus limitaciones, la radiologia sigue siendo la técnica de diagndstico que acumula
la mayor base de datos sobre la OA y la méas asequible. La literatura cientifica'® recoge una

serie de signos radioldgicos indicadores de OA:

a) los osteofitos periarticulares

b) la disminucidn del espacio articular
¢) la esclerosis del hueso subcondral
d) la lisis del hueso subcondral

e) los fragmentos osteocondrales

f) la remodelacion dsea.

En el presente estudio, clasificamos los casos segun presenten o no signos radioldgicos y, en

caso afirmativo, los clasificamos segun los criterios expuestos anteriormente.

Las radiografias se realizaron con un sistema digital indirecto (VetRay 3600).

EVALUACION ECOGRAFICA

Se realizaron estudios ecograficos para complementar los radioldgicos. Se evaluaron los
tejidos blandos, aspecto del liquido sinovial y superficie articular. Fue la técnica de referencia

para diagnosticar las lesiones de los meniscos y la sinovitis proliferativa o villonodular.

Se utilizaron sondas lineales rectas y microconvexas de 7,0 Mhz y 10 Mhz.

SEGUIMIENTO CLINICO

El estudio se inicié en abril de 2005 y se finalizd en octubre de 2008. El seguimiento continud

durante un periodo minimo de un afio y hasta tres afios y medio.

Del total de los 42 caballos tratados con PRP, se registraron los datos correspondientes a la
evaluacion clinica y a sus carreras deportivas, prestando especial atencién al rendimiento
atlético y a las recaidas acontecidas antes y después de volver a la competicién o nivel

deportivo previo.

PREPARACION DEL PRP

El PRP se prepar6 segln el método de tubo y doble centrifugaciont3’, obteniendo 100 ml de
sangre de forma aséptica de la vena yugular mediante una palomilla 16 G (Braun) y
depositandola en tubos al vacio, estériles, de 5 ml., conteniendo citrato sdédico al 3,2 %. A
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continuacion los tubos se centrifugaron a 120g durante 5 minutos. En condiciones asépticas,
se aspira el 50% de la columna de plasma que estd adyacente a la capa leucocitaria. El
plasma obtenido se vuelve a centrifugar a 240g durante 5 minutos y se recupera el 25% de
la columna de plasma adyacente al sedimento y éste mismo. Esta ultima fraccién, contenida
en jeringas estériles, se activa con cloruro calcico (4.5mEq/5ml) adicionando 50ul / 1 ml PRP.

Se realizé el recuento plaquetario de cada muestra de sangre obtenida.

ESQUEMA DE TRATAMIENTO CON PRP

La zona afectada de la extremidad se prepard de forma aséptica para las inyecciones. Los
caballos se sedaron con detomidina (Domosedan®, Pfizer) - butorphanol (Torbugesic®, Fort
Dodge Laboratories Inc.). El PRP se inyectd intraarticularmente entre 1 y 3 veces en
intervalos de 10-15 dias, segun la evolucidn de la sintomatologia clinica, basada en el grado
de dolor a la flexién y cojera. Durante las semanas que durd el tratamiento los caballos se
mantuvieron en reposo o dando paseos a la mano. No se administrd ningln otro tratamiento

sistémico o topico.

ANALISIS ESTADISTICO

A los dos grupos de 12 y 30 caballos, se aplico el test T para muestras dependientes, para

comparar la evolucidn de las cojeras de los caballos antes y después del tratamiento.

Igualmente, se aplico el test ANOVA para evaluar la repercusion en el resultado final, de los
factores “lesidén aguda o crénica”, “cambios radioldgicos”, “recuento plaquetario” y “nimero
de dosis”. Asimismo, se evaluaron estos factores en relacion al momento en que se

produjeron las recaidas, antes o después de la competicion.

En el caso de los caballos de carreras, se consideraron favorables aquellos casos que
consiguieron competir sin manifestar cojera en, al menos, 5 carreras. Y en el caso de los
caballos de recreo se consideraron favorables aquellos casos que volvieron a su nivel atlético

previo sin manifestar cojera durante un periodo minimo de 6 meses.

Todos los analisis estadisticos se realizaron mediante software SPSS ver.14. Se establecié un

intervalo de confianza de 95% y se consideraron valores de P<0,05 como significativos.
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Caso | Artic Cambios RX Ecografia | Dosis ch Compite Rce
Osfit | DEA | ELSub | FOC Remod

1 Carpo Si Si No 2 Si No

2 Carpo Si Si Si Si 1 Si No

3 Carpo Si Si Si Si 1 Si No

4 Mcf No No No No No 3 No Si No
5 Mcf No No No No No 3 No Si No
6 Mcf No No No No No 1 No Si No
7 Mcf No No No No No S villono 2 No Si Si
8 Mcf No Si No No No 1 No Si Si
9 Mcf No No No Si No 3 No Si No
10 Mcf No No No No No 1 No Si No
11 FTR No No Si No No 3 No Si No
12 Ter No No No Si No 3 No Si No
1 22|f No No No No No 2 No Si No
2 23|f No No No No No 2 No Si Si
3 22|f Si No No No si 2 Si No

4 23|f No Si No No No 1 Si No

5 23|f Si Si No Si si 2 Si No

6 22|f No No No Si No 1 Si No

7 Mcf No No No No No 1 No Si No
8 Mcf No No No No No 1 No Si No
9 Mcf No No No No No 3 No Si No
10 Mcf No No No No No 3 No Si No
11 Mcf Si Si No Si Si 1 Si No

12 Mcf No No No Si No 2 No Si No
13 Mcf No No No Si No 2 No Si No
14 Mcf Si Si No Si Si 1 Si No

15 Mtf No No No No No 2 No Si Si
16 Mtf No No No No No 2 Si No No
17 FTR No No No No No 2 No Si No
18 FTR No No No No No 2 No Si No
19 FTR No No No No No 2 No Si No
20 FTR No No No No No 2 No Si No
21 FTR No No No No No 2 No Si No
22 FTR No No No No No 2 No Si No
23 FTR No No No No No 2 No Si No
24 FTR No No No No No 2 No Si No
25 FTR No No No No No 2 No Si No
26 FTR No No No No No 2 No Si No
27 FTR No No No No No 2 No Si No
28 FTR No No No No No 2 No Si No
29 FTR No No No Si No 2 Si No

30 FTR Si No No No Si 2 Si No

Osfit: osteofitos; DEA: disminucién espacio art.; ELSub:esclerosis/lisis subcondral; FOC: fragmentos

osteocondrales; Remod: remodelacion dsea
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RESULTADOS

El analisis estadistico aplicado sobre la muestra de 12 caballos con un historial conocido de
problemas croénicos recidivantes, mostré diferencias significativas entre la situacion clinica
previa y posterior al tratamiento (Test T: p<0,000), ya que 9 caballos consiguieron volver a
la competicidn; de estos, 3 caballos recayeron tras alcanzar el nivel de la competicion. El
test ANOVA mostré que el factor “numero de dosis” no resultd significativo dentro del
intervalo de 2 a 3 dosis (p=0,431); sin embargo, el factor “presencia de cambios
radioldgicos” si resulto relevante en el resultado final (p=0,014). El factor “aguda/crénica”
no pudo ser evaluado ya que todos los caballos presentaban lesiones antiguas y fueron
considerados “cronicos”. El factor “recuento plaquetario” no resultd significativo (p=
0,786).

En el grupo heterogéneo de 30 caballos, con lesiones agudas y croénicas, el analisis
estadistico mostré diferencias significativas entre la situacion clinica previa y posterior al
tratamiento (Test T: p<0,000), ya que 21 caballos consiguieron volver a la competicion; de
estos, 2 caballos recayeron tras alcanzar el nivel de la competicién. Igualmente, el test
ANOVA mostré que el factor “aguda/crénica” en apariencia resulta relevante (p=0,019). El
factor “nimero de dosis” no resultd significativo dentro del intervalo de 2 a 3 dosis
(p=0,534). El factor “recuento plaquetario” no resultd significativo (p=0,788). El factor

“presencia de cambios radioldgicos” si resulto relevante en el resultado final (p<0,000).

En este segundo grupo, las recaidas que se producen antes de llegar a alcanzar el nivel de

la competicién estan muy influenciadas por el factor “cambios radioldégicos” (p=0,021).

Los cambios radiolégicos que de forma individualizada han repercutido menos
desfavorablemente en el resultado final han sido los pequefios fragmentos osteocondrales
(<4mm) ya que 4 caballos, de los 7 que presentaban Unicamente este signo radiolégico,

han podido volver a competir o a su nivel atlético previo.

La disminucion de la sensibilidad dolorosa frente a la flexion ya fue especialmente
significativa después de la primera dosis de PRP. Todos los caballos, incluso aquellos con
las lesiones mas graves y que no se recuperaron desde el punto de vista atlético,

experimentaron una disminucion de la sensibilidad dolorosa.

Se administraron 80 dosis de PRP distribuidas entre los 42 caballos y no se observo

ninguna reaccién adversa.
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DISCUSION

Los 12 caballos del grupo control, con lesiones crénicas y con un historial clinico y
terapéutico bien conocido, experimentaron una evolucion favorable y mas duradera que la
que se obtenia con los tratamientos convencionales. El 75% (9/12) recuperaron su nivel
atlético previo o volvieron a la competicidon, aunque al cabo de poco tiempo, el 33% (3/9)
recayeron. Por tanto, finalmente, el 50% (6/6) recuperd su nivel atlético previo y lo mantuvo
durante mucho tiempo. Antes de iniciar el tratamiento con PRP todos los caballos de este

grupo manifestaban cojeras que impedian su utilizacién deportiva.

El grupo de 30 caballos, con lesiones agudas y crénicas, también experimentd una evolucion
favorable y duradera. El 70% (21/30) recuperd su nivel atlético previo o volvido a la
competicion, aunque posteriormente, el 9,5% (2/21) recayese. Por tanto, finalmente, el

63,3% (19/30) de los caballos se mantuvo sin cojeras de forma estable.

En todos los casos, incluidos aquellos que no se recuperaron totalmente de la cojera, se
observd una marcada disminucién del dolor después de la administracidon de la primera dosis.
Las terminaciones nociceptivas se distribuyen por la membrana sinovial y el hueso
subcondral y se sensibilizan y estimulan segln la presencia de determinadas substancias que
se acumulan como consecuencia de la accién de citoquinas catabdlicas como IL-1 y TNF-a.
La IL-1 puede actuar también directamente sobre los nociceptores. El estado de
hipersensibilizacion periférica se puede instalar de forma persistente y cerrar un ciclo de
“inflamacién neuroldgica”. Algunos FC, como TGF-B, antagonizan los efectos de II-1 y TNF-a

99-112

sobre los condrocitos’® y nociceptores La administracion intraarticular de PRP se ha

relacionado con el incremento relativamente sostenido de GAGs y HA en el liquido

sinovial'?’1?8 y ello también puede explicar el efecto analgésico8!-97:125:127,128

Este estudio estd basado en una clasificacién de los signos radioldgicos de la OA. El factor
“cambios radioldgicos” ha resultado muy influyente sobre las posibilidades de recuperacion
del nivel atlético previo o el regreso a la competicion, lo cual induce a pensar que el PRP
constituye una modalidad de tratamiento especialmente indicada en aquellas lesiones
imputables a los tejidos blandos articulares y en aquellas situaciones en las que se observan

limitados cambios radiolégicos, especialmente, diminutos fragmentos osteocondrales.

La terminologia “lesidon aguda” y “lesion crénica”, entendidas sin mas como “reciente” o
“antigua” y disociadas de los “cambios radioldgicos”, no resulta de utilidad a efectos de
prever cual puede ser el resultado del tratamiento con PRP, si bien es cierto que con el paso
del tiempo la evolucién de la OA permitird que afloren mas “cambios radioldgicos”. Ademas,
a nivel bioquimico, la actividad anabdlica y catabdlica coexisten y estdn siempre presentes
como parte del mecanismo de homeostasis (MMPs y TIMMPs; IL-1-TNF-a y TGF-$; IL-1 y IL-
1ra). En todo caso, parece que los factores de crecimiento tienen capacidad para activar las
secuencias de cascadas bioquimicas que ponen en marcha los procesos de curacion con

independencia de la fase en la que se encuentre la lesion.
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Por lo que respecta a las recaidas, el factor status “agudo vs crdénico” tampoco se ha

mostrado significativo, pero si el factor “cambios radioldgicos”.

Todas las recaidas se observaron en el grupo de caballos de carreras al trote. En este grupo
se acumulan mas factores de riesgo, como la velocidad, las superficies duras y la repeticion

del stress.

En los hipédromos locales los caballos trotadores compiten un promedio de dos veces al mes
durante casi todo el afio. A lo largo de estos afos, en que se ha realizado este estudio, no
siempre ha sido posible controlar los protocolos de reincorporacién progresiva al trabajo. Aun
asi, el porcentaje de recaidas, como se ha citado antes, es mas favorable. Tal vez cabe
comentar que los entrenadores contemplan los nuevos tratamientos mas como un recurso

para abreviar los periodos de descanso que como un método para reducir las recaidas.

En cualquier caso, los resultados obtenidos con el tratamiento con PRP son mas favorables

que los obtenidos mediante tratamientos reparadores convencionales

El factor “recuento plaquetario” no ha tenido influencia en la evolucidn de las lesiones ni en
las recaidas, por lo que suponemos que con la técnica utilizada para la obtencién del PRP se

asegura un siministro “*minimo” de FC.

Tras haber suministrado un total de 80 dosis de PRP, se ha constatado la buena tolerancia al
PRP autélogo y ausencia de complicaciones, como se ya se ha observado en otros estudios

piloto!3t,

CONCLUSIONES

El PRP se puede utilizar de forma segura en caballos y representa una alternativa novedosa y
valiosa para el tratamiento de lesiones articulares acompafiadas de pocos cambios
radioldgicos, ya que puede proporcionar factores de crecimiento que alivian el dolor, aceleran
la curacién, mejoran los porcentajes de curacidon y disminuyen las recaidas en comparacién

con los tratamientos convencionales de la medicina reparativa.
Se recomienda administrar, al menos, 2 dosis de PRP.

El coste econdmico del tratamiento con PRP obtenido por el método de tubo y doble

centrifugacién es comparable al de los tratamientos habituales convencionales.

Las estrictas condiciones de asepsia que requiere el método de tubo utilizado para la

obtencién de PRP no lo hacen recomendable para uso domiciliario.
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CAPITULO 3
BIOMARCADORES






3.1 FUNDAMENTOS TEORICOS






INTRODUCCION.

ARTICULACIONES. OSTEOARTRITIS (OA)

Algunos estudios sefialan que el 60% de las cojeras estan relacionadas con la osteoartritis
(OA)L. La mayor parte de los conocimientos relacionados con el diagnéstico de la OA estan
fundamentados en las bases de datos radiolégicas acumuladas a lo largo de muchos afios.
Sin embargo, con frecuencia, no existe una buena correlacidon entre la informacion
diagndstica que aportan las imagenes radioldgicas y la situacién real de la articulacion
osteoartritica!; lo mismo puede decirse respecto a los signos clinicos tradicionales?. Las otras
técnicas de diagndstico por imagen también presentan limitaciones, ya sean de tipo
econdémico, ergondmico o relacionadas con la sensibilidad intrinseca de la técnica. Se estan
realizando estudios para interpretar, trasponer o correlacionar los hallazgos obtenidos
mediante la ultrasonografia y la resonancia magnética con los radioldgicos®”. Aun asi, la
artroscopia se mantiene como la técnica “gold standard” para diagnosticar y evaluar el

estado real de una articulacién, especialmente en lo que concierne al cartilago articular®.

Los biomarcadores constituyen otra via de apoyo para el diagnostico y el seguimiento de las
artropatias®. En la articulacién sana existe un equilibrio anabdlico/catabdlico. La alteracién de
este equilibrio estd asociada a la patologia articular e implica que determinadas sustancias
originales, sus fragmentos o metabolitos, o aquellas moléculas que tienen un rol en los
procesos metabdlicos (citoquinas, proteasas y enzimas inhibidoras), estdn presentes en
cantidades anormales, indicando que estan inhibidos o sobreactivados determinados

procesos de sintesis o degradacion?®,

Estos indicadores se pueden encontrar en el liquido sinovial si proceden del cartilago,
menisco, ligamentos o membrana sinovial, y también en el torrente circulatorio (suero) y
orina si proceden del hueso subcondral o se incorporan desde el liquido sinovial'?.

Los biomarcadores pueden clasificarse desde distintos puntos de vista. Como se ha dicho,
pueden ser indicadores de sintesis o degradacion y, a su vez, referirse al metabolismo del
hueso!?, del cartilago, de la membrana sinovial o mixtos. Asimismo, pueden clasificarse
en directos (sustancias originales y fragmentos o productos de degradacién del colageno
tipo I, II o proteoglicanos) o indirectos (sustancias que intervienen en el metabolismo o
integridad de estos tejidos: enzimas proteoliticas y sus inhibidores, factores de crecimiento y
citoquinas catabdlicas). En general, se puede decir que los biomarcadores indirectos resultan

mas Utiles en el &mbito experimentall 3

que en el clinico, es decir, que cuando se trata de
evaluar la importancia del dafio del cartilago y definir el status de la articulacién. Segun sean
las técnicas utilizadas en su determinacion, se pueden clasificar en bioquimicos o
inmunolégicos; las técnicas bioquimicas permiten identificar, por ejemplo, fragmentos
sulfatados de PG y GAGs; las técnicas inmunoldgicas son mas sensibles en la identificacion y

cuantificacion de componentes del hueso y cartilago, ya que se basan en el uso de
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anticuerpos poli o monoclonales especificos para epitopos de fragmentos de moléculas que

integran dichos tejidos (PGs, agrecano, coldgeno tipo I y II, COMP, etc)%!!,

Los biomarcadores se pueden utilizar para: 1) detectar la lesion articular antes que los
métodos convencionales; 2) clarificar los procesos patobioldégicos de la articulacion; 3)
distinguir entre articulaciones afectadas y sanas y precisar el grado de degradacion del

cartilago articular; 4) monitorizar la respuesta al tratamiento; 5) pronosticar!4,

Se debe tener cuidado durante la interpretacidon clinica de los resultados, ya que la
especificidad de tejido, la velocidad de metabolizacion y eliminacién, las variaciones
circadianas, la edad, el ejercicio y otros factores que afectan a los niveles de los
biomarcadores se desconocen en buena parte!*22. Si no se especifica claramente qué es lo
que detecta una determinada técnica analitica, se puede crear cierta confusion a la hora de
interpretar algunos resultados. Asi por ejemplo, no es lo mismo detectar la COMP integra
(Cartilage Oligomeric Matrix Protein) que fragmentos de la COMP, ya que una elevacién o

disminucién de los valores puede indicar un proceso patoldgico o todo lo contrario?3.

Algunos de los biomarcadores mencionados, determinados en el suero o en el liquido

sinovial, se han mostrado Utiles en el diagndstico de lesiones 6seas y articulares® 11424 -

TENDONES

Por lo que respecta a los tendones, el rango de biomarcadores disponibles es mas reducido y
la mayoria de los estudios se han centrado en la COMP16:26:31.:33,38:46 y, "an menor grado, en el
PICP (propéptido de colageno tipo I). Recientemente, se estan estudiando otros posibles
biomarcadores tales como el tenascin, el tenomodulin y el scleraxis (basic helix-loop-helix

bHLH transcription factor), entre otros?>2°,

NUEVAS LINEAS DE INVESTIGACION

Recientemente, se ha abierto otra linea de investigacion basada en la determinaciéon de los
niveles de la expresidén génica correspondiente a distintos biomarcadores mediante DNA-MA
(DNA microarrays). Por este procedimiento se confia poder descubrir nuevos biomarcadores,
concretar su especificidad de tejido y cuantificar su expresién génica (a nivel de la
transcripcién) en las distintas situaciones de normalidad y enfermedad. Los primeros

estudios realizados con cartilago equino resultan prometedores?’.

INFORMACION BASICA SOBRE LOS BIOMARCADORES ENSAYADOS EN EL PRESENTE
ESTUDIO: GAGS, COMP Y ACIDO HIALURONICO.

GAGS

Los GAGs puede clasificarse dentro del grupo de biomarcadores directos del metabolismo del
cartilago y se detectan mediante técnicas bioquimicas. El test con 1,9 DMMB (dimethyl

methylene blue; azul de dimetilmetileno) identifica todos los GAGs sulfatados presentes en el
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liquido sinovial y compara el resultado obtenido con una curva standard conocida de
condroitin sulfato (CS)*.

Se han detectado niveles incrementados de GAGs en el liquido sinovial de articulaciones con
osteocondritis dissecans (OCD) y artritis traumaticas*®, en las articulaciones con lesiones
agudas o crdnicas definidas con parametros clinicos y radiolégicos y en articulaciones con
lesiones del cartilago detectables mediante artroscopia pero sin sinovitis o cambios
radiolégicos*®. Algunos estudios indican que las concentraciones séricas de GAGs no se
correlacionan con las concentraciones de GAGs en el liquido sinovial*®. Sin embargo, otros
estudios consideran que los niveles de GAGs detectados tanto en el liquido sinovial como en

el suero son indicadores Utiles de de los problemas articulares!!-242>,

Existe una significativa correlacion entre la concentracion de GAGs y el recuento de
leucocitos en el liquido sinovial*. La migracién de neutréfilos hacia la articulacién inflamada
y la subsiguiente liberacion de citoquinas, enzimas proteoliticas y eicosanoides inducen
alteraciones tanto en la matriz cartilaginosa como en la membrana sinovial. La activacion de
los condrocitos y sinoviocitos por estos mediadores de la inflamacidn genera un incremento
de la actividad de sintesis de los condrocitos y también de los productos degradados. La
accion de las metaloproteinasas degrada la proteina nuclear de los proteoglicanos cerca de
su unién con el hialuronato, con lo que se escinden pequefos fragmentos de proteoglicanos
con cadenas laterales de GAGs que difunden en el liquido sinovial. El incremento de sintesis
de GAGs como respuesta al estimulo inflamatorio junto a la dificultad de que los GAGs
puedan ser retenidos en la matriz, puede explicar el incremento de su concentracién en el

liquido sinovial*®.

COMP

Esta proteina no colagena de la familia de las trombospondinas fué descrita por primera vez
en 19922, La molécula de COMP es una proteina pentamérica compuesta por cinco
subunidades, a modo de brazos radiales, enlazadas por puentes disulfuro y con un peso
molecular de 435 kDa (humano)?® )30,

y 512 kDa (equino Inicialmente, la COMP fue hallada

en el cartilago, pero también se ha encontrado en tendones y membranas sinoviales3!:32,
Funcionalmente, COMP interviene en la formacién de fibrillas mediante el engarce vy
asociacién de moléculas de coldgeno mediante los extremos de su molécula®?. La COMP
también puede interactuar con moléculas no colagenas como la fibronectina y agrecan
apoyando interacciones en el medio de la matriz extracelular (MEC)3*. La asociacién de la
COMP con el precursor de la granulina-epitelina, que estimula la proliferacion de

condrocitos®, hace pensar que pueda tener un papel en la relacién células-MEC.

La COMP puede clasificarse como un biomarcador directo del metabolismo del cartilago y se
detecta mediante técnicas inmunoldgicas (anticuerpos poli o monoclonales; ELISA sandwich;
Western blot). Los fragmentos de la COMP son biomarcadores de degradacion. En medicina

humana se considera que probablemente sea el Unico biomarcador con sensibilidad
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predictiva de la pérdida de cartilago y que guarda una buena correlacion con los hallazgos

puestos en evidencia por la resonancia magnética®.

En condiciones normales, se considera que la mayor parte de la COMP presente en el liquido
sinovial estd integra, mientras que en el suero se encuentra fragmentada®’. Se ha
documentado que cuando la matriz cartilaginosa articular se degrada debido a un proceso
patoldgico, se producen fragmentos de la COMP que se difunden hacia el liquido sinovial y el
torrente circulatorio®”, por lo que puede detectarse en liquido sinovial, suero® y orina®®. Se
estima que la vida media de la COMP sérica humano es de 7,4 horas'®. Existen técnicas
analiticas enfocadas a la deteccién de la COMP integra y otras para detectar fragmentos. Si
no se tiene en cuenta este hecho, se puede crear cierta confusion al estudiar las conclusiones
de los diversos trabajos cientificos que se han realizado para determinar la utilidad de la
COMP como biomarcador del cartilago y al asignar un significado clinico a los resultados
obtenidos en caballos*®*3. Un estudio determiné la utilidad de la deteccién de fragmentos de
la COMP en caballos mediante la utilizacion de anticuerpos monoclonales con gran afinidad
por la COMP degradada, concluyendo que las articulaciones afectadas presentaban unos
niveles mas altos de COMP fragmentada y que este procedimiento resulta Gtil para el estudio
de la OA equina®**. La utilizacién de nuevos anticuerpos monoclonales especificos para
epitopos de pequefios fragmentos de la COMP en combinacidén con la técnica de sandwich
ELISA, se muestra como una técnica Util para la deteccién de la COMP degradada, tanto en

liquido sinovial como en el suero, en caballos con OA%.

Los niveles séricos de la COMP pueden estar influenciados también por la edad, ejercicio y
por la COMP procedente de los tejidos blandos. Los caballos mas jovenes presentan niveles
séricos mas altos de COMP*®, Parece ser que, dentro de un mismo grupo de edad, las
tendinitis localizadas en zonas sin vainas tendinosas no tienen un reflejo significativo en los
niveles séricos de la COMP*®; sin embargo, los niveles de la COMP en las vainas tendinosas
digitales aumentan cuando en ellas se localiza una lesidn tendinosa o séptica*®. Por lo tanto,
se considera que los niveles séricos de la COMP son mas representativos del estado de las

articulaciones que de las tendinitis*.

ACIDO HIALURONICO (AH)

Este glicosaminoglicano no sulfatado, compuesto de acido glucurdnico y N-acetilglucosamina,
se encuentra a medio camino entre un biomarcador directo e indirecto; se detecta mediante
técnicas inmunoldgicas (sandwich ELISA). Aunque el AH se encuentra en la matriz del
cartilago, este tejido constituye una fuente de HA muy pequena si se compara con la sintesis
de HA por los sinoviocitos. Si la membrana se inflama se produce un incremento de secrecién
de HA en la membrana y los tejidos de alrededor, mas que en el propio espacio
intraarticular. Segun esto, los niveles plasmaticos de HA estan mayormente participados por
la aportacion de la membrana sinovial y esto convierte a este biomarcador en un indicador
casi Unico del “status” de la membrana. Ello no significa que los niveles plasmaticos de HA no

sean indicativos de lesidon articular; de hecho, se han correlacionado con el grado de
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progresion radiologica de la enfermedad articular, con la osteoartritis y artritis reumatoide en

humanos®%>!,

En el caso de los caballos, los estudios realizados ponen de relieve algunos hechos que
dificultan la correlacién de las concentraciones de HA presentes tanto en el liquido sinovial
como en el suero con el status real de la articulacion. De una parte, la efusion sinovial que
puede acontecer durante la inflamacién puede tener un efecto diluyente de la concentracion
real de HA; de otra parte, la degradacion del HA por las hialuronidasas y radicales
superoxido puede disminuir la eficiencia funcional del HA sin que por ello disminuya la
concentracion total de HA en el liquido sinovial; por ultimo, algunos estudios indican que no

|49

existe una correlacidon entre la concentracion de GAGs y HA en el liquido sinovial® ni entre la

concentracién de HA y el grado de enfermedad articular®*°,

En condiciones normales y segin los métodos analiticos empleados, se obtienen valores en
la concentracién de HA que varian entre 29 y 760 ng/ml en el plasma y entre 0,25 y 0,48
mg/ml en el liquido sinovial®2. El peso molecular del HA enddgeno en los caballos varia entre
1-10 x 10°.35% La vida media plasmatica del HA enddgeno se ha estimado en 15-90 minutos
y la produccién media diaria de HA es de unos 65mg (33-164 mg) por caballo (114 ug/kg p.v
/24h)*2. Tras la administracién via intravenosa de 37,8 mg de hialuronato sddico
(Hyonate®), la concentracidon plasmatica recupera su nivel basal a las 3 horas. La vida
media del hialuronato sddico (Hyonate®) administrado intraarticularmente es de unas 5
horas y la concentracion en el liquido sinovial vuelve a los niveles basales a las 24 horas de
la administracidon; se ha calculado que para una articulacidon con una capacidad de 30 ml el
aclaramiento es de unos 4 ml/hora®2. La eliminacién se produce a través de la membrana
sinovial y los vasos linfaticos; la degradacidn metabdlica se produce en la misma membrana

y en el higado®3°*,

OBIJETIVOS

Existen pocos estudios que utilicen los biomarcadores para monitorizar los efectos o los
resultados de los tratamientos de las lesiones musculoesqueléticas en los caballos®®. En el
presente trabajo se pretende monitorizar la respuesta al tratamiento con PRP de lesiones de
los tejidos blandos y articulaciones mediante la utilizacion de tres biomarcadores: la COMP,

los GAGs y el acido hialurdnico.
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3.2 ESTUDIOS CLINICOS

ARTICULACIONES Y TEJIDOS BLANDOS






MATERIAL Y METODOS

GRUPOS DE PACIENTES

Se trataron un total de 17 caballos de deporte que se dividieron en tres grupos segun la
estructura anatomica lesionada. Grupo 1: integrado por 6 caballos (5 trotadores y 1 de salto)
lesionados con tendinitis agudas del tenddn flexor digital superficial (TFDS), de 12+5 dias de
antigiiedad, de distinto grado ultrasonografico (entre Cat IV y VI)®® y sin afectacién de las
vainas sinoviales. Grupo 2: compuesto por 4 caballos (2 de salto y 2 de silla), lesionados con
tenosinovitis a nivel de la articulacién metacarpo falangiana. Grupo 3: incluye 7 caballos (5
trotadores, presentando 4 articulaciones metacarpofalangianas y 1 femoro-tibio-rotuliana
afectadas; 1 de salto, presentando 1 articulacion femoro-tibio-rotuliana afectada; y 1 de
doma, presentando 1 articulacidn tarsocrural afectada). En el examen radiolégico de las
articulaciones se descartaron algunos de los signos clasicos de la OA (osteofitos
periarticulares, lisis o esclerosis del hueso subcondral), aunque se observaron otros como
una leve disminucion del espacio intraarticular, fragmentacién osteocondral o indicios de

remodelacion ésea.

De cada paciente se obtuvieron varias muestras de suero (durante dias consecutivos o
alternos) y de liquido sinovial para establecer los niveles basales de la patologia en curso.
Posteriormente, se administré la dosis de PRP via intratendinosa, intrasinovial o intraarticular
segun se tratase de los grupos 1,2 6 3, respectivamente. A las 24 horas se inicié la obtencién
de muestras de suero, que se continudé a dias alternos. Algunos caballos recibieron una
segunda dosis a los 15 +2 dias de la primera y, a continuacidon se reanudo6 la toma de
muestras de suero siguiendo la misma pauta. De esta forma y en total, de los 6 caballos del
grupo 1 se obtuvieron 6 muestras de sueros para establecer los niveles séricos basales, se
administraron 11 dosis de PRP y se obtuvieron 46 muestras de sueros para evaluar sus
efectos; de los 4 caballos del grupo 2 se obtuvieron 4 muestras de sueros para establecer los
niveles basales, se administraron 8 dosis de PRP (2 a cada caballo) y se obtuvieron 60
muestras de suero para evaluar los efectos; finalmente, de los 7 caballos del grupo 3 se
obtuvieron 7 muestras de suero para determinar niveles basales, se administraron 10 dosis

de PRP intraarticulares y se tomaron 34 muestras de suero para evaluar sus efectos.

GRUPOS DE CONTROLES

Se establecieron dos grupos de controles, positivos y negativos. El grupo 4 (controles
positivos), constituido por 2 caballos trotadores que presentaban lesiones agudas del TFDS
(categorias ultrasonograficas IV y V), de 8+2 dias de antigliedad, sin afectaciéon de la vaina
tendinosa, no recibié ningun tratamiento médico. Y el grupo 5 (controles negativos),

integrado por 7 caballos sanos (6 trotadores y 1 de salto).

De los 2 caballos del grupo 4 se obtuvieron 14 muestras de suero a intervalos de 3+1 dias
para determinar los niveles de COMP y GAGs. De los 7 caballos sanos del grupo 5 se

obtuvieron 14 muestras de sueros y 8 muestras de liquido sinovial para determinar los
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valores basales de COMP, GAGs y AH en suero y liquido sinovial. A continuacién, el grupo 5
se subdividid en un subgrupo de 4 caballos y se les administré un volumen de 10 ml de
solucion fisioldgica estéril en una articulacién tarsocrural y al dia siguiente se inicid el
muestreo de sueros, que se continué a dias alternos y durante 15 dias; las muestras de
liquido sinovial se recogieron cada 31 dias durante los mismos 15 dias. Al segundo
subgrupo de 3 caballos se les administré una dosis de 10 ml de PRP en la articulacion
tarsocrural y a las 24 horas se inicid el muestreo de sueros y liquido sinovial siguiendo la
pauta mencionada. Transcurridos 3 meses, a los 4 caballos que recibieron las dosis de
solucion salina estéril se les administraron sendas dosis de 10 ml de PRP en la articulacion
tarsocrural y se procedio con la misma pauta de muestreo de sueros y liquido sinovial, previa

determinacidon de los niveles basales en suero y liquido sinovial.

Todas las muestras recogidas de suero y liquido sinovial se colectaron en tubos Vacutainer®
estériles, sin aditivos, se centrifugaron para eliminar restos celulares y se congelaron a -
250C durante el periodo de recogida de muestras. Posteriormente se conservaron a -70°C

hasta la realizacion de los correspondientes analisis.

Para minimizar las fluctuaciones de los biomarcadores debidas al ejercicio, todos los caballos

de los 5 grupos se mantuvieron en reposo.

PREPARACION DEL PRP

El PRP se preparé segln el método de tubo y doble centrifugacién3, obteniendo 100 ml de
sangre de forma aséptica de la vena yugular mediante una palomilla 16G (Braun) y
depositandola en tubos al vacio, estériles, de 5 ml., conteniendo citrato sédico al 3,2 %. A
continuacion los tubos se centrifugan a 120g durante 5 minutos. En condiciones asépticas, se
aspira el 50% de la columna de plasma que esta adyacente a la capa leucocitaria. El plasma
obtenido se vuelve a centrifugar a 240g durante 5 minutos y se recupera el 25% de la
columna de plasma adyacente al sedimento y éste mismo. Esta ultima fraccién, contenida en
jeringas estériles, se activa con cloruro calcico (4.5mEq/5ml) adicionando 50ul / 1 ml PRP.

Se realizé un recuento plaquetario de las muestras de sangre obtenidas.

DETERMINACIONES ANALITICAS. TECNICAS UTILIZADAS Y ANALISIS DE FACTORES
QUE PUEDEN INFLUENCIAR LOS RESULTADOS.

DETERMINACION DE LOS GAGS

Para la determinacion de los GAGs se utilizaron como estéandar diferentes concentraciones de
condroitin-6-sulfato (C4384, Sigma Aldrich. Madrid.Espafia) en un rango de 0-30pg/ml para
obtener la curva patréon (ver figura 3). Para la realizacion del test se dispusieron, por
duplicado, 50ul de los standares y de las muestras en una placa de 96 pocillos (Nunc-F,
Labclinics, Barcelona, Espafia), se afiadieron 200 ul de 1.9 dimetil-metileno (341088, Sigma
Aldrich. Madrid. Espafia). Tras una agitacion suave, la lectura de la absorbancia se realizé a

531 nm en un lector multiplaca Victor 3 (Perkin-Elmer. Madrid. Espafa).

220



ESTUDIO DE TERMOLABILIDAD DE LOS GAGS

Debido a que esta prueba analitica es de tipo bioquimico y al amplio rango de valores que se
pueden obtener, se realizaron unas pruebas para determinar la termolabilidad de los GAGs y
como ésta podia afectar a su concentracion dependiendo de las condiciones de temperatura
y tiempo de transporte de las muestras al laboratorio y de las condiciones ambientales en el
propio laboratorio. Para ello se eligieron al azar 6 muestras de sueros y se determind la
concentracion de GAGs inmediatamente después de la descongelacion y a las 24 horas

después de mantenerlas a +4°C, temperatura ambiente (TA) y a 37°C.

En la figura 1 se pueden observar a la izquierda los resultados de las 6 muestras de sueros
independientes analizadas y a la derecha, la grafica que recoge todos los datos conjuntos.
Entre una muestra analizada inmediatamente después de la descongelacion y otra
descongelada y mantenida a +4°C durante 24 horas no hay diferencias en el contenido de
GAGs. En las muestras mantenidas a TA se observa un pequefio descenso de los GAGs, que

resulta muy evidente en las muestras mantenidas a 37°C.
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A continuaciéon, se realizd otro experimento con 2 muestras de suero para determinar la
cinética de degradacion de los GAGs mantenidos a 37°C. La figura 2 muestra que al cabo de
una hora a 37°C ya se ha degradado el 21 £ 5,15% de los GAGs totales.

Fig.2
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DETERMINACION DE LA COMP

Para cuantificar la COMP se utilizdé una técnica directa de tipo ELISA sandwich
(comercializada COMP® ELISA. Anamar Medical. Gothenburg. Sweden), siguiendo las
indicaciones del fabricante y en la que dos anticuerpos monoclonales son dirigidos contra
determinantes antigénicos separados de la molécula COMP. Se incuban 25 pl de los
estandares, de los controles y de las muestras, durante 2 horas con un anticuerpo de
deteccién anti-COMP, conjugado con peroxidasa, en agitacién constante en una placa de
ELISA revestida con un anticuerpo de captura anti-COMP conjugado con peroxidasa. Después
de realizar 6 lavados, se afade el substrato tetra-metil-bencidina (TMB) y se incuba durante
15 minutos a temperatura ambiente. La reaccién enzimatica se detiene afiadiendo a cada
pocillo 50 pl de acido sulfurico 0,5M. Finalmente, se procede a la lectura de la absorbancia a
450 nm en un lector multiplaca Victor 3 (Perkin-Elmer. Madrid. Espafia). Previamente, se

determind la curva patrén (Ver figura 3).

DETERMINACION DEL ACIDO HIALURONICO (AH)

Para cuantificar el AH se utilizd una técnica directa de tipo ELISA sandwich (comercializada
DuoSet. R&D Systems Europe Ltd. Abingdon. UK.), siguiendo las indicaciones del fabricante y
en la que dos anticuerpos monoclonales son dirigidos contra determinantes antigénicos
separados de la molécula de hialuronano. El anticuerpo de captura (agrecan) es absorbido en
las placas de poliestireno (Maxisorp-NUNC, Labclinics. Barcelona. Espafia) en un tampdn
carbonatado 0,1M durante toda la noche a 4°C. Los pocillos sobrantes de la placa se
bloquean incubandolos con 200 pl/pocillo de PBS 0,05% Tween-20 con 0,05% NaNOs

durante 1 hora a 37°C. Se afaden los estandares y las muestras, 100 pl/pocillo a las
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diluciones apropiadas, y se incuba durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de
lavar con PBS 0,05% Tween-20, se afiade el anticuerpo de deteccién (anti-AH biotinilado) y
se incuba 2 horas a 37°C; a continuacién se elimina el anticuerpo no unido mediante 2
lavados con PBS 0,05% Tween-20 y se afiaden 100 ul/pocillo de estreptavidina-peroxidasa
durante 20 minutos a temperatura ambiente. Una vez realizados los lavados con PBS 0,05%
Twenn-20, se aflade el substrato OPD (Sigma Aldrich. Madrid. Espafia) y se detiene la
reaccion enzimatica a los 30 minutos afiadiendo 50 pl/pocillo de acido sulflrico 2N.
Finalmente, se procede a la lectura de la absorbancia a 450 nm en un lector multiplaca
Victor3 (Perkin-Elmer. Madrid. Espana). Previamente, se determind la curva patréon (Ver

figura 3).
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Figura 3. Patrones utilizados para los biomarcadores. Medida a 531 nm (GAGs), 450 nm (COMP y AH)

INFLUENCIA DEL EJERCICIO Y LA EDAD EN LOS NIVELES DE GAGs Y COMP

Son conocidas las posibles fluctuaciones en los valores de estos biomarcadores como
consecuencia del ejercicio y de la edad, por lo que todos los caballos se mantuvieron en
reposo durante el periodo de muestreo. En lo que concierne a la edad se analiz6 su posible
influencia distribuyendo la totalidad de las muestras por edades, resultando que no se
aprecia ninguna diferencia atribuible a la edad sobre la concentracién de GAGs y una posible

minima influencia sobre la COMP (Ver figura 4).

223



60 | 60

50 | r=0.0351 50 g r=0.3949
E 40 < 40 |
: S
Sa3 ° { T 30 |
é e g g % e =
T) ¢ o g e 21 9
< 20 | a % 3 i O, 20 |
) o g

10 | % % 10 |

0 0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Edad (anos) Edad (anos)

Figura 4. Posible influencia de la edad sobre las [GAGs] y [COMP] segun la edad de los caballos de la
muestra.

ANALISIS ESTADISTICO

El estudio estadistico entre grupos con una distribucién normal se realizé mediante test
paramétricos T-test para muestras independientes y Paired T-test para muestras
dependientes; entre grupos con una distribucién anormal se utilizé el test Wilcoxon para
muestras dependientes y Kruskal-Wallis para las independientes, mediante el software SPSS
ver 14.0; parte de los graficos se han realizado con el software SigmaPlot ver 10.0. Se

considerd significativo un p<0,05.

RESULTADOS

‘DETERMINACION DE LOS GAGS EN SUERO Y LIQUIDO SINOVIAL

A) Determinacién de los niveles basales de GAGs en las distintas situaciones

clinicas (grupos controles y lesionados). (Ver figs. 5y 6)

Se determinaron los niveles basales de GAGs séricos (S) y en el liquido sinovial (LS) para las
distintas situaciones clinicas (grupos), resultando las siguientes concentraciones de GAGs
(medias £ SD): caballos sanos,| grupo 5 (S= 18,04 £ 2,27 pg/ml; LS=25,55 £ 7,07 pg/ml ),
con tendinitis agudas del TFDS del grupo 1 (S= 23,72 * 5,91 ug/ml), con tenosinovitis del
grupo 2 (S= 24,05 0,75 pg/ml), con OA del grupo 3 (S= 22,2 + 7,24 pg/ml). Los
resultados del analisis de las muestras de sueros de los controles positivos, grupo 4
(tendinitis sin tratamiento), mostraron unas concentraciones séricas de GAGs estables (26,5
+ 0,5 ug/ml) a lo largo del tiempo controlado y que permanecieron dentro del rango del

grupo 1. (fig. 6)
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B) Determinacion del efecto de la administracion intraarticular de suero salino

fisiologico sobre la concentracion de GAGs en caballos sanos. (Ver figs. 5y 7)

Al analizar las muestras de sueros y liquidos sinoviales recogidas tras la administracion de 1

dosis de 10 ml de suero salino fisiolégico en las articulaciones tarsocrurales del grupo de

caballos sanos (grupo 5) se obtuvieron las siguientes concentraciones de GAGs (medias +
SD): S= 18,1 £ 5,11 pg/ml y LS= 35,20 £ 9,47 pg/ml.

C) Determinacion del efecto de la administraciéon intraarticular de una dosis de

PRP sobre la concentracion de GAGs en caballos sanos (Ver figs. 5y 7)

Al analizar las muestras de sueros y liquidos sinoviales recogidas tras la administracion de 1
dosis de 10 ml de PRP en las articulaciones tarsocrurales del grupo de caballos sanos (grupo
5) se obtuvieron las siguientes concentraciones de GAGs (medias = SD): S= 22,14 + 5,03
pg/mly LS= 51,09 + 18,40 pg/ml.

D) Determinacion del efecto de la administracion local de una dosis de PRP sobre

la concentraciéon de GAGs en caballos lesionados. (Ver figs. 5y 8).

Al analizar las muestras de sueros recogidas tras la administracion local de 1 dosis de PRP a

los caballos lesionados, se obtuvieron las siguientes concentraciones séricas de GAGs

(medias £ SD) en el grupo 1 con lesiones tendinosas (27,67 £+ 8,39 ug/ml), en el grupo 2
con tenosinovitis (34,28 + 2,05 pg/ml) y en el grupo 3 con lesiones osteoartriticas (25,83 +
6,48 pg/ml).

E) Analisis estadistico (ver Figs. 5,7 y 8).

Al comparar los niveles basales de GAGs séricos entre los caballos sanos y los distintos
grupos con lesiones, se obtienen valores que denotan diferencias significativas en la
concentracion de GAGs con respecto al grupo 1 con tendinitis (p< 0,004), al grupo 2 con

tenosinovitis (p< 0, 0001) y al grupo 3 con lesiones osteoartriticas (p< 0,06).

El analisis estadistico de los resultados en el grupo 5 de caballos sanos pone de manifiesto
que, en relacién a las concentraciones basales de GAGs presentes en el suero y en el liquido

sinovial, la administracion intraarticular de suero fisioldgico salino no produce un incremento

significativo de GAGs séricos (p< 0,99) ni en el LS (p< 0,11), pero si es significativo el
incremento inducido en el suero (p< 0,003) y en el LS (p< 0,0003) tras la administracion de

una dosis de PRP.

El analisis estadistico de los resultados en los distintos grupos de caballos lesionados

evidencia que, en relacidon a las concentraciones basales de GAGs séricos propias de cada
grupo, la administracion local de PRP no produce un incremento significativo de GAGs séricos
en el grupo 1 con tendinitis (p< 0,28), pero si es significativo el incremento en el caso del

grupo 2 con tenosinovitis (p<0,0005) y grupo 3 con OA (p< 0,002).
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DETERMINACION DE LA COMP EN SUERO Y LIQUIDO SINOVIAL

A) Determinacion de los niveles basales de COMP en las distintas situaciones

clinicas (grupos controles y lesionados). (Ver figs. 6 y 9)

Se determinaron los niveles basales de COMP séricos (S) y en el liquido sinovial (LS) para las
distintas situaciones clinicas (grupos), obteniéndose las siguientes concentraciones de COMP
(medias £ SD): caballos sanos del grupo 5 (S= 13,31 £ 2,67 U/L; LS=22,18 £+ 6,46 U/L),
con tendinitis agudas del TFDS del grupo 1 (S= 13,98 £ 4,28 U/L), con tenosinovitis del
grupo 2 (S= 26,65 +£1,55 U/L), con OA del grupo 3 (S= 37,70 £ 10,88 U/L). Los resultados
del andlisis de las muestras de sueros de los controles positivos, grupo 4 (tendinitis sin
tratamiento), mostraron unas concentraciones séricas de COMP estables (17,07 £ 2,07 U/L)

a lo largo del tiempo controlado y que permanecieron dentro del rango del grupo 1. (Fig.6)

B) Determinacion del efecto de la administraciéon intraarticular de suero salino

fisiologico sobre las concentraciones de COMP en caballos sanos. (Ver fig. 9 y 10)

Al analizar las muestras de sueros y liquidos sinoviales recogidas tras la administracion de 1
dosis de 10 ml de suero salino fisioldgico en las articulaciones tarsocrurales del grupo de
caballos sanos (grupo 5) se obtuvieron las siguientes concentraciones de COMP (medias +
SD): S= 15,37 £ 5,58 U/L y LS= 24,57 + 5,85 U/L.

C) Determinacion del efecto de la administracion intraarticular de una dosis de

PRP sobre las concentraciones de COMP en caballos sanos (Ver figs. 9 y 10)

Al analizar las muestras de sueros y liquidos sinoviales recogidas tras la administracién de 1
dosis de 10 ml de PRP en las articulaciones tarsocrurales del grupo de caballos sanos (grupo
5) se obtuvieron las siguientes concentraciones de COMP (medias £ SD): S= 13,42 £ 4,21
U/L y LS= 24,27 £ 6,16 U/L.

D) Determinacion del efecto de la administraciéon local de una dosis de PRP sobre

las concentraciones de COMP en caballos lesionados. (Ver figs. 9 y 11).

Al analizar las muestras de sueros recogidas tras la administracion de 1 dosis de PRP, se
obtuvieron las siguientes concentraciones de COMP (medias + SD) en el grupo 1 con lesiones
tendinosas (11,71 £+ 2,05 U/L), en el grupo 2 con tenosinovitis (14,65 + 0,17 U/L) y en el
grupo 3 con lesiones osteoartriticas (19,98 + 7,43 U/L).

E) Analisis estadistico (Ver Figs. 6,9, 10y 11)

Al comparar los niveles basales de COMP séricos entre los caballos sanos y los distintos
grupos con lesiones, se obtienen valores que no denotan diferencias significativas con
respecto al grupo 1 con tendinitis (p< 0,64), pero si respecto al grupo 2 con tenosinovitis
(p< 0, 0000002) y al grupo 3 con lesiones osteoartriticas (p< 0,0000001).

El analisis estadistico de los resultados en el grupo 1 de caballos sanos pone de manifiesto

que, en relacion a las concentraciones basales de COMP sérico y del liquido sinovial, la
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administracion intraarticular de suero fisioldgico salino no produce una variacion significativa

de COMP sérico (p< 0,40) ni en el LS (p< 0,86); tampoco se observan variaciones
significativas a nivel sérico (p< 0,93) y del LS (p< 0,15) tras la administracién de una dosis

de PRP.

El analisis estadistico de los resultados en los distintos grupos de caballos lesionados pone de

manifiesto que, en relacion a las concentraciones basales de COMP séricas propias de cada
grupo, la administracién local de PRP produce una disminucién significativa de COMP sérico
en el grupo 1 con tendinitis (p< 0,018), en el grupo 2 con tenosinovitis (p<0,0008) y en el
grupo 3 con OA (p< 0,0002).

Fig. 9. Niveles de COMP en suero
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[COMP UIL]

[COMP UIL]

Fig. 10. Niveles de COMP en liquido sinovial
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Fig. 11 Niveles de COMP en suero
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VALORACION DE LOS EFECTOS DE UNA SEGUNDA DOSIS DE PRP SOBRE LOS [GAGs]
Y LA [COMP]

Al evaluar los efectos de la segunda dosis de PRP, administrada a los 15 * 2 dias de la
primera, sobre la totalidad de los caballos que presentaban lesiones (grupos 1 a 3), se
concluye que después de esta segunda dosis se repite un ciclo de incremento de las
concentraciones de GAGs séricas, normalmente de menor intensidad, seguido de una
disminucion progresiva hasta alcanzar unas concentraciones de GAGs proximas o propias de
los individuos sanos. Por lo que respecta a las concentraciones de COMP, se acentla la
tendencia a la disminucion hasta un nivel que no presenta diferencias significativas (p< 0,19)

respecto a los niveles propios del grupo 5, control caballos sanos. (Ver Fig. 12).

Fig. 12. Concentraciones en sueros
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ESTIMACION DE LA DURACION DE LOS EFECTOS DE UNA DOSIS DE PRP SOBRE LA
CONCENTRACION DE GAGS Y DE COMP

La duracién media estimada de la elevacion de las concentraciones séricas de GAGs resulto
de 14 + 5 dias, al cabo de los cuales, la administracién de una segunda dosis de PRP motivd
un segundo incremento en la mayoria de los casos. La disminucion de las concentraciones de
COMP se mantuvo estable a lo largo del periodo que durd la toma de muestras; en la

mayoria de los casos, una segunda dosis de PRP apenas indujo variaciones significativas en

231



la [COMP], o bien, motivd una leve reduccién de las concentraciones de COMP que, a su vez,

se mantuvieron estables.(Ver figS. 13-18)

Fig. 13. Efecto de la primera dosis PRP sobre [GAGSs]
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Fig.14. Efectos de la 12 y 22 dosis de PRP sobre [GAGs]
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[GAGs microg/ml] y [COMP U/L]

[GAGs microg/ml] y [COMP U/L]

Figs. 13y 14

Caso n° 8. Tendinitis aguda

[GAGs] y [COMP] en sueros
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[GAGs microg/ml] y [COMP UJ/L]

[GAGs microg/ml] y [COMP U/L]

Figs. 15y 16

Caso n° 7. Tenosinovitis aguda

[GAGs] y [COMP] en sueros
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Figs. 17 y 18

Caso n° 2. Osteoartritis
[GAGs] y [COMP] en suero
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DETERMINACION DEL AH EN SUERO Y LIQUIDO SINOVIAL

A) Determinacion de los niveles basales de AH en las distintas situaciones clinicas
(grupos controles y caballos con OA). (Ver fig. 19)

Se determinaron las concentraciones basales de AH en el suero (S) y en el liquido sinovial
(LS) de los caballos sanos (grupo 5), asi como en el suero de los caballos con OA (grupo 3),
obteniéndose las siguientes concentraciones de AH (medias + SD): caballos sanos del grupo
5 (S= 22 £ 2 ug/ml; LS=432.800 £ 122.585 pg/ml ), caballos con AO del grupo 3 (S= 23,3
+ 1,03 pg/ml).

B) Determinacion del efecto de la administraciéon intraarticular de suero salino

fisiologico sobre la concentracion de AH en caballos sanos. (Ver figs. 19 y 20)

Al analizar las muestras de sueros vy liquidos sinoviales recogidas tras la administracion de 1

dosis de 10 ml de suero salino fisiolégico en las articulaciones tarsocrurales del grupo de
caballos sanos (grupo 5) se obtuvieron las siguientes concentraciones de AH (medias £ SD):
S= 28,12 + 3,56 ug/ml y LS= 258.000 + 2.828,4 pug/ml durante los 5 dias siguientes; los
valores séricos se normalizaron a partir del 4°© ¢ 5° dia y, en el liquido sinovial, mas tarde

(no pudo precisarse).

C) Determinacion del efecto de la administracion intraarticular de una dosis de

PRP sobre la concentracion de AH en caballos sanos (Ver figs. 19, 20 ,21 y 22).

Al analizar las muestras de sueros y liquidos sinoviales recogidas tras la administracion de 1
dosis de 10 ml de PRP en las articulaciones tarsocrurales del grupo de caballos sanos (grupo
5) se obtuvieron las siguientes concentraciones de AH (medias = SD): S= 27,3 + 2,86 pg/ml
y LS= 169.500 * 36.343,6 pg/ml durante los 6 +1 dias siguientes; los valores séricos

tardaron mas de 9 dias en normalizarse.

D) Determinacion del efecto de la administraciéon intraarticular de una dosis de

PRP sobre la concentracion de AH en caballos con OA. (Ver fig. 19).

Al analizar las muestras de sueros recogidas tras la administracion local de 1 dosis de PRP a
los caballos lesionados con OA, se obtuvieron las siguientes concentraciones séricas de AH
(medias £+ SD): S= 28,25 +£10,71 pg/ml.

E) Andlisis estadistico (ver Figs. 19, 20 ,21 y 22).

Al comparar los niveles basales de AH séricos entre los caballos sanos y los afectados con

OA, no se evidencian diferencias significativas (p = 0,41).

El analisis estadistico de los resultados obtenidos en el grupo 5 de caballos sanos pone de
manifiesto que, en relacidn a las concentraciones basales de AH presentes en el suero y en el

liquido sinovial, la administracién intraarticular de suero fisioldgico salino da lugar a una

variacién no significativa de AH séricos (p= 0,49) y en el limite de la significacién en el LS

(p= 0,054). La administracién intraarticular de una dosis de PRP no induce variaciones
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significativas en la concentracion sérica de AH (p= 0,54), pero si una disminucion

significativa en el LS (p< 0,0001), con una duracién de 15 a 30 dias.

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos en el grupo de caballos con OA evidencia

que, en relacion a las concentraciones séricas basales de AH, la administracién intraarticular

de PRP no induce una variacién significativa de AH séricos (p= 0,28).

Fig. 19 Concentraciones de AH en suero
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[GAGs microg/ml], [COMP U/L] y [AH microg/ml]

[GAGS microg/ml], [COMP U/L] y [AH microg/ml x 107]
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DISCUSION

| GAGS

Desde el punto de vista estadistico ha sido posible evidenciar diferencias significativas entre
los niveles séricos de GAGs correspondientes a los caballos sanos y los correspondientes a
los caballos afectados con tendinitis, tenosinovitis y OA, por lo que la determinacion de la

concentracidon de GAGs sérico tendria un valor diagndstico.

La administracion de PRP en cavidades sinoviales va seguida de una elevacién significativa
de la concentracion de GAGs en el suero y en el liquido sinovial articular. La elevacion
observada tras la administracidon intratendinosa no es significativa segun el analisis
estadistico, pero hay que recordar sus condicionantes anatdémicos (vascularizacion, ausencia
de membrana sinovial, etc). Interpretamos la elevacion de GAGs como el resultado de un
estimulo de sintesis y no de degradacion, ya que la administracion de PRP, lejos de
acompafarse de signos clinicos propios de la inflamacién que pudieran asociarse a un
proceso catabdlico o destructivo, se sigue de una disminuciéon importante del dolor y de una

recuperacion funcional mas rapida, como ya se ha mencionado en los capitulos anteriores.

COMP

La técnica analitica empleada para la determinacion de la COMP es especialmente sensible
para la deteccién de fragmentos. La mayor parte de la COMP presente en el suero esta
fragmentada. Desde el punto de vista estadistico no ha sido posible evidenciar diferencias
significativas entre los niveles séricos de la COMP correspondientes a los caballos sanos y los
correspondientes a los caballos afectados con tendinitis, pero si se han evidenciado
diferencias significativas respecto a los casos afectados con tenosinovitis y OA, por lo que la
determinacion de la concentracién de la COMP sérico tendria un valor diagndstico es estas
dos ultimas entidades lesionales. Por lo que respecta a las tendinitis, otros estudios ya han
informado de la escasa influencia de la COMP de origen tendinoso en el cémputo del COMP

sérico.

La administracion intratendinosa de PRP o en las cavidades sinoviales en caballos afectados
con tendinitis, tenosinovitis u OA, se acompafa de una disminucién significativa de las
concentraciones de la COMP en relaciéon a los niveles iniciales que presentaban los mismos
caballos. Sin embargo, la misma administracion de PRP en caballos sanos no se acompana
de una disminucién significativa de las concentraciones de la COMP. Debido a la técnica
analitica utilizada, no podemos evidenciar un estimulo de sintesis de la COMP, pero si
interpretamos la disminucién de la concentracion de la COMP fragmentada en el suero como
una disminucidn de los procesos catabdlicos en cada una de las tres estructuras anatémicas

ensayadas.
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AH

En lo que concierne al AH, con la técnica analitica utilizada no se han podido evidenciar
diferencias significativas entre las concentraciones séricas de AH correspondientes a cada
grupo de caballos, por lo que dicha determinacién no ha resultado de utilidad diagnostica;
otros estudios*®, empleando otros procedimientos técnicos analiticos han llegado a la misma

conclusion.

La disminucion de la concentracion de AH observada en el liquido sinovial podria deberse a
un efecto de dilucién, mencionado en otros trabajos*°, y no contradice la posibilidad de un

estimulo de sintesis de AH.

EL CONCEPTO DE DOSIS Y PAUTA DE ADMINISTRACION

AUn no se han definido estos conceptos. Sobre la base de los resultados de este estudio, a

continuacion se propone el siguiente protocolo de tratamiento.

Los resultados obtenidos indican que el estimulo de sintesis de GAGs tiene una duracion de
14 = 5 dias y que, después del estimulo que supone la segunda administracion de PRP, los
niveles de GAGs disminuyen tendiendo a asemejarse a los niveles basales de los caballos
sanos. La disminucion de la concentracidn de la COMP fragmentada es bastante estable tras
la primera dosis de PRP y suele acentuarse tras la segunda dosis de PRP, quedando en los
niveles propios de los caballos sanos. El efecto del PRP intraarticular sobre la concentracidon

de AH en caballos sanos se revierte entre los 15 y 30 dias.

Con estos datos, consideramos que en la mayoria de los casos una Unica dosis de PRP
resulta insuficiente, puesto que una segunda dosis de PRP pone de manifiesto un margen de
mejoria en los indicadores (biomarcadores), hasta aproximarse a los niveles basales propios
de los caballos sanos. Esto coincide con las conclusiones obtenidas de la experiencia clinica y

del diagnodstico y seguimiento ecograficos y que han sido expuestas en capitulos anteriores.

Una vez saturados los receptores celulares, se desconoce lo que ocurre con los factores de
crecimiento excedentes depositados con el PRP y su vida media en el entorno de un
determinado tejido. Ello refuerza la idea de que, probablemente, con los procedimientos
utilizados para concentrar plaquetas se consigue un suministro suficiente de factores de
crecimiento para saturar los receptores celulares en un momento dado, pero que se precisa
una accion mas sostenida en el tiempo y que podria lograrse mediante la administracién de
dosis sucesivas; atendiendo a los resultados de este estudio, pensamos que un intervalo

aproximado de 15 dias podria ser adecuado.

En el siguiente capitulo, de las Conclusiones Generales, se completan los comentarios sobre

el concepto de dosis e intervalo de administracién.
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CONCLUSIONES GENERALES

1. Todas las lesiones de tejidos blandos de los caballos tratados en este estudio
evidenciaron una rapida y favorable progresiéon hacia la curacién al compararlas con
las de los correspondientes grupos control. Después de la primera administracion ya

se aprecié una notable disminucién del dolor.

2. Los caballos tratados presentaron unos indices de regreso a la competicion mas
favorables y una menor incidencia de recaidas, al comparar los resultados con los

datos recogidos tanto de los grupos control como de la literatura cientifica.

3. Las lesiones cronicas de los tejidos blandos respondieron bien al tratamiento; de

hecho, tan bien como las lesiones agudas.

4. Las lesiones de tejidos blandos que progresaron mas lentamente y que presentaron
una mayor incidencia de recaidas fueron aquellas localizadas en la zona de los polos
(seccidn transversal) del tenddn flexor digital superficial y en el ligamento suspensor.
En estos casos, pensamos que deberia retrasarse la reincorporacion a la competicion,

incluso aunque el examen ultrasonografico muestre una mejoria.
5. Se recomienda que la administracién del PRP sea intralesional.

6. La terapia intraarticular evidencié unos resultados superiores, en comparacion con
los tratamientos tradicionales, en aquellas articulaciones que mostraban pequefios o
ningdn cambio radioldgico. Los resultados no se han relacionado tanto con la

cronicidad en si misma como con el grado o magnitud de los cambios radiolégicos.

7. El PRP administrado por via intrasinovial (articulaciones o vainas tendinosas)
incrementa las concentraciones de GAGs en el suero y en el liquido sinovial, a la vez
que disminuye la COMP fragmentada. El PRP puede favorecer el balance anabdlico en
la curacion de los tejidos, tal como han evidenciado las concentraciones de estos

biomarcadores.

8. Sobre la base de la respuesta de las concentraciones de GAGs, que parece perdurar
alrededor de 15 dias, se propone una pauta de tratamiento con sucesivas dosis cada

2 semanas.

9. Los recuentos plaquetarios no han influenciado los resultados terapéuticos, por lo
que consideramos que el método utilizado asegura un suministro suficiente de FC por
administracion. Para las lesiones de los tejidos blandos se recomiendan, al menos, 2
administraciones intra lesionales y deberian incrementarse para las lesiones mas

graves, asi como para las lesiones localizadas en los polos del TFDS y en el LS.

10. En el presente estudio se han administrado 358 dosis a 191 caballos sin que se

hayan observado reacciones adversas.
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GENERAL CONCLUSIONS

1. All soft tissue lesions of the horses treated in the study evidenced a favourable and
rapid progression towards healing when compared to the corresponding control

groups. A marked decrease in pain was noticed even after the first administration.

2. Treated horses had a better index of return to competition and lower incidence of re

injury than control groups and what has been previously reported in the literature.

3. Chronic lesions in soft tissues responded well to treatment, in fact just as well as

acute injuries.

4. The lesions that progressed less rapidly and had a higher incidence of re injury were
those located in the flexor tendon pole areas (on a transverse section) and those in
the suspensory ligament. In these horses we feel that return to competition should

be postponed even if ultrasonographic exam shows improvement.
5. Intra lesional administration is recommended.

6. Intra articular joint therapy demonstrated superior results in those joints that
showed little to no radiographic changes. Results did not seem related to chronicity

in itself but more to the degree of bony changes.

7. PRP administered intrasinovially (joints and tendon sheaths) increases serum and
synovial GAG concentrations together with lowering fragmented COMP. PRP may
favour the anabolic balance in tissue healing as evidenced by these biomarker

concentrations.

8. Based on the response of GAG concentrations which seems to last about 15 days

treatment may be considered every 2 weeks.

9. As platelet counts did not influence the therapeutic outcome, we consider that the
method used in this study provides enough growth factors per administration. At
least 2 PRP intra lesional administrations are recommended in soft tissue injuries and
this number should be increased when the severity of the injury is marked or when
the lesion is located in the superficial digital flexor tendon poles or in the suspensory

ligament.

10. In the present study 358 administrations to 191 horses were performed and no

adverse reactions were observed.
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