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RESUMEN

Las tendinopatias en equinos es una de las causas mas frecuentes de la baja en el
rendimiento deportivo de estos animales. El gran problema de estas lesiones tendineas es
que, mas del 50% de los animales tratados con las terapias convencionales sufren de
recidivas o se agrava la lesion inicial. Esto es explicado por la reparacion natural que existe
en el tendon y las caracteristicas que estas estructuras tienen como son: la baja tasa
metabdlica que implica mala neovascularizacion, baja celularidad y por lo tanto, una mala e
incierta reparacion, generando mayor grado de cicatrizacion que de regeneracion en el
tendon lesionado. Hoy en dia se han empezado a utilizar y a estudiar terapias regenerativas

que ayuden a aumentar el porcentaje de regeneracidn que existe en una reparacion tendinea.

El objetivo de esta revision fue reunir informacion acerca de la evaluacion de las terapias
regenerativas plasma rico en plagueta y celulas madres en tendinopatias en equinos de
deporte, pudiendo evaluar los beneficios que ellas aportan a la reparacion tendinea. Los
resultados encontrados fueron, que estas terapias ayudan a que este tejido lesionado genere
mayor grado de regeneracion, aumentando la tasa metabdlica del tendén por lo cual se

origina una estructura parecida al tejido original.

En consecuencia, es de suma importancia que se sigan estudiando estas terapias
regenerativas las que aportan beneficios a la medicina equina y humana, ayudando a que

estos equinos vuelvan o superen el nivel deportivo que tenian antes de producirse la lesion.

Palabras clave: Terapias regenerativas, tendinopatias, reparacion, cicatrizacion.



ABSTRACT

The tendinopathies in horses is one of the most frequent causes of the declination in the
sports performance of these animals. The big problem with these tendinous lesions is that
more than 50% of the animals treated with conventional therapies suffer recurrence or the
initial lesion is aggravated. This is explained by the natural repair that exists in the tendon
and the characteristics that these structures have such as, the low metabolic rate that leads
to bad neovascularization, low cellularity and therefore a bad and uncertain repair,
generating a greater degree of scarring than of regeneration in the injured tendon. Today,
they have begun to use and study regenerative therapies that help increase the percentage of

regeneration that exists in a tendon repair.

The objective of this review was to gather information about the evaluation of regenerative
therapies rich in platelet plasma and stem cells in tendinopathies in sport horses, being able
to evaluate the benefits that they contribute to the tendinea repair. The results were that
these therapies help this injured tissue generate a greater degree of regeneration, increasing
the metabolic rate of the tendon, which leaves us with a structure similar to the original

tissue.
Consequently, it is of total importance that these regenerative therapies continue to be
studied which provide benefits to equine and human medicine, helping these equines return

or surpass the sporting level they had before the injury occurred.

Key words: Regenerative therapies, tendinopathies, repair, healing.



INTRODUCCION

El caballo es un animal con capacidad para el trabajo fisico muy superior a la del ser
humano, esto le ha permitido establecerse como una herramienta util e indispensable en el
desarrollo de la humanidad. Por su estructura y capacidades se ha utilizado a través de la
historia en la agricultura, la guerra, el transporte, etc. A través del tiempo esta especie se ha
ido seleccionando de acuerdo con las cualidades de las diferentes razas, para la utilizacion
en distintas disciplinas deportivas, llegando a ser reconocidos como atletas de elite y de alta
exigencia, por lo anterior, se han visto expuestos a exigencias que muchas veces son
responsables de lesiones que finalmente impiden su normal desempefio y Optimo
rendimiento. La mayoria de las patologias que afectan a los equinos, son afecciones
musculo esqueléticas asociadas a alteraciones del patron biomecanico normal, dado por un
desorden funcional y/o estructural del aparato locomotor, lo cual puede ser generado por
una afeccién 6sea y/o de tejidos blandos. Dentro de las lesiones mas comunes en las
estructuras blandas del equino se encuentran aquellas que afectan a los tendones,
estructuras que deben cumplir con la funcion de conectar el masculo con el hueso,
permitiendo la transmisién de fuerzas generadas por estos en el desplazamiento, en lo cual
radica la gran importancia de su integridad relacionada a un correcto patron biomecéanico.
Las afecciones de estas estructuras son denominadas tendinopatias, generalmente causadas
por la fuerza que ejerce el animal, un cambio brusco en el movimiento, un golpe fuerte, o
acumulaciones de microlesiones producidas por las exigencias méximas a las que son

sometidos.

En esta monografia se profundiza sobre la fisiologia de los tendones, la fisiopatologia de las
tendinopatias méas frecuentes y la relacion que tienen con las terapias regenerativas, como
son plasma rico en plaquetas (PRP) y células madres. Hoy en dia al estar en frente a una
patologia tendinea, el procedimiento médico veterinario de rutina apunta a los tratamientos
convencionales utilizado en tendones y ligamentos, como son mejorar la reparacion,
utilizando crioterapia, vendajes, uso de antiinflamatorios no esteroidales y reposo
prolongado, sin embargo, con el uso de estas terapias convencionales el gran problema es
la recidiva del cuadro. La baja efectividad de estos tratamientos se puede explicarse

principalmente por la fisiologia de la reparacion del tenddn, ya que el proceso de
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cicatrizacién de esta estructura se lleva a cabo reemplazando la zona de lesion con tejido
cicatricial, el cual carece de propiedades funcionales y biomecénicas que tiene esta
estructura en condiciones de normalidad. Por lo tanto, dado este conjunto de problemas, se
ha hecho necesario y relevante dar un paso en la transicion de la medicina reparativa hacia
la medicina regenerativa, donde se han estado implantando técnicas como plasma rico en
plaquetas (PRP) y células madres, como una alternativa para lograr mejores resultados

terapéuticos al enfrentar una lesion tendinea.

Basado en lo anterior, el objetivo de esta monografia es recoger informacion actualizada
sobre el uso de la medicina regenerativa en patologias tendineas en equinos, comparando el
resultado de dos técnicas utilizadas como son PRP y células madres. De esta manera, poder
describir la efectividad de cada una de ellas ante la misma patologia tendinea en caballos de
deporte, analizando la velocidad y el porcentaje de curacién dado por cada terapia y asi dar

una orientacion de protocolos terapéuticos basados en estas nuevas tecnologias.



REVISION BIBLIOGRAFICA

TENDONES: ESTRUCTURA Y FUNCION

Los tendones son estructuras situadas entre el muasculo y el hueso, siendo su funcion
principal llevar o transmitir la fuerza generada por el musculo al hueso produciendo el
movimiento articular (Herndndez, 2012; Otondo, 2012; Sharma y Malffulli, 2017). En el
equino los tendones y ligamentos son imprescindibles para el funcionamiento 6ptimo del
aparato locomotor (Hernandez, 2012; Sharma y Malffulli, 2017). En el caballo, cuyas
extremidades son mas largas que las del cuerpo humano, las estructuras blandas como los
tendones adquieren grandes dimensiones, como ocurre en el caso del tendon flexor digital
superficial (TFDS) y del tendon flexor digital profundo (TFDP), por lo que estan expuestos
constantemente a grandes fuerzas. Cuando el caballo galopa, los tendones absorben y
liberan gran cantidad de energia eléstica para poder producir el movimiento, llevando al
tenddn a su limite, por el esfuerzo que realiza. Por consecuencia, dada la tension a la que
estdn sometidas estas estructuras, estan predispuestos constantemente a sobrecargas en el

tejido, alterando la funcion de elasticidad original (Ranera, 2012).

Los tendones estan compuestos por fasciculos altamente organizados, formados
exclusivamente por fibras de colageno tipo I, las que estdn embebidas por una matriz
acuosa de proteoglicanos, glicoproteinas, fibras elasticas, electrolitos y agua (Hernandez,
2012; Pefia, 2017; Peroni, 2017; Sharma y Malffulli, 2017). Las células que forman los
tendones son fibroblastos especializados, llamados tenocitos (Carmona y Lépez, 2011). Lo
que envuelve los fasciculos es un tejido conectivo laxo Ilamado endotendén, el cual, se
subdivide en otros fasciculos dentro del tendén (Hernandez, 2012; Pefia, 2017), el
responsable de cubrir los tendones es Ilamado epitenén, compuesto por una fina capa de
tejido conectivo que incluye el suministro vascular, linfatico y nervioso del tendén (Sharma
y Malffulli, 2017). En determinados sitios donde los tendones sufren algin tipo de roce
contra el hueso u otras estructuras, se presentan envueltos por una vaina, la cual esta
constituida por tejido conectivo y unida a la estructura adyacente, ademas tiene un tejido

interno unido al tendon, estableciendo un espacio que es ocupado por un liquido, muy



similar al liquido sinovial para poder lubricar el movimiento del tendon dentro de la vaina
(Pefia, 2017; Sharma y Malffulli, 2017).

Las lesiones en los tendones producidas como consecuencia de la actividad fisica son
frecuentes tanto en humanos como en animales, particularmente en los equinos, siendo los
caballos de deporte los méas afectados (Herndndez, 2012). Todas las estructuras
mencionadas anteriormente son de suma importancia para la correcta funcionalidad del
sistema musculo esquelético, el cual manifiesta su deterioro en algunas patologias
frecuentes, algunos estudios sugieren que estas lesiones representan cerca del 82 % de los
problemas de pérdida de rendimiento, manifestado clinicamente como claudicaciones, y de
este porcentaje entre 46 y 53 % corresponde a lesiones en tendones y ligamentos (Carmona
y Lopez, 2011).

FISIOPATOLOGIA DE LAS LESIONES TENDINEAS

El equino deportista esta expuesto a factores intrinsecos y extrinsecos que lo predisponen a
sufrir diversos tipos de lesiones. Dentro de estos factores encontramos la fatiga muscular, la
mala conformacion, el exceso de actividad deportiva, lesiones en el miembro colateral, etc,
donde prevalecen los factores extrinsecos, como el trauma agudo (Abellanet, 2009; Otondo,
2012; Sharma y Malffulli, 2017). En condiciones normales existe un equilibré entre el
anabolismo y catabolismo natural de los tendones, que es mantenido por dos enzimas,
siendo la primera las metaloproteinasas que van a degradar la matriz extracelular, ayudando
a la remodelacion y otras enzimas llamadas inhibidoras tisulares que controlan la actividad

de las metaloproteinasas (Otondo, 2012).

Este equilibrio entre el anabolismo y catabolismo, se mantiene estable en condiciones
normales del caballo, pero al producirse una pérdida de este en el sistema musculo
esquelético o un nivel de ejercicio mayor a lo que esta acostumbrado, puede llegar a superar
la elasticidad del tejido, produciendo una interrupcién del equilibrio de las enzimas
mencionadas, generando un dafio en el tenddn, siendo el factor desencadenante mas comun,
la fatiga muscular (Sharma y Malffulli, 2017). El tenddn tiende a estimular la curacion de

una lesion mediante los tenocitos residentes, pero esta, puede no dar abasto con las
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exigencias que le disponen, también el dafio en el tenddn puede ser generado por micro
traumas que se van acumulando, pudiendo llegar a un limite fisiolégico que no permite una

correcta regeneracion (Ranera, 2012; Sharma y Malffulli, 2017).

El tenddn dentro de sus propiedades biomecénicas considera la elasticidad, plasticidad y
viscosidad, caracteristicas que son condicionadas por componentes estructurales tales como
su morfologia, vascularizacion e inervacion. Al extenderse, los tendones son sometidos a
pequefias fuerzas asociadas a la extension de los fasciculos que componen su estructura,
esto es conocido como limite eléstico (Carmona y Lopez, 2011; Scipioni, 2011; Peroni,
2017). Desde el punto de vista mecénico, el tendon es una estructura que permite un
estiramiento del 4 % como limite sin sufrir alguna lesion, siendo en esa oportunidad donde
los puentes transversos se ponen tensos sin producir ruptura. Desde el 5 % en adelante
comienzan a generan separaciones o rupturas de estos puentes, produciendo una lesion
proporcional a la tensién generada o al tiempo que se demore en aplicar la misma
(Hernéandez, 2012).

Del analisis de la curva tension-deformacion (Anexo N°1), se puede identificar en la
primera parte de esta, un comportamiento elastico del material. La deformacion aumenta de
forma proporcional a la fuerza aplicada, sin existir cambios estructurales al disminuir la
fuerza de traccién. La segunda parte de la curva expresa la plasticidad del tejido tendineo,
donde se necesitan significativos aumentos de la fuerza de traccion para que el tendén sufra
pequefias deformaciones. Por Ultimo, en la tercera parte de la curva podemos ver una
progresiva elongacién del tejido tendinoso ante minimas fuerzas de traccion, esto ocurre
debido al estrés de los mecanismos compensadores que acttan en la primera fase, llegando

al limite de las propiedades biomecéanicas de la estructura del tendon (Sanchez, 2009).

La fisiopatologia de la tendinitis esta conectada directamente con el resultado que existe
entre el estrés y la tension en el tenddn. Al traspasar este limite, producido inicialmente por
una injuria se produce una hemorragia y en una segunda fase ocurre una marcada reaccion
inflamatoria, aumentando el flujo sanguineo, desarrollando edema, infiltracion de

neutrofilos, macrofagos, monocitos y liberacion de enzimas proteoliticas. Las ceélulas
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inflamatorias llegan al sitio de la lesion fagocitando el tejido dafiado (Otondo, 2012;
Sharma y Malffulli, 2017). El sufijo itis en medicina significa inflamacion, por tanto, una
tendinitis es la patologia del tendon en donde podemos encontrarlo en una situacion de
dominio inflamatorio, siendo esta caracteristica predominante en las lesiones agudas de
naturaleza traumatica como lo son las contusiones, los desgarros o las roturas del tendon.
Cuando la causa de la lesién son micro traumatismos repetidos sobre el tendédn se habla de
lesiones por sobreuso. En este caso no se habla de una lesién aguda sino mas bien una

lesion crénica y por tanto, la podriamos denominar tendinitis cronica (Sanchez, 2011).

Las lesiones tendineas por sobreesfuerzo se producen por la sobrecarga repentina, cuando
estas sobrepasan la resistencia biomecanica natural del tendén. Todos los tendones tienen
cualidades visco elasticas, lo que significa que sus propiedades mecanicas varian a medida
que se van tensando. La primera fase es donde se realiza el alineamiento del rizado de
fibrillas o fase elastica, la segunda fase es la elongacion basada en la fuerza tensil
estructural del tendon, al exceder la resistencia base y mantener una elongacion continua se
produce la ruptura de los entrecruzamientos covalentes entre las fibrillas. En la etapa
viscoelastica se producen las lesiones residuales y ademas se genera el punto de no retorno,
pasando a la fase de rotura tendinosa (Romero, 2016). Las lesiones ocasionadas en los
tendones también ocurren como mencionamos anteriormente por causa de la degeneracion
previa, la que ademas se podria considerar como una etapa de cornificacion de la fase

viscoelastica, donde se han producido dafios estructurales en el tendon (Romero, 2016).

La sobrecarga mecanica y los micro traumatismos parecen ser los factores etioldgicos méas
aceptados en las tendinopatias cronicas. Sin embargo, estan descritos otros factores
intrinsecos y extrinsecos que tienen directa relacion con la patologia y que posiblemente
sean factores predisponentes a ella. Dentro de los factores intrinsecos tenemos la falta de
aplomo, debilidad o desequilibrio muscular, disminucién de la flexibilidad muscular,
laxitud capsulo-ligamentosa, obesidad, nutricion y la edad (Sanchez, 2011). Con la edad los
cambios mas significativos que se producen en el tendon consisten en aumento del
contenido de colageno, se genera una degeneracion de la matriz de proteoglicanos, lo cual
lleva directamente a una disminucion de la elasticidad, disminucion del contenido de agua

hasta del 50 %, lo que produce modificaciones del lecho vascular que dificultan el flujo
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sanguineo y el abastecimiento de oxigeno, desviando el metabolismo energético hacia la
via anaerdbica (Hernandez, 2012). Dentro de los factores extrinsecos que predisponen a
tener una patologia tendinea, se consideran los mas comunes, los errores de entrenamiento,
la falta de reposo, equipamiento inadecuado, canchas en mal estado o factores micro

ambientales (Sanchez et al., 2009).

FISIOPATOLOGIA DE LA REGENERACION/CICATRIZACION DEL TENDON
La escasa efectividad de los tratamientos que se utilizan actualmente en las tendinopatias,
es explicada por los procesos fisioldgicos de la regeneracion tendinea incompleta. Se
entiende por cicatrizacon de un tejido biologico a la, restauracion de dicho tejido sin que
éste conserve su arquitectura original. La reparacion espontanea de los tejidos blandos es
lenta y se obtiene por un proceso de fibrosis, lo que genera que el tejido lesionado se vaya
colmando de fibras de colageno tipo Il en vez de colageno tipo I, lo que genera un tejido
menos entrecruzado, formando un tejido menos fuerte. Las propiedades mecanicas Y fisicas
seran inferiores, siendo reparado con tejido cicatricial fibrocondrogénico (Abellanet, 2009;
Romero, 2016). Esta fase comienza luego de unos dias y dura varios meses, estd asociada
con una pronunciada respuesta angiogénica e infiltracion de fibroblastos, produciendo una
cicatriz con mayor proporcion de colageno tipo Il (Abellanet, 2009; Otondo, 2012; Peroni,
2017).

El objetivo de la medicina regenerativa en los equinos es cambiar el destino de una herida
llevandola de la cicatrizacion y formacion de una cicatriz, a la regeneracion del tejido y de
su funcion original. Las lesiones de eleccion en equinos para utilizar las terapias
regenerativas resultan ser las tendinopatias y desmopatias ya que en estos tejidos es dificil
poder recuperar un tendon fuerte y elastico que permita al equino deportista volver a las
competencias (Arias y Beato, 2013).

Ocurre esta deficiencia en la curacion por la baja celularidad y baja actividad mitotica en
los tendones, la reparacion interna del tendén se realiza, en parte, por las células del
endotendon y epitendn con un cierto grado de proliferacion de tenocitos en el lugar de la

lesion (Ranera, 2012). Aunque las células madres mesinquematosas han podido mejorar en
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un 1% las reparaciones, se sigue estudiando como poder llegar a un mayor porcentaje de
regeneracion para asi tener menor cantidad de recaidas en los pacientes tratados (Godwin et
al.,, 2011).

Como mencionamos, en la fase de remodelacion existe una sustitucion incompleta de
colageno tipo I, las fibras de coldgeno se organizan de forma paralela, muy parecido al
tendon normal y junto a fibroblastos logran la formacion del tejido cicatricial (Otondo,
2012; Sharma y Malffulli, 2017), siendo este tejido menos funcional que el tendon original,
lo que se traduce en un menor rendimiento y el riesgo de volver a producir una nueva lesion
(Scipioni, 2011). El colageno tipo Il predomina, y en procesos de cicatrizacion temprana
se ha visto la formacion de microfibrillas de pequefio didmetro (Carmona et al., 2009). Por
esta razon existe una recidiva de mas de un 50%, como resultado al escaso éxito de las
actuales técnicas terapéuticas, hoy en dia nuevas lineas terapéuticas se han hecho presente y
han centrado los estudios en la regeneracion por sobre la cicatrizacion del tejido dafiado
(Herndndez, 2012). Se entiende por regeneracion, la restauracién del tejido original
conservando las propiedades y caracteristicas, recuperando la funcionalidad del tejido
nativo (Romero, 2016). El objetivo final de esta terapia es llegar a alcanzar una curacion
funcional total y poder llegar a la completa regeneracion (Vasquez et al., 2012).

Para poder obtener los mejores resultados en la regeneracion de un tejido dafiado es
completamente necesario combinar tres elementos esenciales en el sitio de lesion: tener una
matriz tridimensional donde el nuevo tejido se pueda organizar, células capaces de
diferenciarse en fibroblastos que generen matriz extracelular en el sitio de la lesion,
combinar los factores de crecimiento y citoquinas que puedan inducir la regeneracién y
finalmente es necesario tener estimulos biomecanicos adecuados para organizar la matriz

producida por las células involucradas en esta curacion (Arias y Beato, 2013).

El proceso de la reparacion se lleva a cabo en tres fases distintas, la respuesta inflamatoria,
fase de reparacion fibroblastica y fase de remodelacion/maduracion, estas fases se
superponen y no tienen un punto de comienzo ni un punto de final que este determinado
(Romero, 2016). La primera fase es la respuesta inflamatoria, produciendo luego de la

lesion una inmediata vasoconstriccidn capilar que dura de cinco a 10 minutos, para luego
10



seguir con una vasodilatacién provocada por la liberacion de histamina, lo que causa un
estasis venoso con aumento de la permeabilidad de las células endoteliales vasculares,
donde parte la migracion de leucocitos a la zona de lesion. Estos leucocitos que van
llegando no solo se encargan de fagocitar las sustancias desechadas, ademas liberan
factores de crecimiento necesarios para poder activar a los fibroblastos. Al establecer la
inflamacion se produce una reaccion vascular local que va a elaborar la formacion de un
tapén de plaquetas y el crecimiento de tejido fibroso, produciendo un coagulo por la
conversion de fibrindgeno en fibrina, lo que produce aislamiento del area lesionada. Esta
fase inflamatoria es beneficiosa para el tejido lesionado, ya que en ella se produce una
fagocitosis con la intencion de eliminar elementos o sustancias producidas por la lesion,

preparando el terreno para la regeneracion tisular posterior (Sanchez, 2011).

En la fase proliferativa parte el crecimiento de fibroblastos, ocurre horas luego de la lesion y
este puede durar entre cuatro y seis semanas. En este tiempo los signos de la inflamacion
(calor, rubor, tumefaccion, dolor, disminucion de la funcién), van remitiendo a medida que
el proceso de reparacion va avanzando (Romero, 2016). Como se produce una disminucion
de la presion de oxigeno (PO2), lo que lleva a estimular la proliferacion de los capilares
hacia el lugar de la lesion, curando en condiciones aerdbicas. Luego con el aumento de
llegada de sangre se produce lo contrario, un incremento del suministro de oxigeno y los
nutrientes que se necesitan para la proliferacion fibroblastica, por lo que se produce la
sintesis de los elementos que forman la matriz extracelular (Romero, 2016).

La diferencia de esta etapa del proceso entre la tendinopatia aguda con la forma cronica, es
que en esta Ultima la neo vascularizacion es de mala calidad, por lo que la lesion carece de
suficiente aporte vascular. Por tanto, el tenddn sera incapaz de progresar hacia la reparacion
(Sanchez, 2011).

Durante el 6°-7° dia luego de la lesién, los fibroblastos empiezan a formar fibras de colageno
que inicialmente se organizan al azar en el tejido. Siendo este el momento clave en el que un
estimulo mecanico Optimo favorecerd la alineacién y remodelacion del colageno
neoformado. A medida que aumenta la fuerza de tension en el tejido colageno disminuye el
numero de fibroblastos, lo que marca el comienzo de la fase de maduracion. (Sanchez et al.,

2009).
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En la dltima fase de remodelacién y maduracion se lleva a cabo una reorganizacion de las
fibras de coldgeno que constituyen el tejido cicatricial. A medida que el tenddn recibe un
aumento de tension, las fibras de colageno se disponen en paralelo e iran siguiendo los
vectores de la fuerza de traccion que se le ejerza. El tejido tendra una apariencia y un
funcionamiento normal, alrededor de la tercera semana se habra formado una cicatriz
resistente y avascular. Sin embargo, debemos tener en cuenta que esta fase puede durar

meses o incluso varios afios (Romero, 2016).

DIAGNOSTICO Y TERAPIA CONVENCIONAL DE LAS LESIONES TENDINEAS
El diagnostico de estas lesiones es mediante el examen clinico mas los examenes de
diagnosticos complementarios que sean necesarios, dependiendo el caso, para asi poder
llegar a un acabado diagndstico. Los tejidos blandos estan disefiados para poder resistir
fuerzas de manera repetitiva y con distintas intensidades, sin sufrir cambios en su estructura
y funcionamiento (Romero, 2016). Al sobrepasar su capacidad se lesionan y sanan muy
lentamente, quedando un tejido sin las mismas caracteristicas de elasticidad y fuerza que el
tejido original. Uno de los principales dilemas que esta relacionado con las tendinopatias
del caballo es intentar evitar esta pérdida de funcion y para eso se debe realizar una buena

eleccion del tratamiento (Carmona y Lépez, 2011).

La tendinitis se diagnostica por los signos de calor, aumento de volumen, dolor a la
palpacion del tenddén, con presencia generalmente de claudicacion (Romero, 2016). El
tratamiento médico convencional que se utiliza hoy en dia, incluye el uso de
antiinflamatorios no esteroidales (AINEs), glicoaminoglicanos polisulfatados (PSGGs),
inyeccion de corticoesteroides (CS), acido hialuronico (HA) y de fumarato de pB-
aminopropionitrilo (BAPN). En los casos de tendinopatia y desmopatia agudas se emplean
farmacos combinados con reposo, hidroterapia y vendajes a presion. En la mayoria de los
casos se utiliza la monitorizacion de la lesién con ecografia y un programa de ejercicio

controlado (Carmona et al., 2009).

En las dos Gltimas décadas, la ultrasonografia ha tenido grandes avances en el diagndéstico de
patologias en particular en el equino, transformandose en uno de los instrumentos de gran
importancia para la deteccion de alteraciones que no pueden ser detectadas por otros

métodos imagenoldgicos. Esta técnica fue introducida en los caballos durante la década del
12



70, utilizandose inicialmente en reproduccién de yeguas; luego en los afios 80, se evaluaron
lesiones en tendones, especialmente la del tendon flexor digital superficial (Romero, 2016).
Esta técnica permite diagnosticar lesiones subclinicas, siendo de mucha utilidad ya que nos
da la informacion exacta sobre la ubicacién, tamafio, forma, dinamica y morfologia interna
de las estructuras tendineas, ademas permite seguir la evolucion de la lesion para asi poder
determinar el momento adecuado para que un equino vuelva al entrenamiento (Aguilar,
2015).

Dentro del tratamiento conservador que se pueden aplicar en tendinopatias, estd el
ultrasonido que tiene efecto sobre la reduccion de la inflamacion y sobre los procesos de
reparacion tisular, se ha visto la estimulacion de la sintesis y mejora en la alineacion de las
fibras de colageno. La crioterapia también es una de las terapias convencionales que son
elegidas, produce una vasoconstriccion inicial lo que lleva a una disminucion del aporte
sanguineo y del metabolismo celular, aunque se puede producir una vasodilatacion refleja si
la aplicacion se mantiene en el tiempo. El hielo ademas provoca un efecto analgésico sobre

las terminaciones nerviosas y una reduccion de la temperatura local (Sanchez, 2011).

Las ondas de choque se han convertido en una terapia que ha tenido grandes resultados, los
efectos fisioldgicos que producen estas ondas de choque no estan 100% establecidas, pero si,
existen varias hipotesis, la primera es que las ondas de choque aumentan el metabolismo y la
vascularizacién en la zona de impacto favoreciendo la regeneracion del tejido. Actualmente
uno de los aspectos mas estudiados en los efectos de las ondas de choque, es el aumento de
la liberacion de factores de crecimiento en el sitio de lesion. Este factor contribuiria a
mejorar la respuesta de curacion (Aguilar, 2015).

TERAPIAS REGENERATIVAS EN LESIONES TENDINEAS

La base de estos tratamientos es el aprovechamiento de los procesos de regeneracion que se
producen de manera fisioldgica en el organismo, mediante la activacién y potenciacién de
gran variedad de moléculas enddgenas que intervienen en los mismos, intentando restaurar
la funcionalidad del tejido lesionado. Lo que se quiere plantear con estas estrategias para el
tratamiento de este tipo de lesiones, es utilizar células y factores que ayuden a la
regeneracion de la matriz extracelular que conformara el tejido que fue dafiado, para que lo

hagan de la forma mas parecida a la matriz nativa. Por esta razon, en los Gltimos afios ha
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existido un aumento en el conocimiento y la administracion de terapias que utilizan
preparados “autologos”, l0s que puedan aportar factores de crecimiento al tejido lesionado

como los son el uso de células madres y el PRP (Hernandez, 2012).

Finalmente, el caballo ademas de ser paciente es un animal modelo para el estudio de
lesiones en tendones y ligamentos en la especie humana, ya que la naturaleza de las
lesiones en los tendones flexores en el caballo son muy similares a las lesiones en el tendon
de Aquiles en atletas humanos. Ademds, que puede ser sometido a procesos de
rehabilitacion al igual que el humano, pudiendo hacer un seguimiento que es imposible
conseguir en otras especies (Romero, 2012).

PLASMA RICO EN PLAQUETAS (PRP).

El PRP es una preparacion hematoldgica que se obtiene por centrifugacion de la sangre
extraida con anticoagulantes del mismo paciente (Carmona y Lépez, 2011). ElI PRP
concentra mas de un millon de plaquetas/uL, contiene factores de crecimiento y proteinas
que aportan caracteristicas importantes en la proliferacion y diferenciacion celular, la
angiogénesis y en la sintesis y deposito de matriz extracelular (Delfino, 2015; Peroni,
2017). Segun algunos estudios, ayuda a disminuir el proceso inflamatoria, mejora la
funcién bioldgica del tendon y a reconstituir morfologicamente el tejido lesionado,
ayudando a minimizar el tejido cicatricial y la generacion de adherencias, usando una
variedad de factores que ayudan a la reparacién por la promocién de la angiogénesis y
proliferacion de fibroblastos en el lugar lesionado (Mohamed et al., 2017). Los resultados
observados en diversos estudios han sido prometedores cuando se han empleado estas
novedosas terapias, pero se debe seguir realizando investigaciones para demostrar el uso
clinico seguro y efectivo en equinos (Carmona y Lopez, 2011).

Las plaquetas provienen de los megacariocitos, tienen una vida corta, circulando por el
torrente sanguineo durante solo 7 a 10 dias. Su nimero puede variar dentro de valores
considerados normales desde 150.000 a 400.000. Ellas contribuyen a evitar la pérdida
sanguinea cuando se produce una lesion vascular. Ademas, las plagquetas trasladan

sustancias que influyen en los procesos de reparacion tisular como la angiogénesis,
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inflamacidn y respuesta inmune. Esta actividad se debe a las diferentes proteinas contenidas
en sus granulos (Abellanet, 2009). Cada plaqueta contiene entre 50 a 80 granulos alfa
formados durante la maduracion de los megacariocitos y que contienen méas de 30 proteinas
bioactivas, las que son secretadas en el proceso de agregacion durante la formacion del
coagulo (Faundez, 2010). El calcio es un cofactor necesario para la agregacion y la
formacion de la fibrina, siendo también un regulador en la reparacion tisular. Por lo que, la
propiedad de las plaquetas es la de secretar un conjunto de proteinas en el lugar de la lesion,
induciendo la reparacion tisular y la remodelacion de la matriz extracelular. En esta ultima
década se han aprovechado las propiedades de las plaquetas, siendo aplicadas en diversas
lesiones y en diferentes especialidades médicas y quirdrgicas (Abellanet, 2009).

Principales Factores de Crecimiento.

Las plaquetas liberan gradualmente factores de crecimiento, los que estimulan diversos
tipos celulares, promoviendo la proliferacion y sintesis de colageno tipo I. Estos factores
son péptidos que funcionan como sefializadores responsables de la regulacion del
metabolismo celular, esta regulacion ocurre por las vias de sefializacion intracelular gracias
a la funcion de un complejo nimero de receptores de la superficie celular (Yamada et al.,
2016). Dentro de los factores de crecimiento més estudiados esta el factor transformante
beta (TGF-B), factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), entre otros. Sin embargo, el componente que
provoca mas interés son los factores de crecimiento plaquetarios contenidos en los granulos
alfa, los que se liberan en el proceso de activacion plaquetaria. Se ha podido estudiar que
ellos constituyen un efecto antiinflamatorio y que ademas contiene efectos beneficiosos en

la aceleracién de los procesos de cicatrizacion de tejidos blandos (Delfino, 2015).

Los factores de crecimiento son polipéptidos contenidos en diferentes tipos celulares y en la
matriz extracelular. Estos estimulan receptores de la membrana celular contenidos en las
células de los tejidos dafiados sin entrar en ellas, provocando reacciones quimicas en los
neurotransmisores encargados de regular los procesos de reproduccion y crecimiento
celular favoreciendo la proliferacion, migracion y diferenciacion celular. De todos los

factores de crecimiento liberados por las plaquetas, y los que se encuentran en mayor
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concentracion y cuya estructura y funcion ha sido ampliamente estudiada son TGF-j,
VEGF y PDGF, los cuales son responsables de la regulacion de procesos celulares tales
como la diferenciacion, mitogénesis y la quimiotaxis, funciones bioldgicas claves en los

mecanismos de la reparacion de tejidos (Delfino, 2015).

Todas estas proteinas promotoras del crecimiento tisular ayudan y favorecen al proceso de
curacion, removiendo el tejido no vital, aumentando la angiogénesis y evitando la perdida
de matriz extracelular (Faundez, 2010). En la siguiente tabla (N°1) se pueden ver los

principales factores de crecimiento y su funcion.

TABLA N°1. Principal funcién de los factores de crecimiento.

Factor de Funcion
Crecimiento
PDGF Promueve indirectamente la angiogénesis a través de los macréfagos,

por un mecanismo de quimiotaxis. Activador de macrofagos. Mitdégeno
de células mesenquimales. Facilita la formacién de colageno tipo I.

VEGF Quimiotaxis 'y  proliferacion de células  endoteliales.
Hiperpermeabilidad de los vasos sanguineos.

TGF-p Quimiotaxis.  Proliferacion y diferenciacion de las celulas
mesenquimales. Sintesis de colageno por los osteoblastos. Pro-
angiogénesis. Inhibe la formacion de osteoclastos. Inhibe la
proliferacion de células epiteliales en presencia de otros factores.

IGF Proliferacion y diferenciacion de células mesenquimales y de
revestimiento. Sintesis de osteocalcina, fosfatasa alcalina y colageno |
por los osteoblastos.

EGF Mitogeno, proapoptotico, quimiotaxis y diferenciacion de células

epiteliales, renales, gliales y fibroblastos.
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Uso de PRP en el tratamiento de lesiones tendineas.

El uso de PRP como ayudante para el crecimiento tisular ha sido empleado y estudiado en
diversas areas dentro de la medicina. Aunque los mecanismos que mejoran la reparacion de
las lesiones contintan pobremente descritos, los beneficios reportados en la practica clinica
son la mejora en la regeneracion Osea, reduccion en el sangramiento, ayuda en la
regeneracion de tejidos y la ausencia de reacciones exageradas del sistema inmune
(Faundez, 2010). Como sabemos el tenddn es pobremente vascularizado, siendo su
cicatrizacion muy lenta y muchas veces incierta. Al tener una muy baja tasa metabdlica
provoca que sea una estructura perfecta para soportar grandes tensiones durante largos
periodos de tiempo, pero por el contrario produce que los procesos que necesitan una

mayor tasa metabdlica se produzcan de manera muy lenta (Sanchez et al., 2009).

Respecto a la elaboracion del PRP, hasta el momento se han descrito cuatro técnicas
generales para producirlo en equinos: aféresis (automatizada), capa leucocitaria (buffy
coat), semiautomatizada, capa leucocitaria mas filtro y centrifugado en tubo (manual)
(Carmona et al., 2009). La diferencia mas importante es en la concentracion de plaquetas
(factores de crecimiento), que se obtiene con los diferentes métodos, por lo cual se hace
muy complicado estandarizar los distintos métodos y asi tener estudios concluyentes con
los cuales podamos comparar los diferentes resultados (Vasquez et al., 2012). Todas las
técnicas utilizadas para preparar APCs (Concentrado aut6logo de plaquetas) tienen ventajas
e inconvenientes, aun no se ha podido encontrar el método ideal para concentrar plaquetas
y factores de crecimiento, siendo los métodos manuales los méas utilizados, teniendo en
cuenta que se necesita un estricto manejo aséptico para evitar la contaminacién bacteriana,
pero dentro de sus ventajas es la forma mas simple de poder obtener APCs y a un bajo
costo, mientras que los métodos semiautomizados tienen un mayor costo, al necesitar “kits”

y centrifugas especializadas (Carmona et al., 2011).

A modo de ejemplo, se describe el método de centrifugacion doble en tubo. Se considera
siempre una previa preparacion aséptica para la obtencion de sangre entera de la vena
yugular del paciente mediante un catéter mariposa 23G. La sangre debe ser depositada en

tubos de citrato de sodio 3,2% con capacidad para 5 mL. Los tubos con sangre requieren
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ser centrifugados a 120g durante cinco minutos. La primera fraccion supernadante 50% del
plasma, pegado a la capa leucoplaquetaria, es sustraida bajo rigurosa asepsia en una camara
de flujo laminar horizontal. Esta fraccion es depositada en tubos sin aditivo y centrifugada a
2409 durante cinco minutos. Luego se extrae el 25% del plasma del fondo de cada tubo.
Esta Gltima fraccion es depositada dentro de jeringas estériles y activada con cloruro de
calcio (4,5 mEq/5 ml), a razoén de 50ul por ml del PRP (Carmona et al., 2009; Pimenta et
al., 2009).

La aplicacion consiste en la inyeccion aséptica del PRP peri e intralesionalmente mediante
aguja de 21G guiada por ecografia, siendo los pacientes previamente sedados. La cantidad
administrada en cada paciente es determinada en funcion del tipo, tamafio (cm? de area en
corte transversal ecografico) y extension de la lesién (cm de longitud). Los caballos deben
permanecer en reposo y dos semanas después de la Ultima inyeccion se permite un aumento
progresivo del ejercicio en funcion de la clinica de cada paciente (Pimenta et al., 2009).
Cabe sefialar que la técnica antes descrita es sélo un ejemplo entre los distintos métodos de
obtencion de PRP, los cuales pueden mostrar diferencias significativas respecto a las
concentraciones plaquetarias, leucocitarias y de factores de crecimiento dependiendo como
sean efectuados, lo que nos lleva a la primera dificultad para poder estandarizar los
resultados obtenidos al momento de utilizar PRP en los pacientes (Pimenta et al., 2009).

En un estudio realizado en el Hospital Equino de Mallorca a 72 equinos atletas con
lesiones del tenddn flexor digital superficial, 61 de los cuales presentaban una lesion aguda
mientras que 11 pacientes presentaban lesiones cronicas, mas la utilizacion de 10
ejemplares controles, reveld que el retorno a la performance fue significativamente mayor
en los ejemplares tratados 75,7 a 79.5% versus los no tratados 40 a 50% Yy un porcentaje de
reincidencia de 20 a 24% en comparacién a los controles con un 43 a 93% (Abellanet y
Prades, 2009). Sin embargo, otros estudios advierten diferencias poco significativas entre
tratar y no tratar lesiones leves en la extremidad distal de equinos, aunque se evidencian
mejoras notables en el proceso reparativo frente a lesiones extensas o cronicas (Monteiro et
al., 2008).
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Casi la totalidad de los estudios realizados acerca de la eficacia de los tratamientos con
PRP, coinciden en que se acortan los tiempos de tratamiento y de regeneracion celular en
casos de desmopatias y tendinopatias en equinos (Michelloto et al., 2009; Pimenta et al.,
2009), aungue sin lugar a duda queda mucho por investigar ya que existen variadas
diferencias en los resultados y, segln sefialan algunos autores, todavia no se han realizado

estudios de importancia significativa dentro de la medicina basada en la evidencia.

Bosch y colaboradores (2010), evaluaron el efecto del PRP sobre la cicatrizacion del
tenddn, usando para ello un modelo experimental equino donde se inducia quirurgicamente
una lesion en el TDFS. Veinticuatro semanas tras la induccién de la lesion se realiz6 un
estudio bioguimico, biomecanico e histologico de los tendones tratados. El estudio
demostro que la aplicacion de PRP en el tenddn lesionado provoco un incremento en la
actividad metabdlica del tejido cicatrizado, con propiedades biomecéanicas e histoldgicas

mejores que los tendones control.

Sobre este mismo modelo experimental, los autores demostraron que los tendones tratados
con PRP presentaron al final de estudio, un mayor grado de neovascularizacion frente a los
caballos controles, tras una Unica administracion de PRP. Estos mismos autores aplicaron
un analisis computarizado de las imagenes ecogréaficas del tendon a lo largo del periodo de
estudio, para monitorizar el proceso de cicatrizacion. Empleando esta metodologia, se
observd que los tendones tratados con PRP, presentaron un aspecto ecogréafico de
cicatrizacion mas proximo al fisioldgico que los tendones control (Bosch et al., 2010).

Los resultados del estudio realizado por Abellanet (2009), demuestran especialmente que
en lesiones de tejidos blandos, a mayor numero de aplicaciones de PRP, se observa una
mejor respuesta clinica y un menor nimero de recaidas, y que la aplicacion de 3 e incluso 4
dosis con un intervalo de 10-15 dias seria un esquema apropiado. Este mismo autor indica
qgue algunos biomarcadores anabolicos, declinan 15 dias después de la aplicacion
intraarticular o intrasinovial de PRP en caballos. Como conclusion podemos decir que el
PRP, constituye un excelente tratamiento analgésico y antiinflamatorio para las lesiones

agudas de tendones, ligamentos, articulaciones y solo existen limitaciones teoricas, que
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sugieren su aplicacién unicamente en la fase proliferativa de la lesion, especialmente

tendinosa.

En el estudio de Maia et al (2009), se utilizaron seis caballos clinicamente sanos de edades
entre ocho a 15 afios, fueron adaptados al lugar de estudio con un mes de anticipacion,
donde se les indujo una lesion con colagenasa en el tendon flexor digital superficial
(TFDS). Se utilizo el método de obtencion de PRP de doble centrifugado. La diferencia de
este estudio con los anteriores es que los dos miembros anteriores fueron inducidos a tener
una tendinopatia, se utilizo el miembro derecho como resultado final con PRP y el
izquierdo como control. A estos pacientes ademas del examen clinico diario, luego del
quinto dia desde que se aplico el tratamiento, se comenzd con un ejercicio gradual. Los
resultados de este estudio demostraron que los tendones tratados con PRP presentan una
mejor calidad de reparacion que el tendon no tratado con éste, luego de 36 dias de ser
tratados con PRP se vio una mayor cantidad de fibroblastos alargados los que indica una
mayor madurez, con una reparacion mas uniforme y organizada comparado con el grupo
control (Maia et al., 2009).

El uso de PRP en equinos ha tenido diferentes estudios, en los cuales se ha observado una
mejoria clinica y ecogréafica de las lesiones tendinosas, pero el problema de los estudios que
se han practicado con PRP, es el bajo numero de pacientes utilizados y que en algunos
estudios no existe un grupo control. Sin embargo, se cree que el tratamiento es seguro ya
que, se ha podido demostrar que ninguna de las inyecciones ha provocado reacciones
adversas en los caballos tratados (Carmona et al., 2011). Se describio el estudio clinico del
uso de PRP obtenido con el método del tubo, en 72 pacientes con tendinopatia del tendén
flexor digital superficial, 10 con tendinopatia del tendon flexor digital profundo (TFDP) y
16 con lesiones en el ligamento suspensorio. Los caballos con tendinopatia del TFDS
presentaron una mejoria clinica del 80% versus el 45% en el grupo control. Se presento una
recidiva del 22% en los pacientes tratados en comparacion con 80% del grupo control. Los
caballos con tendinopatia en el TFDP con tratamiento presentaron un 100% de mejoria en
contra de un 0% del grupo control y una recidiva del 17% en los caballos con tratamiento.

Los pacientes con desmopatia del ligamento suspensor tuvieron una mejoria clinica del
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90% wversus el 0% del grupo control, los caballos tratados con PRP tuvieron una
recuperacion en un periodo de seis meses (Abellanet y Prades, 2009).

En el estudio realizado por Hernandez (2012), se utilizaron 17 pura sangre de carreras
(SPC), entre los dos a seis afios, todos ellos con algin grado de lesion tendinea en el TFDS
diagnosticada clinica y ecograficamente. Se utiliz6 el método de centrifugacion doble en
tubo y se inyecto la muestra de PRP intratendinea eco guiada, la cantidad de muestra para
cada ejemplar fue elegida subjetivamente dependiendo el tipo, tamafo y extension de la
lesion. De los 17 animales, siete lograron retornar a un nivel de actividad similar al que
presentaban en un principio, los otros 10 casos, la recuperacion no fue déptima o al
momento de volver a su actividad tuvieron una recaida agravando la lesién. EI 47% de los
pacientes que retornaron a las pistas fueron tratados en forma distinta, siendo la mitad

tratados de manera convencional y la otra mitad con el agregado de PRP a la terapia.

En el estudio realizado por Geburek et al (2016), donde se utilizaron 20 caballos que ya
presentaban lesion uni o bilateral en el TFDS, con una edad promedio de ocho afios siendo
desde los cuatro a 21 afios de edad, los caballos fueron asignados aleatoriamente al grupo
tratado con PRP o al grupo control. Donde se vio una disminucion de la cojera en el grupo
tratado luego de 8 semanas posterior al tratamiento y 12 semanas en el grupo control. El
80% de los caballos con PRP, alcanzo su nivel de rendimiento anterior o superior a este,
luego de 12 meses de realizado el tratamiento, en cambio el grupo control tuvieron un
porcentaje de 50% luego de 24 meses desde el comienzo del estudio. Se pudo ver la
diferencia entre los caballos que fueron tratados con mas rapidez luego de haber sufrido la

lesion, donde ellos presentaron mejores resultados en su recuperacion.

Efectos adversos del PRP

Los concentrados de plaquetas autélogas se preparan por centrifugacion o filtracion celular,
las muestras de sangre de diferentes caballos y la utilizacion de diferentes “kits” para la
preparacion de PRP conducen a diferencias en el contenido de plaquetas, leucocitos y
factores de crecimiento. Los contenidos optimos de plaquetas y leucocitos en PRP son un

punto de debate, investigaciones recientes han demostrado que un aumento moderado de
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las plaguetas mejora el crecimiento de los tenocitos pero los altos recuentos de leucocitos
en PRP pueden afectar el tratamiento de los pacientes (Geburek et al., 2016). Si se
concentra mucho las plaquetas, se rompe el equilibrio entre los factores de crecimiento
plaquetarios y los plasmaticos, alterando la actividad bioldgica del conjunto. No se conoce
bien el efecto de la presencia de leucocitos en el PRP, pero se concentra 4 o 5 veces las
plaquetas y leucocitos, se podria tener méas de 40.000 leucocitos/cm3, lo que podria
provocar efectos indeseados en el paciente tratado, ya que estos son la principal fuente de
metaloproteinasas, que destruyen el coldgeno. Las plaguetas contienen también
metaloproteinasas (MMP), pero ademas contienen simultaneamente inhibidores naturales
de las metaloproteinasas, inhibidores tisulares de las metaloproteinasas en plasma (TIMPS).
Este equilibrio MMP/ TIMP es importante para la actividad bioldgica de las plaquetas y se
rompe con la presencia de los leucocitos. Se cree que la clave del efecto regenerativo del
PRP esta asociada méas que con la concentracién, con el numero de plaquetas vivas que

contenga el concentrado plaquetario (Romero, 2016).

CELULAS MADRES (MSC)

La terapia celular, es uno de los més recientes enfoques de la medicina regenerativa que
tiene como objetivo la sustitucion o reparacion de organos y tejidos (Scipioni, 2011),
utilizando células madres del mismo paciente, surge como un método innovador pudiendo
conseguir resultados prometedores en comparacion con los resultados de la medicina
tradicional (Peroni, 2017). La terapia con células madres se considera un campo altamente
dinamico y que aun no se ha podido estudiar por completo, poder evaluar el uso de células
madres exdgenas y su falta de habilidad para poder generar tenocitos y/o células
progenitoras que se ocuparan de la regeneracion de tendones, es probable que las citocinas
secretadas por las células madres son las que contribuyen en la cicatrizacion y regeneracion
de los tejidos (Durgam y Stewart, 2017). El uso clinico de las células madres en medicina
veterinaria aun esta en sus primeras etapas, se siguen estudiando los beneficios de los
diferentes caminos que se puede utilizar, para evaluar cual es el mas efectivo segun su
origen celular, aislamiento, enriquecimiento y procesamiento, ademas del tiempo que se
necesita para procesarlas, la ruta de administracion, y la dosificacion (Fortier y Travis,
2011).
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La célula madre adulta, actla a través de estimulos para la liberacion de mas de 200
sustancias diferentes como factores de crecimiento, citoquinas, etc., representando un
método prometedor para poder obtener tenocitos in vitro para la curacion de lesiones en los
tendones de los equinos, con propiedades antiinflamatorias, inmunomoduladora y
regeneradoras, las que actuaran dependiendo de las condiciones de la lesion (Scipioni,
2011; Peroni, 2017; Villatoro y Farifias, 2017).

Estas células son aquellas no diferenciadas o multipotenciales, pudiendo ser precursores de
células especializadas en tejidos especificos (Scipioni, 2011). En el desarrollo embrionario
temprano se genera el mesodermo desde la masa celular interna del blastocito con algunas
de estas células madres embrionarias (Senner et al., 2012). Estas células tienen doble
capacidad, diferenciacion y auto renovacion, siendo reguladas por las células especificas de
su ambiente (Scipioni, 2011). Ellas presentan dos tipos de divisiones, la simétrica y
asimétrica. La caracteristica de autorrenovacion viene dada por la division simétrica donde
se dividen para generar dos células hijas que tienen la caracteristica de mantener las
propiedades de la célula madre. Mientras que la division asimétrica da lugar a células
progenitoras en un estado mas diferenciado que la célula madre inicial, mostrando la
capacidad de diferenciacion (Ranera, 2012). Ademas de estas caracteristicas, las células
madres mesenquimales tiene la capacidad de diferenciarse en el trilinaje siendo éste
osteoblastos, adipocitos y condroblastos, utilizando cultivos in vitro para la diferenciacion
hacia cada linaje. El estimulo necesario para la diferenciacion de las MSC en tenocitos, es
en gran parte desconocido, pero investigaciones actuales sugiere que una combinacién
mecanica de tension, sefiales metabdlicas, contacto celular y con la matriz, con los factores

esenciales para que se lleve a cabo el proceso (Scipioni, 2011).

El papel terapéutico de las células madres en el proceso de regeneracion en la medicina, no
se entiende completamente. No esta claro si las células madres funcionan de mejor manera
cuando estan diferenciadas en un tejido en especifico o tienen mejores resultados a traves
de la secrecion de factores troficos, como inmunomoduladores y factores bioactivos o con

una combinacién de los dos mecanismos (Fortier y Travis, 2011).
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Estudios como el de Godwin et al (2011), muestran una disminucién significativa en la tasa
de recurrencia de tendinitis, por un periodo de al menos dos afios en un 26% en animales
tratados con MSC y un 56% los que fueron tratados solo con terapias convencionales. Se ha
observado que el resultado general de estos estudios mostré que las recidivas tienden a
aparecer con menos frecuencia, cuando se aplica una mayor cantidad de MSC (por lo
menos alrededor de 1 x 10" MSC) o cuando los pacientes son mas jovenes, ademas actiian
mejor cuando se disminuye el tiempo entre la ocurrencia de la lesion y la aplicacion de
células (Godwin et al., 2011).

Tipos de Células Madres

Las células madres se pueden clasificar segun su diferenciacion siendo totipotenciales,
pluripotenciales, multipotenciales y somaticas, o clasificarlas segun su origen de
procedencia, como las células madres embrionarias que son clasificadas como
pluripotentes, ademas de poder proliferar continuamente al mantener su estado
indiferenciado, lo que le confiere el beneficio de pasar desapercibidas por el sistema
inmune. Las células madres germinales estan en la cresta gonadal de los fetos, son muy
parecidas a las anteriores pero su aislamiento resulta mas dificil. Las células madres fetales
forman parte de los drganos fetales, su potencial de diferenciacion es similar a las células
madres adultas, aungue tienen mayor capacidad de poder expandirse y diferenciarse al ser
un poco mas primitivas (Ranera, 2012; Romero, 2016). Las ultimas células son las células
madres adultas, las cuales son capaces de diferenciarse in vivo, replicando las células de los
tejidos adyacentes. La mayor fuente de extraccion son los tejidos de médula ésea, se
conocen cerca de 20 tipos celulares, entre las que se encuentran las células madres

hematopoyéticas y las mesenquimales (Scipioni, 2011; Ranera 2012).

La terapia con MSC tienen la caracteristica de ser inmunomoduladora, por lo que se han
estudiado el uso de celulas madres alogénicas ademas de las autogenicas. Estas células
aldégenas suponen un potencial terapéutico mayor que las autdgenas, ya que tendriamos una
terapia con mayor disponibilidad y de rapida implementacion, el problema de poder
utilizarlas es que aumentan los costos de la terapia, no en la cosecha ya que seria la misma

que en las células autogenas, pero si se generan gastos adicionales al garantizar que el
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producto este libre de algun patogeno y ademas se debe tener la implementacion para poder
almacenarlas hasta que sean utilizadas (Fortier y Travis, 2011).

Recientemente, se ha publicado que las MSCs alogénicas pueden provocar una respuesta
inmune que genera rechazo. Aunque las MSCs no pueden considerarse verdaderamente
inmuno-privilegiadas, el rechazo de las MSCs alogénicas se produce méas lentamente que el
rechazo de otros tipos de células alogénicas lo que beneficia la terapia. EIl momento y el
peligro al rechazo parece estar estrechamente vinculado al ambiente y esta dado por un
equilibrio entre la expresion de factores inmunogénicos e inmunosupresores de las propias
celulas. Este hecho podria explicar la falta de supervivencia observada tras su aplicacion in
vivo (Ankrum et al., 2014).

En el estudio de Watts et al (2011), no se encontraron efectos adversos, no siendo lo que se
esperaba al utilizar células alogénicas fetales, pero se demostré que la densidad celular
reducida, la falta de infiltrado inflamatorio, minima reaccion peri tendinosa, muestran un
minimo de reaccion frente a las células alogénicas sin existir una terapia inmunosupresora.
Se sigue sugiriendo la falta de tiempo y de pacientes en estudio para poder rechazar algunas
teorias como la formacion de teratomas, por la aplicacion de células fetales. Siendo la
conclusion de este estudio, demostrar la eficacia de las células madres pluripotentes en
tratamiento de lesiones tendineas. Aunque exista una baja en la supervivencia a largo plazo
de estas células fetales, se vieron resultados significativos en la parte histolégica como en
las ecografias realizadas, teniendo como resultado que las células pluripotentes generarian
una mayor regeneracion sobre una cicatrizacion del tendon afectado, incluso sin llevarlas a

un linaje in vitro previo a la inoculacion.

Principal Fuente en mamiferos

El tejido adiposo como fuente de MSC es beneficioso, ya que pueden estar disponibles en
grandes cantidades con una minima morbilidad y malestar asociado a su recoleccion, la
grasa coccigea en la base de la cola, es el sitio mas accesible, llevando a cabo el
procedimiento con sedantes y anestesia local (Nixon et al., 2008). Para poder utilizar MSC

desde el tejido adiposo, se utiliza el subcutaneo del paciente en el sector del glateo cercano
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a la cola del equino, donde se aisla por digestion de colagenasa tipo I, se lavan con PBS y
se siembran con densidad de 100.000 células mononucleadas por cm?. Se mantuvieron en
dulbecco modiffied eagle’s médium (DMEM) bajo en glucosa, suplementado con 1% de L-
glutamina, 1% de eonicilina/estreptomicina y 10% de suero fetal bovino (FBS). Luego de la
extraccion a las 24, 48 y 72 horas, se lavan las células con tampén fosfato salino (PBS),
para poder eliminar las células no adherentes. Se mantienen a 37°C, 5% de CO2 y 20% de
02 y con un cambio de 5% de O2 para las otras muestras. Se expandieron las células,
haciendo cambios de medio cada 3 dias, hasta alcanzar el 80 % de confluencia (Ranera,
2012).

Estas células son inmunocompatibles, el aislamiento de la fraccion de células nucleadas
desde la grasa, da un pool de células para su inmediata inyeccion en el lugar de lesion o
para generar cultivos y poder aislar células madres derivadas de tejido adiposo (Scipioni,
2011). Segun Nixon et al (2008), el inyectar MSC derivadas de tejido adiposo, no tuvo
efectos adversos. Las células madres derivadas de tejido adultos contribuyen a la
recuperacion indirecta, por la produccién de proteinas bioactivas, como factores de
crecimiento, factores anti-apoptoticos y agentes quimiotacticos, los que ayudan y estimulan
al crecimiento interno vascular y el reclutamiento de células madres. Las células de la
fraccion vascular estromal derivadas desde el tejido adiposo, estas células AD- SVF son
simplemente aisladas e inyectadas en el paciente sin pasar por el cultivo celular, tiene esta

ventaja de poder usarlas con mayor rapidez.

Las células madres mesenquimales derivadas de medula 6sea BM- MSCs, tiene la ventaja
de ser faciles de obtener y una obtencion relativamente no invasiva, ademas tienen una
mayor capacidad para diferenciarse en tipos de tejidos de musculo esquelético, alguna de
las desventajas son el tiempo requerido para la expansion de las células, que va desde 3 a 6
semanas desde el aspirado de la medula hasta poder ejecutar el tratamiento. Estudio de
Fortier y Travis (2011), demuestran que la aplicacion clinica de BM- MSCs con casos Yy
controles (n=11), mostro que el 90% de los caballos tratados tuvo exito y pudo regresar a su
funcién atlética, los caballos de carrera no generaron recidiva en las lesiones del TFDS
luego de 2 afos del tratamiento (Fortier y Travis, 2011).
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Las celulas BM- MSCs se empezaron a utilizar en el siglo XXI, estas células fueron
suspendidas en sobrenadante de médula Osea autdloga, para el tratamiento de lesiones
tendinosas centrales espontaneas en el TFDS, tras el tratamiento no se observaron
reacciones adversas ni formacion de tumores. Las formas de células madres més utilizadas
por los médicos veterinarios en lesiones de equinos son dos, la primera son derivados de
médula Osea adulta y la segunda son los derivados del tejido adiposo. Cualquiera de estas
fuentes de células se utilizard después de un periodo de cultivo o luego de centrifugacion.
Las células derivadas de médula Osea se extraen del esternon o del ileon, utilizando una
aguja Jamshidi (Taylor y Clegg, 2011). Por su lado, el tejido adiposo contiene una fraccion
vascular estromal, siendo una fuente rica de células madres derivadas del tejido adiposo, se
cree que el tejido adiposo es una fuente mas accesible y con cantidades abundantes de MSC
para realizar una terapia celular (Scipioni, 2011). Segin Godwin et al (2011), los que
realizaron un estudio con 141 caballos tratados con BM-MSCs y con un seguimiento de 3

afios, demostraron una disminucion significativa de la recidiva en caballos de carrera.

Las conclusiones sacadas por el estudio de Ranera (2012), nos demuestran que el tiempo
entre la extraccion de la médula 6sea y el aislamiento de BM-MSCs, disminuye la
formacion de CFU en cultivo, ademas las AT-MSCs tienen mayor capacidad de
proliferacion en cultivo. Existe una diferenciacién mas rapida hacia osteocito y condrocito
desde las BM- MSCs. La generacion de hipoxia influye en la divisién celular de las BM-
MSCs y en la viabilidad de AT- MSCs, dando un numero menor de células. Se demuestra
que al tener un ambiente de mayor hipoxia se potencia la capacidad de diferenciacion

celular hacia condrocito.

Ningin estudio con animales mayores ha demostrado diferencias medibles en los
parametros, aparte de las pequefias mejoras que existen en la clasificacion histoldgica. En el
estudio de Watts et al (2011), los tendones tratados con células fetales MSC tienen una
mejora estructural significativa en la resonancia magnética y en el ultrasonido, esto en
comparacion de los tendones con placebo. A si se vio que los tendones tratados con MSC

fetales tenian mejor relleno en sus lesiones y con mejor retorno a un orden de fibra lineal,
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siendo el desarrollo de un mejor patron lo més predictivo para tener un resultado exitoso a
largo plazo. El Gnico problema encontrado en este estudio es el corto plazo que se dio para
evaluar el avance de la lesion. A pesar de tener una muestra pequefia, varios parametros
fueron significativamente diferentes entre los grupos pese al poco tiempo. La falta de
diferencias significativas en los parametros como el ADN total y la expresion génica,
deberia tener mas relevancia para asi poder ser mas especifico en el momento de evaluar
una diferencia (Watts et al., 2011).

Las mejoras en los hallazgos en tendones tratados con MSC fetales y la falta de diferencia
en los parametros bioguimicos, sugieren que el efecto predominante de las MSC fetales en
la curacidn del tenddn es a través de la organizacion estructural del tendén, en lugar de una
mejora en el nimero de célula o la expresion de genes, pero se cree que el proceso de
curacion es un proceso muy lento que normalmente tarda hasta 18 meses en ocurrir, por lo
tanto es muy probable, que este estudio haya quedado lejos del tiempo necesario para poder
cumplir con la curacion completa y es posible que las diferencias génicas se verian en
ensayos de mayor duracion. Aunque no existia una diferencia estadisticamente significativa
en el contenido total de ADN determinado por flurometria, se vio menor contenido de ADN
en los tendones tratados con MSC fetales, esto podria ser posible si las células inyectadas
en la lesion fallaran o la segunda posibilidad, que estas mismas células inyectadas
produzcan un tendon con menor celularidad, pero mas funcional que el original, esta idea es
corroborada por los hallazgos histolégicos que indican que los tendones con MSC fetales
son menos celulares (Watts et al., 2011).

En un estudio protagonizado por Nixon et al (2008), se utilizaron 8 caballares clinicamente
sanos a los cuales se les indujo una tendinitis en el TFDS en uno de sus miembros
anteriores, 7 dias después de la injuria se introdujeron 10,83 x 10° células madres que
fueron extraidas del tejido adiposo de cuatro de estos miembros. Luego de 6 semanas se
realizd una biopsia en los tendones tratados, para generar un estudio histolégico, donde se
vio que los tendones tratados presentaban mayor organizacion de las fibras de colageno que
los caballos del grupo control. Ademas de poder ver con analisis inmunohistoquimicos que

existe una menor expresion de colageno tipo Il en los tendones que fueron tratados en
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comparacion a los tendones control, y mayor expresion de colageno tipo I. Contrastando los
resultados del estudio anterior, se puede ver que el estudio realizado por Crovace et al
(2010), donde se realizd un estudio histolégico e inmunhistoquimico en seis caballos,
tratados con células madres estromales, células madres mononucleadas de médula dsea y el
grupo control. Se vio que los tratamientos con células madres tuvieron una mayor
presentacion de coldgeno tipo | y menor presentacion de colageno tipo 111 comparados con

el grupo control.

El estudio realizado por Smith (2008), evalud el comportamiento de 168 caballos con
lesion en el TFDS los que fueron tratados con células mesenquimales aut6logas, luego de
48 semanas de rehabilitacion los caballos retornaron a un entrenamiento progresivo, donde
se presento una recidiva del 18% de todos los caballos, versus un 56% de recidiva en los
caballos que fueron tratados solamente con terapias convencionales. Unos afios mas tarde,
un estudio realizado por Gutierrez- Nibeyro (2011), en donde utilizaron 53 equinos de
carrera con lesiones en el TFDS y desmitis en el ligamento suspensor, los cuales fueron
tratados con células madres extraidas de tejido adiposo, se pudo observar que, el 60% de
estos caballos retornaron a sus actividades deportivas, de los cuales 7 caballos sufrieron
recidiva luego de 18 a 24 meses después del tratamiento inicial.

Otro estudio demostré que las células madres mesenquimales derivadas de médula Gsea
equina, pueden ser inducidas a diferenciarse a tenocitos (Violini et al., 2009). Existen
limitaciones con el uso de las células madres en las terapias regenerativas, el problema mas
comentado por los estudios clinicos es la baja eficiencia de estas células para la
diferenciacion de lineas celulares adultas, por esta misma razon es necesario una previa
expansion in vitro para poder conseguir una cantidad significativa de células, siendo este

paso muy lento, caro y con riesgo de contaminacion y perdida celular (Scipioni, 2011).

Diferenciacion a tenocito
Se han utilizado diferentes factores para estimular la diferenciacion de las BM-MSCs a
ligamento y tend6n. Se han realizado co-cultivos con fibroblastos o estimulacion con

diferentes factores de crecimiento desarrollando el cultivo en dos o tres dimensiones.
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También se ha conseguido inducir la diferenciacién de las MSCs a tenocitos mediante la
exposicion a proteina morfogenética 6sea 12 (BMP-12), a bajas dosis del factor de
crecimiento (bFGF). Se ha demostrado también que el GDF-5 aumenta la expresion de
colageno tipo | y excleraxis (SCX) en las MSCs. Estas dos proteinas estan involucradas en
proceso de diferenciacion tenocitica. Ademas, y puesto que el microambiente que rodea a
las celulas es fundamental para la diferenciacion de las MSCs a diferentes linajes celulares,
se han publicado recientemente ensayos de co-cultivos de ceélulas, para inducir la
diferenciacion mediante la estimulacion por factores paracrinos secretados por las células.
En caballos el co-cultivo de BM-MSCs con implantes de tendon proveniente de caballos
sanos, estimula la expresion de marcadores especificos de tendén como decorin,
tenomodulin, tenascin C y colageno Tipo | por parte del MSCs, manteniendo un fenotipo

similar a tenocitos en cultivo monocapa (Violini et al., 2009; Lovati et al., 2012)

Guest et al (2010) realiz6 una investigacion en 8 caballos con lesiones en el TFDS, los que
fueron divididos en dos grupos, tratados con células embrionarias alogénicas o con células
mesenguimales estromales alogénicas, donde se vio que las células embrionarias tuvieron
una supervivencia de 60% en cambio las células mesenquimales menos del 5%, en el lugar
de la lesién, ademas las células embrionarias alogénicas no presentaron ninguna respuesta

inmune que afectaran al proceso de regeneracion de la lesion.

En un estudio reciente de Oliva (2017), provocé el potencial de diferenciacion tenogénica
in vitro de las células madres mesenquimaticas derivadas de médula osea fetal equina.
Donde se aislaron MSC, comprobando el tipo de célula, por la capacidad de adherencia que
tiene este que no lo comparte con el resto de células presentes en la médula 6sea, lo que
permite poder seleccionarlas. Se ha reportado que las células expuestas a concentraciones
de 10 a 40 ng/mL de BMP-12, adquieren un cambio morfolégico alrededor del dia 28 de
cultivo (Mohanty et al., 2014). En dicho estudio se vio que la suplementacion con el factor
de crecimiento BMP-12 en MSC fetales equinas durante 21 dias, puede disminuir los
niveles de mMRNA de SCX gen asociado con el tenddn, lo que no permite que se produzca
la transcripcion del gen TNMD (Tenomodulina). Pero en este estudio, si se vio un aumento
de la expresion de DCN (Decorina) en MSC fetales equinas al dia 21, de manera mas

rapida que el crecimiento de este mismo en MSC adultas. La evolucién del potencial
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terapéutico de la MSC equinas fetales, requieren de estudios posteriores in vivo que
permitan determinar el real efecto regenerativo o reparativo que estas células pueden tener

en lesiones de tendon.
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OBJETIVO GENERAL

Describir las terapias regenerativas, PRP y células madres en la tendinopatias del equino de

deportes.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Describir la terapia a base de PRP en la tendinopatia del equino de deportes.
2. Describir la terapia a base de células madres en la tendinopatia del equino de deportes.

3. Comparar la efectividad clinica de la terapias regenerativas PRP y de células madres en

la tendinopatia del equino de deportes y proponer mejoras alternativas.
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MATERIALES Y METODOS
MATERIALES
Busqueda de la informacion:

Para la realizacion de esta monografia, se realiz6 la busqueda de informacion bibliogréfica
desde la biblioteca virtual de la Universidad de Chile; publicaciones en libros, Catalogo de
Bello, y variadas revistas cientificas. Junto a lo anterior complementariamente se utilizd
articulos cientificos, libros, tesis, memorias o seminarios de titulo, provenientes de textos

impresos o electronicos.

Se realizo6 en primera instancia una basqueda y recopilacion de antecedentes sobre las terapias
regenerativas, en especial el PRP y células madres, en equinos de deporte para su posterior
organizacion y mejor comprension. Se emplearon para la compilacion los sitios de busqueda

ScienceDirect, Google Schoolar, Scielo.org, Pub Med, Medline.

Para la busqueda de articulos en las bases de datos se usaron las siguientes palabras claves:

- Medicina reparativa

- Medicina regenerativa

- Tendinopatias en equinos
- Tendinitis en equinos

- Plasma rico en plaquetas
- Células madres

- Regenerative medicine

- Stem cells in horses

- Tendinopathies in horses

- Platelet rich plasma

La revision y seleccion de los articulos publicados se realizo sobre la base de titulo, fecha de

publicacién y autor. Los criterios de seleccion para la busqueda de articulos fueron:

- Equinos

- Medicina veterinaria
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Criterios de exclusién:

1. Se excluyeron publicaciones de antigiedad mayor a 10 afios, a excepcion de
publicaciones que contenian informacién relevante para el desarrollo de esta
monografia y que no se encontraron en publicaciones mas recientes.

2. Se excluyo la informacién de publicaciones que no fueron atingente para cumplir con

los objetivos especificos planteados previamente.

METODOS

Primero se realiz6 una recopilacion de la informacidn existente sobre las terapias regenerativas,
el uso y resultados obtenidos con la utilizacion de plasma rico en plaquetas y células madres en
las patologias de tendones en equinos de deporte, todo esto para poder tener una mayor
comprension del papel, que hoy en dia, tienen las terapias regenerativas en el tratamientos de

tendinitis en equinos.

Organizacion de antecedentes y redaccion:

Se organizo la informacion recopilada dividiéndola en los trabajos realizados con terapias

regenerativas, pudiendo separar los que utilizan PRP y células madres.
Los antecedentes fueron organizados en los siguientes items:

I.  Introduccién

Il.  Fisiologia de los tendones y su reparacion frente a injurias: se analizo la estructura,
composicion, funcion de los tendones mas importantes en los equinos y como ellos
reparan naturalmente frente a una lesion.

I1l.  Terapias regenerativas: se analizd las caracteristicas de una terapia regenerativa
frente a una reparativa, y cuales son los beneficios que le pueden dar a una lesion
tendineas en equinos de deporte.

IV.  Células madres y PRP: se analizaron cada una de estas terapias y los resultados que

se obtienen al utilizarlas en lesiones tendineas
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a. Se describi6 la terapia a base de PRP en la tendinopatia del equino de
deporte

b. Se describid la terapia a base de células madres en la tendinopatias del
equino de deporte.

c. Se compar0 y analizd la efectividad de cada una de las terapias nombradas,
en las patologias tendineas en equinos de deporte para proponer mejoras
alternativas.

V. Presentacion de resultados.
Analisis critico

Los documentos revisados fueron ordenados en tablas o esquemas, donde se indicé el tipo
de bibliografia, el nimero, fechas y los temas planteados.

Se realizara un andlisis critico de toda la informacidn, resultados positivos y negativos con
la utilizacion de las distintas terapias regenerativas, rescatando los beneficios de cada
terapia hacia la curacion del tendon. Este andlisis fue en base a: autor, afio de publicacion y

relevancia de la publicacién.
Presentacion de resultados

La presentacion de resultados incluyo las conclusiones en cada uno de los parametros
evaluados, lo que nos permiti6 tener una mejor comprension del beneficio de cada terapia
regenerativa y asi poder tomar las mejores decisiones al momento de implementar alguna
de estas terapias como complemento a la terapia clasica, de acuerdo a la experiencia de los

autores y publicaciones citadas.
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RESULTADOS

El material bibliografico consultado para la realizacion de esta memoria fue el siguiente:

- Revistas cientificas: 30
- Congresos y simposios: 4
- Tesis: 11

- Paginas de Internet: 2

La informacion detallada del desglose de los términos seleccionados anteriormente en la

parte de materiales y métodos queda explicitado en las siguientes tabla:

Tabla N° 1: Evaluacion de las terapias regenerativas, plasma rico en plaquetas y células
madres, en las patologias de tendones en equinos de deportes segin material bibliogréafico

consultado.
PALABRAS Revistas | Congreso | Tesis Paginas Total
Cientificas Web
Medicina 2 1 3 0 6
Regenerativa
Plasma Rico en 6 3 5 2 16
Plaguetas
Celulas Madres 16 0 5 1 22
Terapias Autologas 3 0 0 2 5
Terapias Alogenicas 1 0 1 0 2
Tendon Flexor 8 1 3 2 14
Digital Superficial
Tejidos Blandos 2 1 3 0 6
Caballos de Deporte 3 3 2 0 8
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Segun lo indicado en esta tabla, la principal fuente de informacién bibliogréfica referente a
las terapias regenerativas son las revistas cientificas y las tesis. Dentro de estas dos teorias,
la que resultdé tener mayor informacién es la terapia con celula madre, siendo la mas
estudiada la terapia con células autologas. La mayoria de los textos encontrados se
asociaban a tendinopatias en el tendon felxor digital superficial y en menor porporcion a
otros tipos de tejidos blandos.
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DISCUSION

La mayoria de los autores coincide en que la terapia a base de PRP en las tendinopatias en
equinos de deporte, genera una mayor eficacia en la recuperacion de las lesiones en tejidos
blandos, acortando los tiempos de tratamiento y de regeneracion celular (Michelloto et al.,
2009), sin embargo, no sustituye ni disminuye el tiempo de la rehabilitacion fisioldgica de
los tejidos, sino que constituye un método terapéutico complementario que influye
positivamente en los resultados (Gutiérrez-Nibeyro, 2011; Arias y Beatos, 2013). La
bibliografia esta de acuerdo en que, si bien, es cierto que el uso de este tipo de terapia
regenerativa ha tenido variados estudios, en los cuales se ha visto una mejoria clinica y
ecogréfica en las lesiones tendinosas, sin lugar a duda, se requiere mayor cantidad de
estudios in vivo y con una mayor cantidad de pacientes, para poder evaluar de mejor
manera los resultados obtenidos (Carmona et al., 2011). La terapia a base de células madres
se ha visto como una terapia facil de utilizar, pero con la limitante de la diferenciacion de
lineas celulares adultas a tenocitos como constituyentes del tejido tendineo, a pesar de esto,
se ha visto una mejoria en los tratamientos de tendinopatias en equinos de deporte, dado
por una mayor organizacion de las fibras de colageno, una mayor expresion de colageno
tipo | en los tendones tratados y un menor porcentaje de recidiva, lo que muestra el

beneficio de la utilizacidn de esta terapia regenerativa en estas lesiones (Nixon et al., 2008).

En estudios realizados por Abellanet (2009), Abellanet y Prades (2009), y Geburek et al
(2016), revelan que el desempefio deportivo es significativamente mayor cuando los
caballos son tratados con PRP en las lesiones tendineas, siendo un 76%-80% los tratados
versus el resultado de los no tratados con un porcentaje de 40%-50%. En cambio en el
estudio generado por Hernandez (2012), fueron tratados 17 caballos con lesién en TFDS de
los cuales el 41% pudo volver a su actividad normal y el 59% de los caballos tratados no
pudieron volver a su entrenamiento o tuvieron una recaida que empeoro la lesion inicial, lo
cual podria atribuirse a que este ultimo estudio incluydé solo ejemplares de carrera, los
cuales al momento de reinsercion a su actividad atlética vuelven a un nivel de exigencia
maxima, sin embargo, los trabajos de Abellanet (2009); Abellanet y Prades (2009);

Geburek et al (2016), al usar caballos de diferentes disciplinas deportivas algunas de ellas
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como el adiestramiento o montura, requieren un menor nivel de exigencia atlética lo que

podria explicar la menor recidiva de estos animales experimentales.

Por otra parte, los diferentes resultados observados en las terapias con PRP se pueden deber
a muchas variables, sin embargo, factores como extension de la lesion y tiempo de
evolucion, parecen ser elementos relevantes en el resultado final (Abellanet y Prades,
2009). Asi, se observa en un estudio realizado por Maia et al (2009), quienes aplicaron PRP
en dos oportunidades, obteniendo una mejora en las extremidades tratadas con PRP en
comparacion con las extremidades control, generando como resultado una reparacién mas
organizada y uniforme, sin embargo, se debe tener en cuenta que este estudio se realiz6 con
intervalos mas prolongados entre las evaluaciones histolégicas y con mayor nimero de
inyecciones de PRP, en relacién a otros estudios como el de Hernandez (2012), quien
trabajo con una sola aplicacién de PRP, por lo que, el nimero de aplicaciones podria ser un
factor importante en los resultados.

Es importante destacar lo sefialado por numerosos autores, en el sentido de la mayor
velocidad de reparacion de los tendones lesionados, tratados con PRP versus los no
tratados, o tratados con las terapias convencionales, como se demuestra en el estudio de
Geburek et al (2016), donde los caballos tratados con PRP necesitan un tiempo de 8
semanas para remitir la cojera, siendo mucho mas rapido que los caballos controles los
cuales tomaron sobre 12 semanas. Esto se explicaria por el efecto que tiene el PRP sobre el
aumento de la actividad metabdlica del tejido cicatrizado (Bosch et al., 2010), a las 24
semanas luego de la induccién de la lesion y del comienzo del tratamiento se ve una mejora
en las propiedades histoldgicas y biomecanicas en los tendones tratados, comparados con el
tendon control y una mayor neo vascularizacién lo que ayuda a la mejor regeneracion de la
lesion. Este fendmeno también se observa en el tratamiento con células madres (Godwin et
al., 2011).

De acuerdo a la bibliografia estudiada, las células madres han demostrado ser una gran
herramienta en la terapia celular, debido a su potencial de diferenciacion y a su capacidad
de auto renovacion. La plasticidad que presentan estas células a la hora de diferenciarse, las
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hacen iddneas para reparar y regenerar los tejidos dafiados. Segun el estudio realizado por
Smith (2008), Godwin et al (2011), y Gutiérrez-Nibeyro (2011), la utilizaciéon de MSC
autologas sustraidas desde medula osea, muestran una disminucion significativa en la tasa
de recurrencia o recidiva en las lesiones tendineas de un porcentaje de 18%- 27% en los
animales tratados, en comparacion al grupo control de un 56%-57%. Los resultados de
estos autores son similares, teniendo solo diferencias en la cantidad de pacientes tratados,
desde seis caballos en el estudio de Godwin et al (2011), hasta 113 caballos de Gutiérrez-
Nibeyro (2011), a pesar de esto los porcentajes obtenidos son semejantes, lo cual se deberia
a que todos ellos utilizan células madres de medula osea, y estandarizan el programa de

rehabilitacidén con un seguimiento a dos afios para ver el porcentaje de recidivas.

Un factor importante es el efecto en relacion al origen de la células madres usadas en la
terapia tendinea, si bien el resultado clinico es similar, a pesar de ser obtenidas desde
medula osea o de tejido adiposo, las derivadas de este Ultimo no han mostrado tener efectos
adversos que perjudiquen el tratamiento, ademas del beneficio de tener una répida
obtencion, ya que solo necesitan ser aisladas e inyectadas en el paciente sin tener que pasar
por un cultivo celular (Nixon et al., 2008; Gutiérrez-Nibeyro, 2011), asi mismo, las células
madres obtenidas desde medula osea son de facil obtencion, tiene mayor capacidad de
diferenciarse, pero el tiempo y el tratamiento que se requieren para su expansién es mucho
mayor, lo que encarece el tratamiento, estos factores debieran ser considerados al momento
de decidir la forma de obtencion de las células madres. Estos autores coinciden en la misma
idea, que el uso de tratamientos regenerativos independiente del origen de las células,
mejoran la organizacion de las fibras de colageno obteniendo una mejor alineacion,
observado en el estudio histolégico. Esto ultimo se ha observado mediante estudios
inmunohistoquimicos, donde se muestra una mayor expresion de colageno tipo | en
comparacion al porcentaje de expresion de colageno tipo Ill, lo que ocurre de manera
completamente opuesta en tendones que son tratados de manera convencional (Nixon et al.,
2008; Corvace et al., 2010; Godwin et al., 2011; Gutiérrez-Nibeyro, 2011).

Dentro de los factores reportados como respuesta a la aplicacion de células madres esta el

aumento observado en la vascularizacion de los tendones tratados, en este sentido es
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posible extraer de la bibliografia revisada aspectos relevantes y que podrian tener una
repercusion en los resultados clinicos de estas terapias. Bosch et al. (2011), Carvalho et al
(2013), sefialan que el aumento observado en la vascularizacién de los tendones tratados
con MSCs entre las 16 - 23 semanas, podria ser un factor determinante a la hora de explicar
el efecto a largo plazo de estas células, a pesar de la aplicacion de un solo tratamiento, lo
cual seria un hallazgo positivo durante las fases tempranas del proceso regenerativo. Sin
embargo, estas aseveraciones se contrapone a lo sefialado por Romero (2016), quien sefiala
que lo observado en un estudio realizado hasta las 45 semanas, tiempo en el que el proceso
de cicatrizacion se encuentra en fase de consolidacion, muestra que la existencia de una alta
vascularidad es indicativo de una peor regeneracién, dado fundamentalmente por la muerte
de las células madres en este periodo de tiempo. De lo anterior es posible inferir que seria
adecuado en cierto periodo post tratamiento inicial, la reinyeccion de células madres en la
fase de reparacién de consolidacion de esta. A pesar de ello, aun no es posible de acuerdo a
la informacién bibliografica obtenida, sefialar en forma exacta el periodo en el cual debiera

realizarse esta segunda inoculacion.

Segn Romero (2016), la administracion temprana de MSC tiene mayores ventajas que un
tratamiento tardio, cuando el tejido cicatricial fibroso ya se ha formado, siendo una de las
soluciones propuestas para este problema el uso de células mesenquimales alogénicas, las
cuales son expandidas previamente y congeladas. Este tipo de células, acortan
considerablemente el tiempo de espera desde que el caballo se lesiona hasta que se puede
aplicar el tratamiento regenerativo con MSC, pasando de tres semanas en promedio el
tiempo de espera para las células autologas, a unos diez dias en el caso de las células
alogénicas, de acuerdo a la informacidn revisada esto constituiria un factor importante a
considerar, sin embargo, se requiere de mayor cantidad de estudios que confirmen dicha
aseveracion, asi mismo, el uso de productos alogénicos debe tener en cuenta el potencial
aumento del riesgo de transmision de la enfermedades al paciente, por lo cual deberia ser
otro punto a considerar dentro de la investigacion y los costos extras que esto generaria
(Gutiérrez-Nibeyro, 2011).
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En relacién a lo sefialado anteriormente, existen estudios donde se ha podido evaluar que
no existen efectos adversos utilizando células alogénicas fetales, a pesar de esto, los
mismos autores sefialan que es de suma importancia tener mayor tiempo y pacientes para
poder generar un estudio con mayor variabilidad y asi poder aceptar o rechazar teorias,
como la de formacidn de teratomas con la aplicacion de células fetales (Watts et al., 2011),
este mismo autor, demostré que los tendones tratados con células madres fetales generan
una mejora estructural, tanto en los estudios ecograficos como de resonancia magnética en
comparacion con los tendones tratados con placebo, ademas se observo un mejor patron de
fibras lineales en la curacion del tenddn, esto permite asumir que se tendria un resultado
exitoso a largo plazo, sin embargo, esto aun no es posible confirmar, ya que el proceso de
curacion tarda normalmente 18 meses y no existen trabajos realizados en este periodo de

tiempo que permitan asegurar lo anterior.

Aun existen varios problemas que se deben resolver para generalizar el uso terapéutico de
la células madres en la patologia tendinea, uno de ellos es lo observado en estudios clinicos
de las MSC autologas, donde la baja eficiencia de estas células para diferenciarse hacia
lineas celulares adultas constituye una desventaja, se cree que es necesario la expansion in
vitro de ellas, para asi poder tener una cantidad significativa de células que permita generar
un buen tratamiento, el problema de esto es que es un proceso de mayor costo, mayor
lentitud y con algunos riesgos asociados a la contaminacién. Estudios recientes han
utilizado factores para aumentar la diferenciacidn, utilizando factores de crecimiento como
el BMP-12 o bFGF, asi Oliva (2017), trabajando con MSC desde medula osea fetal
concluyo la disminucién de SCX (marcador relacionado con la regeneracion del tendén), lo
gue no permitié que se produzca la transcripcion del gen TNMD, sin embargo, se pudo ver
el aumento de expresion de DCN al dia 21 de manera més rapida que en MSC adultas, esto
planteo la inquietud sobre el potencial terapéutico que puedan tener las MSC fetales, como
asi mismo, la importancia de realizar estudios in vivo que demuestren el real efecto de

curacion que estas células puedan alcanzar en el tendon tratado.

De acuerdo a los datos que fueron posible recoger de la bibliografia en esta monografia,

ninguno de los tratamientos aplicados ha resultado més eficaz que otro. Sin embargo, si se
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ha observado un claro beneficio del tratamiento con MSC y PRP en lesiones en el TDFS
con respecto a los grupos control. Es de vital importancia conocer los efectos individuales
tanto del uso de PRP como de las MSC. En el estudio de Romero (2016), se propone
estudiar el efecto de la utilizacion de estas terapias en conjunto, teniendo en cuenta que el
protocolo terapéutico seria la aplicacion de una dosis de PRP luego de la lesion tendinea,
seguido del cultivo y expansion de MSC suspendidas en PRP, utilizando a las MSC como
nuestra segunda terapia regenerativa. Segun Carvalho et al. (2013), la suspension de MSC
en PRP ha demostrado tener resultados prometedores en la tendinitis en equinos de
deportes. Se presume de estos buenos resultados por la ayuda que genera el PRP en la
proliferacion de MSC in vitro, probablemente como consecuencia de su alto contenido de

factores de crecimiento.
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CONCLUSIONES

e Es importante destacar que de acuerdo a la informacion recogida en esta
monografia, el tratamiento con terapias regenerativas no sustituye ni disminuye el
tiempo de la rehabilitacion fisioldgica de los tejidos, sino que constituye un método

terapéutico complementario que influye positivamente en los resultados.

e Los tratamientos realizados con terapias reparativas, si bien es cierto, presentan
ventajas respecto a los tratamientos tradicionales para las lesiones del aparato
locomotor, todavia quedaran muchas incognitas que no se han podido resolver,
como son: el nimero de administraciones que se necesitan de PRP la dosis optima
de MSC vy el tiempo que se debe esperar para aplicar la terapia regenerativa en la

lesion.

e Es necesario generar una estandarizacion en las investigaciones, mediante la
organizacion de nuevos protocolos en el uso de materiales y métodos, en relacion a
terapias regenerativas como las células madres y también en el uso de PRP, ya que
los resultados son muy disimiles dependiendo del protocolo que se use, de la edad

de los animales tratados y del tiempo que lleve la lesion.

e La informacion revisada permite inferir que al comparar los resultados obtenidos
con las terapias regenerativas PRP y MSC, considerando los parametros analizados
en cada estudio en conjunto, no es posible determinar una mayor o menor eficiencia
entre ellas, siendo ambos beneficiosos para la curacion de los tendones tratados
versus los tendones control, quedando abierta la necesidad de continuar con
estudios que permitan estandarizar las técnicas empleadas y la indicacion

terapéutica de acuerdo al paciente en particular.

e De acuerdo a los datos obtenidos en la bibliografia, se puede demostrar los
beneficios de utilizar las MSC, siendo el unico inconveniente el tiempo que demora

la obtencidn de dichas células, ya sea de tejido adiposo u 6seo, por lo que nos deja
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la inquietud sobre la utilizacion de las terapias con MSC alogénicas, y la falta de
investigacion que ellas tienen, ya que se ha podido demostrar, que al aplicarlas
existe una respuesta inmune que podria ser disminuida con la utilizacion en

conjunto de la terapias regenerativas PRP y MSC.
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ANEXO 1.
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Fig. N°1. Curva tension/deformacion del TFDS (Romero, 2016).
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PLANIFICACION

Para realizar la monografia se ha disefiado la siguiente carta Gantt. Las fechas, estan sujetas
a disponibilidad de los correctores y disposicion de la Facultad de fechas de presentaciones

varias.

FECHAS ANO 2018

MES 1 MES 2 MES3 MES 4 MES 5 MES 6

ACTIVIDADES | I [ 233|123 3|1 2381233123312 3

Anteproyecto

Entrega del
proyecto

¥ definicion de fechas
de prezentacion del
proyecto

Presentacion del

proyecto

Recopilacion de

informacion

Realizacion de

escrito

MES1 MES2 MES 3 MES MES 5

Presentacion informe de

avance

Revision del escrito y edicion

Entrega de memoria de titulo

Presentacion final de la
memoria de titulo

Simbologia:
Fechas dependientes del trabajo propio.

Fechas sujetas a cambios, dependientes de Ila

disponibilidad de correctores y facultad.
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